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La agricultura es una de las actividades mas antiguas, de la humanidad, surgié hace mas de
12,000 anos, con la observacién en los grupos némadas que las frutas y semillas comidas,
al caer al suelo, daban origen a las plantas, granos y frutos que habian alimentado a los
grupos en movimiento. De esa manera, los grupos humanos se asentaron cerca de los rios,
convirtiéndose en sedentarios; desde entonces, las semillas y su seleccion autdctona, la
domesticacién de plantas y animales, coadyuvaron al establecimiento en lugares, dejando
la vida nébmada.

Esta nueva forma de vida tuvo un profundo impacto en todos los aspectos de la sociedad
humana. De esta manera habia iniciado la agricultura, que avanzo en las diferentes cultu-
ras y pueblos originarios, con cultivos especificos, que fueron domesticados alrededor del
mundo. Se dio énfasis en cada cultura a los cereales, gramineas, leguminosas, oleaginosas,
combinando un cereal, una leguminosa, a veces una oleaginosa, aplicando el mejoramiento
intuitivo, de semillas en cada cultivo. La agricultura se centré en la produccién de alimentos,
cada vez a mayor escala, sin percatarse de los efectos ambientales y sociales que originaba.

La necesidad de elevar la produccién y productividad de los cultivos, en especial el trigo,
arroz, maiz, fue urgente ante la explosion demografica y hambrunas severas en regiones
como India, Pakistan, Afganistan, Africa, y en otras partes del mundo. En el caso del trigo,
coincidid, con la afectacion grave por tres tipos de roya (tallo, hoja y espiga), ademas de
ser trigos de tallo muy alto que volcaba y propiciaba rendimientos bajos, de 750 kg por
hectarea.

En México, la participacion de excelentes técnicos mexicanos, fitopatélogos como Igna-
cio Narvaez, José Rodriguez Vallejo y fitomejoradores, entre ellos Norman Borlaug, desde
1943, permitieron contar con trigos de porte intermedio, al cruzarse los trigos de porte
alto, con un trigo japonés enano. Se logré incorporar la tolerancia a las tres royas. Esas
aportaciones para bien de los productores y consumidores de trigo en el mundo fueron la
base de la Revoluciéon Verde, que se distinguid por el uso en exceso de fertilizantes, aplica-
cion de agroquimicos, herbicidas, en la agricultura extensiva y empresarial, en monocultivo.
Esto propicié contaminacién en suelos, ambiente, agua, en diversos paises y un uso inten-
sivo de agua de riego.



Millones y millones de hectareas, fueron sembradas y cultivadas de esa manera, propician-
do efectos y erosiéon genética del trigo, al sembrarse pocas variedades en millones de hec-
tareas. Si bien se incremento la produccién media lograndose de 3 a 8 toneladas por hecta-
rea. La Revoluciéon Verde (1943-1961), promovida y financiada por la Oficina de Agricultura
de Estados Unidos y por la fundacién Rockefeller, propicié el uso de semillas mejoradas,
fertilizantes, herbicidas, insecticidas y maquinaria. El uso de fertilizantes nitrogenados se
incrementd considerablemente durante los tltimos 60 anos; la produccién mundial de tri-
g0, arroz y maiz se asocié con el aumento y consumo de fertilizante nitrogenado sintético.

El proceso para fabricacion de fertilizantes nitrogenados sintéticos, a escala industrial, sera
cada vez mayor, para poder sostener una poblacién mundial de mas de 9.7 millardos de
habitantes hacia el afio 2050. La excesiva fertilizacion de los cultivos con nitrégeno sinté-
tico, en la agricultura extensiva, contamina los cuerpos de agua, superficial y subterranea.
Una alternativa sostenible que aporta nitrégeno es lo que ocurre en las leguminosas con
la fijacién biolégica de nitrégeno atmosférico que ocurre de manera natural mediante la
simbiosis de esas especies con bacterias diazotréficas. Representa una via alternativa favo-
rable, para aportar este fertilizante fundamental, a través de la simbiosis, entre bacterias y
las plantas.

La fijacidn bioldgica de nitrogeno (FBN), es un aspecto que concentra interés, en su inves-
tigacién, dadas sus ventajas, lo que ocurre en leguminosas, se extendié hacia la busqueda
de fijacion bioldgica en cereales y otras especies. La alimentacién mundial se concentra en
los cultivos trigo, arroz y maiz; en los cuales se utilizan fertilizantes nitrogenados sintéticos.
En caso de lograr la FBN, en cereales, dado su efecto potencial para reducir el consumo
de energia fésil, se reducirian los problemas ecolégicos asociados al uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos.

En la produccién de cultivos de cereales, leguminosas, oleaginosas, entre otros, las semillas
han sido seleccionadas por los pueblos originarios de manera milenaria. Ocurrié con el
maiz, el frijol, la calabaza, el amaranto, la chia, en México, avanzando de manera dindmica
a través del tiempo. En maiz se han descrito 64 razas, con caracteristicas muy particulares,
con seleccién autéctona de los grupos indigenas originarios. La base de estas razas y su de-
finicién fue la seleccidn, siembra, cosecha, seleccién, intercambio de semillas, por miles de
anos. En el caso de la raza Olotdn, que se desarrollé en la Region Mixe, Oaxaca, destaca su
particular caracteristica en las plantas con raices adventicias, en las cuales hay presencia de
mucigel, aspecto que es documentado en este libro, por su relacién con la fijacién biolégica
de nitrogeno (FBN).

En este libro se sefala que, en 1979, Juan Areli Bernal Alcantara (qg.e.p.d.), estudié en su
tesis de licenciatura los efectos de la fertilizacién NPK, encalado y uso de gallinaza sobre
la produccion de maiz nativo de la raza Olotdn, variedad de color amarillo en Totontepec
Villa de Morelos, Oaxaca, su tierra natal. Bernal Alcantara no reporté la presencia de rai-
ces adventicias y mucilago. En 1990, Thomas Boone Hallberg, botanico norteamericano,
acompanado por Gabor Bethlenfalvay, microbiélogo del Departamento de Agricultura de
EE.UU,, plantearon su sospecha de que esa variedad nativa podria tener la capacidad de
fijar nitrégeno atmosférico en su sistema radicular adventicio.
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En 1992, Hallberg y Bethlenfalvay, invitaron a Ronald Ferrera Cerrato, microbiélogo del
Colegio de Postgraduados, a estudiar los maices nativos de Totontepec. Ferrera Cerrato
colecté muestras de las raices adventicias y del mucilago que rodeaba y goteaba de esas
raices, asi como del suelo de la rizosfera y las analizé en su laboratorio del Colegio de Post-
graduados. Ferrera Cerrato y sus colaboradores, mostraron actividad en fijacién biolégica
de nitrégeno atmosférico en maiz Olotén (FBNM).

En 2005, la transnacional Mars (Inc.) y la Universidad de California-Davis (UCD), en el mu-
nicipio de Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca, colectaron muestras, por nueve anos, con
anuencia de autoridades municipales, condujeron una investigacion en Totontepec y en
California-Davis y Wisconsin-Madison (UWM).

Las Universidades de California-Davis, y de Wisconsin-Madison y la transnacional Mars (Inc.),
intentaron patentar y proteger la propiedad intelectual del proceso de fijacién biolégica de
nitrégeno en maiz Olotén (FBNMO) lo que no fue otorgado, por tratarse de variedades ya en
uso comun. El acceso a los recursos genéticos de Totontepec, por instituciones norteameri-
canas fue irregular e indebido.

El gobierno mexicano, signatario del Protocolo de Nagoya desde 2012, otorgd un certifica-
do de cumplimiento a la parte receptora, a través de su Secretaria de Agricultura y Desa-
rrollo Rural (SADER). El Protocolo de Nagoya, autorizé la confidencialidad de los acuerdos
entre las partes, que generd injusticias y suspicacias. David Barkin, coautor del presente
libro reacciond a la publicacién del articulo de 2018 en la revista Plos Biology, ya que se
omitié la mencién al trabajo pionero de Ronald Ferrera Cerrato, también coautor de este
libro y de su equipo de colaboradores del Colegio de Postgraduados.

Como se menciona en este libro los negociadores norteamericanos de acuerdo con la parte
negociadora de México cambiaron el acuerdo de las ganancias, reduciendo la participacion
comunitaria del 50 al 1 por ciento. El municipio de Totontepec, recibira el 1%, o menos,
porque la parte norteamericana, sefala que el material genético obtenido de Totontepec
ahora es provisto por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y
el National Germplasm System del gobierno de los Estados Unidos de Norteamérica. Estas
transferencias son de materiales colectados varias décadas antes, en la regién Mixe.

Se definié que el municipio de Totontepec, seria el receptor de cualquier beneficio derivado
del convenio inicial, por la transferencia de los recursos genéticos de maiz que fija nitré-
geno, sin considerar otros municipios de la Region Mixe de Oaxaca y de otros estados de
México, que seleccionan en la fijacion y posterior amplificacion del caracter FBN en maiz y
son, por tanto, coautores y copropietarios del caracter.

En este libro se sefala que el grupo estatal “Espacio Estatal en Defensa del Maiz Nativo
de Oaxaca” sefiala que, no se puede patentar la propiedad comunal, y que la semilla nativa
Olotén y el cardcter FBNMO, habrian de ser compartidos con los pueblos del mundo de
manera gratuita. En efecto, las variedades de Olotén no podrian patentarse en México,
independientemente de lo que sefala “Espacio Estatal en Defensa del Maiz”, ya que Méxi-
co estd adherido al Acta 78, de la Unién Internacional para la Proteccién de Obtenciones
Vegetales (UPOV) que especifica que las variedades vegetales, se protegen de manera “sui
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generis”, no se patentan. Por ello Mars Inc, intenté patentar variedades de Olotén en EE.UU.
Este pais, se adhirié al Acta 91 de UPQV; ahi hubiese procedido el patentamiento de varie-
dades de Olotén, pero se requiere presentar informacién del Método de Obtencién, para
acreditar el proceso de mejoramiento (descripcion detallada y en orden cronoldgico); Pro-
ceso a utilizar para la conservacién de la identidad de la variedad, lo anterior, seguramente
no pudo acreditarse.

La intencién de compartir la semilla nativa, con los pueblos del mundo, como lo sefala el
“Espacio Estatal en Defensa del Maiz Nativo de Oaxaca” es de hecho, lo que hace CIMMYT
y el US National Germplam System.

El proyecto titulado “Defensa de la Propiedad intelectual social del caracter Fijacion Biolo-
gica de Nitrégeno en maiz de la raza nativa Olotdn y su aprovechamiento en la soberania
y seguridad alimentaria de México”, fue presentado por cinco instituciones nacionales: el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, el Colegio de Post-
graduados, el Centro de Ciencias Gendémicas de la UNAM, la Universidad Auténoma Me-
tropolitana Xochimilco y el Instituto Tecnolégico del Valle de Oaxaca. Después de lograrse
la aprobacién del proyecto, se unié a este grupo por invitacién, la Universidad Auténoma
Comunal de Oaxaca.

El grupo del Colegio de Postgraduados descubrio el caracter Fijacion Bioldgica de Nitrége-
no en Maiz Olotén (FBNMO), que ocurre principalmente en las raices adventicias, en la raza
nativa de maiz Olotén en el municipio de Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca. También
tiene el mérito de haber reportado que hay funciones adicionales a la simbiosis entre la
planta de maiz y la microbiota diazotréfica —con capacidad de fijar nitrégeno atmosférico—
gue aporta nitrégeno a la planta.

La defensa de la propiedad intelectual social del caracter Fijacién Bioldgica de Nitrégeno del
maiz nativo de la raza Olotén (FBNMO), principal objetivo del proyecto considerd: la descrip-
cion varietal del maiz nativo de la raza Olotén en Totontepec, Oax., su inscripcion en el Cata-
logo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV), para la comunidad Mixe, como alternativas
defensivas a favor de las comunidades de la regiéon Mixe, El “Grupo Estatal para la Defensa
de los maices Nativos de Oaxaca”, sostiene que el proceso de descripcién varietal de un maiz
nativo equivale a dar un paso hacia patentar esa propiedad comunal; otros grupos sociales,
tienen una postura diferente, como ocurre en el Grupo Vicente Guerrero de Tlaxcala, en la
Region Mazahua, Estado de México y otras variedades nativas, en proceso de registro ante el
CNVYV, asi como la solicitud de Titulos de Obtentor. En México no se patentan las variedades
vegetales, lo que ocurre asi, en el Acta 78, de UPQV. Por otro lado, lo que hace CIMMYT al
entregar muestras de Olotén, a quien lo solicita, incluyendo a Mars, es consistente con esta
posicion, de manera que nadie podria ser limitado a contar con las colectas de los maices
Olotdén, que estan en el banco de germoplasma, desde hace varias décadas.

El equipo del proyecto decidié publicar en una revista cientifica la informacién obtenida de
la descripcion varietal dando el debido reconocimiento a los Pueblos Originarios, como ob-
tentores de las variedades nativas de maiz de la raza Olotén, que posee el caracter FBNMO
amplificado. La descripcion varietal de las variedades Olotén amarillo y Olotén blanco, se lle-
vo a cabo, siguiendo las sugerencias de la Guia técnica, cumpliendo con las recomendaciones.

12



En este libro se presentan avances muy destacados en el estudio de la diversidad bacteria-
na asociada al maiz Olotén de Oaxaca. Entre las bacterias encontradas que se presentan en
este libro, destacan las fijadoras de nitrégeno que son las que le confieren al maiz Olotén
su caracteristica mas distintiva, su capacidad para fijar nitrégeno atmosférico. El uso de
estas bacterias como inoculantes puede contribuir para incrementar el rendimiento y salud
de los cultivos agricolas de interés en México. Las anteriores aportaciones son relevantes y
producto del equipo de excelencia de destacados investigadores de este proyecto.

El Codigo genético original de Olotén, debe ser descrito en México y detallado como protec-
cién de su uso para la soberania alimentaria. Lo anterior, deberia considerarse en proyectos
futuros, para defender a las variedades Olotén, como aportaciéon milenaria de los pueblos ori-
ginarios, para bien de la humanidad.

Como se menciona en el libro, la transferencia del caracter original a productores de maiz
de otras regiones del pais seria gratuita, si los productores mismos lo transfirieran mediante
cruzamiento con sus maices nativos, o bien, si la investigacion publica desarrollara variedades
mejoradas de polinizacién libre con ese caracter original. La misma gratuidad funcionaria para
los productores de otros paises cuyas sus regiones edaficas y climaticas, fueran similares a
las de la Sierra Mixe.

Como una alternativa defensiva de la propiedad intelectual social del maiz nativo, se realizé la
descripcion varietal de dos variedades nativas de la raza Olotdn en Totontepec durante dos
anos. La finalidad original fue registrarla en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales
(CNVV), de la SADER, como evidencia de su pertenencia social a la region Mixe. Sin embar-
g0, una vez conocido que el gobierno mexicano habia otorgado en 2015 el Certificado de
Cumplimiento con Validez Internacional, se concluyd que esta rebasado el reconocimiento al
caracter social de la propiedad intelectual del maiz nativo que ostenta el cardcter FBNMO.

La polinizacién cruzada en las variedades nativas de Olotdn, propician que cada semilla
tenga diferente padre y hasta diferente microbiota. Las bacterias presentes en el mucila-
go, podrian ser residentes endéfitos de las raices aéreas y salir al mucilago cuando éste se
libera. Esto deberia ser estudiado. También podria analizarse las bacterias endéfitas, que
pueden provenir de la semilla o del suelo.

La dindmica y la abundancia de estas bacterias, en las etapas de la planta, desde las prime-
ras raices aéreas hasta el llenado del grano, son importantes de ser analizadas.

Con base en la constitucidn genética de las variedades de polinizacién libre de Olotén, la
biodiversidad que incluye a muchos otros caracteres. Se podrian seleccionar variedades y
subpoblaciones con el cardcter FBNMO. Estas variedades se esperaria que tuviesen reque-
rimientos de frecuente precipitacién durante el desarrollo del cultivo.

El aprovechamiento del cardcter FBNMO para sustituir total o parcialmente el uso de fer-
tilizante sintético, limitado a las regiones himedas de clima templado similar al de la Sierra
Mixe en México y en el resto del mundo, podria extenderse a otras regiones a través de
mejoramiento genético convencional.
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Como se sefala en el libro, seria necesario auxiliarse con analisis moleculares para conocer
con detalle las caracteristicas, del caracter FBNMO. Este conocimiento podra ser necesario
para la defensa contra reclamos futuros de los consorcios transnacionales que desarrollen
patentes y reclamen el pago de regalias. También seria importante poner a disposicion de
los pequenos agricultores la semilla de maiz Olotén, en intercambio de semilla, en pro-
gramas con acompafamiento, para lograr coincidencia de floraciones y cruzamientos con
otros maices nativos segln el mejoramiento genético autéctono, selecciéon de progenies
con el cardcter FBNMO vy a la vez las caracteristicas morfoldgicas y organolépticas para su
autoconsumo cultural.

En el libro también se sugiere que seria importante establecer un programa publico de
mejoramiento genético con el objetivo de desarrollar variedades modernas de polinizaciéon
libre o hibridos que expresen el cardcter FBNMO y ademas reldinan caracteristicas agrono-
micas mas manejables y adaptadas a la intensificacién para ampliar sus rendimientos.

Las anteriores sugerencias de lineas de investigacion, en FBNMO, podrian ser revisadas por
la Secretaria de Ciencias (SECIHTI) en complemento con la Secretaria de Agricultura (SADER),
para definir, cuales de ellas podrian ser apoyadas con la intencién de avanzar y en un futuro
aspirar a ofrecer resultados para los productores de autoconsumo, tradicionales e incluso
agricultura comercial, México podria ofrecer a sus productores de maiz en México y otras
regiones, las innovaciones tecnoldgicas, que posicionarian al pais como potencia cientifica.

Como se sefala en el libro, el uso de bioinoculantes es prometedor como posible comple-
mento de la microbiota requerida para la manifestacién del caracter FBNMO, siempre y
cuando el cddigo genético de ese caracter cuantitativo esté presente en el maiz. Tal es el
caso del bioinoculante desarrollado en el actual proyecto a partir de microbiota especiali-
zada obtenida del mucilago de las variedades nativas de la Sierra Mixe, particularmente de
Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.

En este prélogo, agradecemos al excelente equipo de investigadores, de calidad excepcio-
nal, que representan una masa critica sobresaliente, con cinco investigadores eméritos,
varios Niveles lll, Il y |, a quienes reconocemos la oportunidad de tenerlos cerca, es un alto
honor, que apreciamos mucho, presentar el libro, que sin duda es una lista de logros rele-
vantes, aportaciones, sugerencias de lineas de investigacion, que sin duda conviene que
sean revisadas para su implementacién, para bien de la ciencia, fundamentales, que permi-
tirdn después de 45 afos, del trabajo del Ing. Juan Areli Bernal Alcantara y del Dr. Ronald
Ferrera Cerrato, ofrecer alternativas en la fijacidon de nitrégeno en maiz, con proyeccién
para la agricultura de pequefos, medianos y agricultura extensiva, con sostenibilidad para
México y la agricultura mundial.

Alejandro Espinosa Calderén?!, Margarita Tadeo Robledo?

t Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Valle de México. Ca-
rretera Los Reyes-Texcoco km 13.5, Coatlinchan Mpio. Texcoco, Edo. de México. espinoale@yahoo.com.mx, 55
34931861

2 Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional Auténoma de México. Carretera Cuautitlan-Teo-
loyucan, Km 2.5. Cuautitlan lzcalli, Estado de México. CP. 54714. tadeorobledo@yahoo.com
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Capitulo 1

Antecedentes

Illustration of maize in the 1566 edition of the herbal of Dodonacus






A partir del aino 1960 y hasta principios de los afnos 2000 aumenté cuatro veces la produc-
cion mundial de trigo, arroz y maiz que, a la vez, se asocié con el aumento de nueve veces
el consumo de fertilizante nitrogenado sintético (Smil, 2001). Ambos aumentos fueron po-

sibles gracias a la adopcién del proceso Haber-Bosch para producir NH, a escala industrial

3
a partir de gas nitrégeno N,, abundante en la atmdsfera (78% de su composicién). El com-

puesto NH, es un insumo basico para la fabricacion de los fertilizantes nitrogenados sinté-
ticos. El mismo autor estima que, dadas las practicas agricolas actuales, el consumo anual
de nitrégeno sintético serd dos a tres veces mayor que en la actualidad, para sostener una
poblacién mundial del orden de 9.7 millardos de habitantes hacia el afio 2050 (FAO, 2008).

El proceso Haber-Bosch requiere grandes cantidades de energia fosil, para alcanzar y sos-
tener la temperatura requerida de 450°C y una alta presién atmosférica. Se estima que
este proceso industrial consume entre el 1y 2% de la energia fésil mundial, con su corres-
pondiente efecto sobre el cambio climatico. Ademas, la fertilizacion de los cultivos con
nitrégeno sintético, hasta ahora relativamente barato ha conducido a su uso en exceso
particularmente en la agricultura industrial, que es causa muy principal de la eutrofizacion
(hipoxia) de cuerpos de agua superficiales y la contaminacion de las aguas subterraneas.

El gas N, es inerte y como tal, a pesar de su abundancia en la atmdsfera y de ser el elemento
esencial mas requerido por las plantas, sélo puede ser asimilado por la microbiota diazo-
trofica (bacterias y arqueas) que posee la capacidad de realizar biolégicamente el mismo
proceso de Haber-Bosch. La fijacidn bioldgica de nitrégeno atmosférico consume la misma
cantidad de energia que el proceso Haber-Bosch, pero usa como fuente a la energia solar
—a través de la planta en simbiosis— y ocurre a temperaturas y presion atmosférica am-
bientales. El nitrégeno fijado biolégicamente, no produce las externalidades ecoldgicas del
nitrégeno sintético.

En los articulos publicados por Van Deynze et al. (2018) y Ladha et al. (2022) se puede con-
sultar una excelente y muy completa descripcion de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)
y la evolucion de su investigacion en plantas leguminosas, hasta la busqueda de fijacion
bioldgica en cereales y otras especies no leguminosas.

Dado que la alimentacion mundial depende grandemente de los tres cereales basicos trigo,
arroz y maiz y que en casi todos estos cultivos se utilizan fertilizantes nitrogenados sin-




Capitulo 1 «Antecedentese

téticos, la busqueda de la FBN para satisfacer los requerimientos de Nitrégeno de estos
cereales se ha convertido en el “Caliz Sagrado de la Agricultura”(“Holy Grail of Agricuture”
en el idioma inglés) de la investigacidn de esta época, dado su efecto potencial para reducir
el consumo de energia fésil y el de fertilizante nitrogenado sintético, ademas de mitigar los
problemas ecolégicos asociados a ellos. A esto se atina la codicia de las grandes corpora-
ciones transnacionales por la apropiacion de la FBN en maiz y para lucrar con su comercia-
lizacién a escala mundial.

En el afio 1979, Juan Areli Bernal Alcantara (g.e.p.d.) condujo experimentacién de campo
para evaluar los efectos de la fertilizaciéon NPK, encalado y uso de gallinaza sobre la pro-
duccion de maiz nativo de la raza Olotén, variedad de color amarillo en Totontepec Villa de
Morelos, Oaxaca, su tierra natal (Figura 1). Este trabajo fue requisito para su graduacién
como Ingeniero Agrénomo especialista en Fitotecnia (Bernal Alcantara, 1982). Encontré
que a pesar de ser suelos ricos en materia organica (5.2%) y pH del orden de 5 se logré
aumentar el rendimiento de maiz desde 1.34 t/ha sin el uso de fertilizante, hasta 5 t/ha
con la aplicacion del tratamiento anormalmente reducido de 60-40-0 (N-P,0,-K,0). Con
el uso adicional de gallinaza (5 ton/ha) se alcanzé el rendimiento de 6 t/ha. Sin embargo,
Bernal Alcantara no ofrecid explicacion de la amplia respuesta a tan baja dosis de fertili-
zante NPK. Tampoco reportd en su tesis la presencia de mucilago en las raices adventicias,
aunque existian en abundancia. En 1990, invité a su conocido Thomas Boone Hallberg,
botanico norteamericano residente en Oaxaca, a visitar las siembras de maiz nativo de la
region. Hallberg se hizo acompanar de Gabor Bethlenfalvay, microbidlogo del Departa-
mento de Agricultura de EEUU. Hallberg y Bethlenfalvay plantearon su sospecha de que

San Bernardino

-

Totontepec Villa de Morelos

Region
District

Figura 1. Regiones geopoliticas del estado de Oaxaca. Ubicacion de las localidades Totontepec Villa de Mo-
relos y San Bernardino Teotitlan de Flores Magon.
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la variedad nativa podria tener la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico en su sistema
radicular adventicio. En 1992, Hallberg, acompafnado por Bethlenfalvay invitd a un equipo
de investigadores nacionales, entre ellos a Ronald Ferrera Cerrato, microbiélogo del Cole-
gio de Postgraduados, a visitar los maices nativos de Totontepec. Ferrera Cerrato colecté
muestras de las raices adventicias y del mucilago que rodeaba y goteaba de esas raices, asi
como del suelo de la rizésfera y las analizé en su laboratorio del Colegio de Postgraduados.

Ferrera Cerrato y sus colaboradores identificaron especies de bacterias en el mucilago y en
la rizésfera que mostraron actividad en fijacion bioldgica de nitrogeno en maiz (FBNM). Las
especies de bacterias identificadas en el mucilago que recubre las raices adventicias corres-
ponden principalmente a los géneros Pseudomonas, Klebsiella, Xanthobacter, Azospirillum,
y Derxia. En la rizésfera identificaron a los mismos géneros que en el mucilago y ademas
especies de los géneros Citrobacter, Enterobacter y Beijerinckia. También detectaron activi-
dades de antibiosis contra hongos patégenos como Fusarium y otros. Ademas, se detectd
en el mucilago una especie de Azospirillum, que se asocié simultdneamente a los efectos
de fijacién bioldgica de nitrégeno, antibiosis contra hongos fitopatégenos y solubilizacién
de fésforo inorgdnico. En la rizésfera, encontraron especies de los géneros Citrobacter y
Enterobacter con los mismos tres efectos adicionales a la FBNM (Vega-Segovia y Ferrera
Cerrato, 1993; Gonzalez Ramirez, 1994).

Con este conocimiento, Hallberg y el agrénomo norteamericano Howard Yana Shapiro,
empleado de la transnacional Mars (Inc.) y profesor asociado de la Universidad de Califor-
nia-Davis (UCD), gestionaron ante ambas instancias el financiamiento de una exploracién
de campo al municipio de Totontepec Villa de Morelos, Oax., la que se realizé en el afo
de 2005. La exploracion continudé durante nueve afnos con la anuencia de las autoridades
municipales. Colectaron muestras de plantas y de suelos y condujeron investigacion tanto
en terrenos de Totontepec como en las universidades norteamericanas de California-Davis
y de Wisconsin-Madison (UWM). Cabe mencionar que no se informé al Gobierno Federal
de México de esta actividad, bajo el argumento ecléctico de que la Constitucién Politica
Mexicana considera a las comunidades indigenas como auténomas. Si bien tal es cierto, la
Constitucién establece en su Articulo 27, que los recursos naturales del territorio nacional
son propiedad de la Nacidn, lo que hace ilegal al proceso de extraccién de sus recursos
genéticos sin un acuerdo explicito al nivel federal.

En el excelente articulo publicado por Kloppenburg et al. (2024) se hace un andlisis muy
completo del proceso desde las actividades de Hallsberg, Bethlenfalvay y Shapiro en To-
tontepec hasta la actualidad en que las Universidades de California-Davis, y de Wiscon-
sin-Madison y la transnacional Mars (Inc.). En ellas se investiga para patentar y por lo tanto
poseer, el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno en maiz Olotén (FBNMO). Muy proba-
blemente, otras instituciones y corporaciones transnacionales ahora participan en la misma
carrera. En el articulo citado, también se analizan, de acuerdo con el protocolo de Nagoya,
tanto los derechos del Estado propietario de los recursos genéticos como los de la entidad
qgue los colecta y hace desarrollos comerciales. Los autores del articulo citado analizan
desde el punto de vista de lo que es un acuerdo justo entre las partes segln el Protocolo de
Nagoya, hasta lo que es simple y llanamente biopirateria.
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A continuacién, se hace una apretada consideracién de aspectos de lo puntualizado por los
autores de ese articulo, asi como comentarios de los autores del presente libro.

El acceso alos recursos genéticos de Totontepec por las instituciones norteamericanas fue
precedido por un Acuerdo de Transferencia de Materiales (Material Transfer Agreement,
en el idioma inglés) entre el presidente Municipal de Totontepec y autoridades de la Univer-
sidad de California-Davis. De esta manera, las instituciones extranjeras dispusieron de esos
recursos genéticos durante nueve afnos antes de que, en 2015, lo negociaran finalmente
con el gobierno mexicano, propietario de recurso genético y signatario del Protocolo de
Nagoya desde 2012. Segun este protocolo, el Gobierno de México es la autoridad que juz-
ga si el beneficio que habra de lograrse en el futuro es justo y equitativo entre las partes.
Sélo asi, el Estado otorgara un certificado de cumplimiento a la parte receptora con validez
internacional. En efecto, el gobierno mexicano otorgg, a través de su Secretaria de Agricul-
tura y Desarrollo Rural (SADER), ese Certificado. Con éste, México validé la transferencia
de recursos genéticos del maiz que posee el caracter de fijacidn bioldgica de nitrégeno en
maiz Oloton (FBNMO) a las entidades norteamericanas involucradas.

El Protocolo de Nagoya autoriza el caracter confidencial de los acuerdos entre las partes.
Se argumenta que, este caracter de confidencialidad fue incluido en el Protocolo para pro-
teger a la parte que hace el desarrollo experimental contra la copia fraudulenta del conoci-
miento desarrollado. Sin embargo, esa confidencialidad también permite ocultar injusticias,
como se vera mas adelante. Los autores del articulo arriba citado informan que, en el afo
2017, la Universidad de Wisconsin-Madison (UWM) no renové el contrato en el que parti-
cipaba por invitacién de Mars (Inc.) y de la UCD. Desde entonces, la UWM ha proseguido
su investigacién del mismo tema, de manera independiente.

Es procedente reconocer que el trabajo de investigacion que desarrollan esas entidades
norteamericanas sobre los recursos genéticos transferidos no puede ser catalogado for-
malmente como de biopirateria, dado que México es signatario del Protocolo de Nagoya y
que otorgd a BioN2, subsidiaria de Mars (Inc.) el Certificado de Cumplimiento con validez
internacional. Sin embargo, hay varias observaciones de los autores del articulo citado y
otras mas, que podrian ser motivo de controversia en el futuro. En el articulo de Kloppen-
burg et al. (2024) se sefala la falta de equidad y de justeza en el proceso de transferencia
al extranjero de los recursos genéticos de la raza nativa de maiz que fija nitrégeno atmos-
férico. Se aprecia la vision colonialista de la parte negociadora norteamericana al ocultar
en el acuerdo con las autoridades municipales de Totontepec, los principios adoptados
desde 1992 en la Convencién sobre la Biodiversidad celebrada en Cartagena, Colombia,
particularmente, sobre el “consentimiento previamente informado” (Previously informed
Consent, en el idioma inglés) de la buscada transferencia de recursos genéticos. También
hacen resaltar que en el acuerdo Totontepec-UCD quedd abierta la posibilidad de que, si
el resultado de la investigacién de UCD condujera a patentar algliin desarrollo con fines
comerciales, los ingresos netos se compartirian a partes iguales entre Totontepec y UCD.

Los autores del articulo arriba citado hacen notar que el Gobierno de México carecia y
carece de la reglamentacién especifica que normara la negociacién sobre transferencia de
recursos genéticos a alguna entidad universitaria extranjera o a corporaciones extranjeras.
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Por lo tanto, los actores de la negociacion por parte del Gobierno de México operaron en
ausencia de una visién completa, informada y responsable.

Resulta desventajoso para México que, la definicion adoptada en el contrato entre el Go-
bierno de México y BioN2 en 2015 sobre recursos genéticos, incluya no sélo a la semilla
de maiz nativo raza Olotdon. También incluye todas las partes de la planta, el mucilago, los
microorganismos asociados, el suelo de la rizésfera, los acidos nucleicos y los compuestos
bioquimicos y moleculares. Pero, ademas también incluye al conocimiento tradicional que
acompana a la tecnologia desarrollada por los pueblos originarios. Los negociadores nor-
teamericanos lograron todo esto del Gobierno de México, y ademas, que se cambiara el
acuerdo 50%/50% de las ganancias logrado por las autoridades municipales de Totontepec
10 afos atras, por 1%/99% que concedieron los representantes a nivel federal del Gobierno
de México. Asi que, por cualquier desarrollo comercial que logre en el futuro la subsidiaria
de Mars (Inc.) el municipio de Totontepec recibira el 1%. Pero tal vez ni eso, porque ahora la
parte norteamericana confirmando su postura colonialista indica que, el material genético
obtenido de Totontepec esta siendo desplazado o complementado por recursos genéticos
que les provee el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) vy el
U.S. National Germplasm System. Esos materiales fueron colectados hace varias décadas,
incluyendo a la regiéon Mixe donde se asienta Totontepec. Esas colectas se realizaron antes
de que surgieran los convenios que defienden los intereses de los productores que fijaron
en sus materiales genéticos caracteres de gran utilidad en el presente.

Vale destacar que el material que es suministrado por el CIMMYT y el US National Germ-
plam System es sélo la semilla; no incluye a la microbiota diazotréfica del suelo ni espe-
cifican las partes de la planta para lo que es extensivo el sistema que lo hace libremente
accesible, ni los conocimientos desarrollados por los pueblos originales sobre la tecnologia
tradicional. Todo ese caudal sélo fue obtenido de Totontepec durante 9 afios. Aun asi, los
cuantiosos recursos legales con que cuentan las corporaciones transnacionales tendran
herramientas para defender cualquier intento desde México por corregir la injusticia come-
tida en contra de los Pueblos Originarios. Esto es colonialismo puro, que persigue saquear
el conocimiento de los Pueblos Originarios, autores de la fijacion y amplificacion del carac-
ter Fijacion Bioldgica del Maiz Oloton (FBNMO) a partir del teocintle, como se detecté en
Totontepec, Oaxaca.

Los representantes del Gobierno de México aparentemente descartaron como factor de
juicio a la situacion de facto de que, la parte norteamericana habia dispuesto tal vez ilegal-
mente, de los recursos genéticos durante 9 afos previos al acuerdo. Los actores por parte
del Gobierno de México no lo ponderaron adecuadamente al elaborar su juicio que prece-
dié a la expedicion del Certificado de Cumplimiento con validez internacional.

Los actores de la parte del Gobierno de México también erraron al aceptar que solamente
el municipio de Totontepec seria el receptor de cualquier beneficio derivado de la trans-
ferencia de los recursos genéticos de maiz que fija nitrégeno. Totontepec es sélo el sitio
donde se hizo el descubrimiento de la FBNMO amplificada en maiz, pero otros municipios
de la Regién Mixe de Oaxaca y de otros estados de México, también participaron histori-
camente en la fijacién y posterior amplificacién del cardcter FBNMO vy son, por lo tanto,
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coautores y copropietarios del caracter. De hecho, apuntan los autores del documento que
arriba se cita que, el grupo estatal “Espacio Estatal en Defensa del Maiz Nativo de Oaxaca”
sostiene, no sin razéon, que NO SE PUEDE PATENTAR LA PROPIEDAD COMUNALYy que la
semilla nativa y el cardcter FBNMO habrian de ser compartidos con los pueblos del mundo
de manera gratuita.

Habian transcurrido seis afos desde que el Gobierno de México concedié en 2015 el Cer-
tificado con validez internacional de cumplimiento segln el Protocolo de Nagoya, hasta
que en 2021 el grupo de autores del actual proyecto del que se reporta, diseié y obtuvo
su aprobacion ante CONAHCYT. Lo anterior, debido al caracter confidencial del contrato
celebrado entre el Gobierno de México y BioN2, filial del corporativo Mars (Inc.), el Gobier-
no de México cumpliendo el compromiso de confidencialidad mantuvo en reserva el Cer-
tificado de Cumplimiento celebrado. Sélo hasta el afo 2024 en que se publicé el articulo
de Kloppenburg et al. y gracias a una fuente anénima, esos autores examinaron y dieron a
conocer detalles de los dos contratos celebrados entre el Gobierno de México vy la filial de
Mars (Inc.) que condujeron al otorgamiento del esperado Certificado de Cumplimiento. El
conocimiento tardio de la aprobacion del Gobierno de México a la transferencia de los re-
cursos genéticos del maiz nativo de la raza Olotdn y algunos desacuerdos dentro del grupo
institucional del proyecto fueron motivo de cambios en el proyecto original, sin comprome-
ter en lo posible los objetivos originalmente establecidos.

David Barkin, coautor del presente libro reacciond a la publicacién del articulo de Van Dey-
nze et al. (2018) en la revista Plos Biology (ver Apéndice I), en el que se omitia la mencién
al trabajo pionero de Ronald Ferrera Cerrato, también coautor de este libro y de su equipo
de colaboradores del Colegio de Postgraduados. El grupo de Ferrera Cerrato presenté su
hallazgo en dos tesis de estudiantes de postgrado y en un reporte interno institucional que
se mencionan arriba en este libro. Este grupo ha de ser reconocido como el que demostré
la actividad de fijacién de nitrégeno en las raices adventicias del maiz, hasta entonces des-
conocida, asi como otras funciones de la simbiosis, tales como antibiosis contra Fusarium,
la produccién de estimuladores de crecimiento de la planta y la disolucién de fésforo inor-
ganico.

Como se discute en los antecedentes de este documento, el desarrollo de la investigacién
gue condujo a la publicacién arriba citada, involucré la extraccidon del material genético de
maiz del municipio de Totontepec Villa de Morelos apoyado en una legalidad endeble al ser
basada en un acuerdo al nivel de municipio en 2005. La Constitucion Mexicana especifica
en su Articulo 27 que los recursos naturales comprendidos dentro del territorio nacional
pertenecen a la Naciéon Mexicana. Aunque el gobierno mexicano otorgé el Certificado de
Cumplimiento en el afnio 2015 como se anota previamente, su vigencia tendria que ser
retroactiva para que fuera legal la extraccion de recursos genéticos de maiz nativo que
comenzd 9 anos atras.

De este antecedente derivé la solicitud de apoyo al CONAHCYT por parte de los autores
de este documento para aportar conocimiento en defensa de la propiedad intelectual del
caracter fijacion bioldgica de nitrégeno en maiz y para el aprovechamiento del caracter en
la seguridad y soberania alimentaria de México.
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Introduccion

El Consejo Nacional de Humanidades Ciencia y Tecnologia, a través de su Programa de
Soberania Alimentaria aprobd el proyecto titulado “Defensa de la Propiedad intelectual
social del cardcter Fijacion Biologica de Nitrogeno en maiz de la raza nativa Oloton y

su aprovechamiento en la soberania y seguridad alimentarias de México”. Este proyecto =~

fue presentado por cinco instituciones nacionales: el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias, el Colegio de Postgraduados, el Centro de Ciencias Ge-
ndémicas de la UNAM, la Universidad Auténoma Metropolitana Xochimilco y el Instituto
Tecnolégico del Valle de Oaxaca. Después de lograrse la aprobacion del proyecto, se unio
a este grupo por invitacion, la Universidad Auténoma Comunal de Oaxaca. El CONAHCYT
asigno $4'865,283.00 (MN) al proyecto, con duracion del 30 de agosto de 2021 al 30 de
noviembre de 2024.

Allen Van Deynze et al. (2018) publicaron en la revista Plos Biology un articulo en el que
analizan lo aprendido del proceso de investigacién en germoplasma de maiz nativo de la
raza Olotén obtenido en la Sierra Mixe de Oaxaca. En este articulo evaluaron que ese
maiz nativo es capaz de fijar nitrégeno atmosférico para satisfacer entre el 29% vy el 82%
del requerimiento total de su ciclo de cultivo. Muy probablemente, la publicacién de este
articulo fue la sefal que desencadendé la carrera internacional para patentar el caracter y
derivar las pinglies ganancias que ofrece ese descubrimiento. Los autores de ese articulo
omitieron mencionar que el trabajo pionero del grupo liderado por Ronald Ferrera Cerra-
to del Colegio de Postgraduados fue la base sobre la que derivé la exploracion del grupo
financiado por Mars (Inc.) y de ahi, la investigacion que condujo la publicacion del articulo.
Esta omision dio origen al intercambio de cartas de protesta entre un grupo de investigado-
res de México y la revista Plos Biology que publicé el mencionado articulo. Cabe destacar
gue la mencionada revista decliné la solicitud de retirar el articulo de la circulacién, y cuyos
antecedentes se presentan en el Apéndice | de este libro.

El grupo del Colegio de Postgraduados tiene el mérito del descubrimiento del caracter
FBNMO en su version amplificada que ocurre principalmente en las raices adventicias,
en la raza nativa de maiz Olotén en el municipio de Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca
(Vega-Segovia y Ferrera-Cerrato, 1993). También tiene el mérito de haber reportado que
hay funciones adicionales a la simbiosis entre la planta de maiz y la microbiota diazotrofi-
ca —con capacidad de fijar nitrégeno atmosférico— que rinde nitrégeno a la planta. Esas
funciones adicionales que acttan en el mucilago que recubre las raices adventicias son: 1)
actividad de antibiosis contra hongos patégenos como Fusarium y probablemente contra
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otra microbiota oportunista, 2) sintesis de promotores del crecimiento del maiz, y 3) capa-
cidad en la disolucién del fésforo mineral.

Tipicamente, el desarrollo de las raices adventicias bajo condiciones de alta humedad at-
mosférica inicia desde el primer nudo superficial de la planta en la etapa V10 y procede gra-
dualmente hacia los nudos superiores. Se sigue el orden de desarrollo de raices adventicias
en la circunferencia del nudo, el crecimiento longitudinal con exudacién de mucilago por
un periodo corto de una a tres semanas antes de cesar esa exudacion (Figura 2A). Mientras
esto ocurre, el siguiente nudo superior habra iniciado el mismo proceso de desarrollo y de
exudacién de mucilago y asi, hasta alcanzar gradualmente el Ultimo nudo que puede ser del
8° al 10° en condiciones benignas. Puede ocurrir, como se observa en la Figura 2B, que las
raices adventicias del primero o segundo nudo aéreo desarrollen raices adventicias secun-
darias y que también exuden mucilago. El proceso de desarrollo de las raices adventicias
puede detenerse bajo condiciones de baja humedad atmosférica.
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Figura 2. Raices adventicias del maiz nativo Raza Olotén con exudacién de mucilago (A), reactor en que se
realiza la fijacion bioldgica de nitrdgeno, y raices adventicias secundarias (B). Raices colectadas de
Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.

El trabajo reportado por Van Deynze et al. (2018) demostrd que, el nitrogeno fijado en el
mucilago de las raices adventicias es efectivamente aprovechado por la planta de maiz,
y cuantificé la fraccidon aportada al requerimiento total de la planta, como atras se cita.
También mostré la composicion de las fuentes de energia que la planta aporta a la micro-
biota diazotréfica en el mucilago, asi como la baja concentracion de oxigeno del mucilago
(microaereobiosis) que, es requisito abidtico para que se lleve a cabo el proceso de fijacion
de nitréogeno atmosférico, y que es mediado por la enzima nitrogenasa.

Como se menciona en la seccion de antecedentes, fue hasta la publicacién del articulo de
Kloppenburg et al. (2024) que se conocid que el gobierno mexicano habia otorgado el Cer-
tificado de Cumplimiento de validez Internacional a BioN2 subsidiaria de Mars (Inc.) desde
el aino 2015, con lo que validaba la transferencia de los recursos genéticos del maiz nativo
de laraza Olotdn. Asi lo dicta el Protocolo de Nagoya, del que México es signatario desde el
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ano 2012. Este hecho anulaba una razén de ser del proyecto presentado al CONAHCYT, ya
qgue formalmente, no seria un caso de biopirateria. Sin embargo, quedan otras razones que
mencionamos en la seccién de antecedentes de este documento, por las que el proyecto
aprobado por CONAHCYT habria de continuar, si bien, con algunos ajustes conceptuales;
entre éstos, la posibilidad de usar de manera gratuita el cédigo genético original del maiz
Olotén —se entiende como cdodigo genético del caracter FBNMO al conjunto de alelos es-
pecificos (probablemente centenares de ellos) del genotipo del maiz Olotén que permiten
a la planta jugar su parte en la simbiosis con la microbiota diazotréfica—. La planta de maiz
aporta caracteres morfolégicos como raices adventicias con mucilago con condiciones de
microaerobiosis y fuentes de energia para la actividad de la microbiota diazotréfica y pro-
bablemente, otras funciones como antibiosis y sintesis de estimuladores del crecimiento
gue son componentes basicos de la FBNMO. Este cédigo genético no podria ser patentado
sin modificacién significativa, por existir como tal en la naturaleza. Si alguien pretendiera
patentarlo tendria que realizar cambios profundos a ese cédigo de tal forma que mejoraran
su funcionamiento y lo hicieran comercializable a escala mundial. Uno de esos cambios
podria ser el de superar la dependencia del caracter a las condiciones climaticas que preva-
lecen en la regién Mixe alta. Por estas razones, el cddigo genético original debe ser descrito
en México y detallado como proteccidn de su uso para la soberania alimentaria. Este obje-
tivo, sin embargo, no forma parte del actual proyecto en descripcion.

Por lo tanto, se entiende que el cédigo genético original del maiz Olotén para el caracter
FBNMO puede ser usado libremente sin que hubiera que pagar regalias a quienes lograran
patentar versiones significativamente mejoradas de ese cédigo. Esta posibilidad de usar el
cédigo genético original del caracter FBNMO libremente es consistente con la posicion del
“Grupo Estatal en Defensa del Maiz Nativo de Oaxaca” en el sentido de que, por ser propie-
dad comunal, no podria ser patentado. Por lo tanto, la transferencia del caracter original a
productores de maiz de otras regiones del pais que contaran con edafoclimatologia similar
a la de Totontepec, seria gratuita si los productores mismos lo transfirieran mediante cru-
zamiento con sus maices nativos, o bien, si la investigacion publica desarrollara variedades
mejoradas de polinizacién libre con ese caracter original. La misma gratuidad funcionaria
para los productores de otros paises cuyas regiones edaficas y climaticas fueran similares
a las de la Sierra Mixe.

Como parte del objetivo original de defensa de la propiedad intelectual social del maiz
nativo que detenta el caracter FBNMO, se realizd la descripcién varietal de dos variedades
nativas de la raza Olotdn en Totontepec durante dos anos. La finalidad original fue la de
registrarla en el Catdlogo Nacional de Variedades Vegetales de la SADER, como evidencia
de su pertenencia social a la region Mixe. Sin embargo, una vez conocido que el gobierno
mexicano habia otorgado en 2015 el Certificado de Cumplimiento con Validez Internacio-
nal, el grupo de investigadores del proyecto decidié publicar esa descripcion varietal en una
revista cientifica, dando el reconocimiento al caracter social de la propiedad intelectual del
maiz nativo que ostenta el caradcter FBNMO.

Se evalué en campo la interaccion entre el caracter FBNMO vy las fertilizaciones con Nitré-
geno, Fésforo, Potasio, el encalado agricola y el uso de estiércol vacuno en dos localidades
y dos anos. Se usé un diseno factorial 2* con los factores estiércol vacuno, cal agricola, N
como urea y Fésforo como superfosfato triple. Se encontré que el efecto principal de N en
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el diseno 2* empleado fue positivo e igual a 0.93 t/ha en el rendimiento global de grano,
como promedio de dos localidades en el afio 2022. Este incremento se interpreta como una
deficiencia de nitrégeno temprana en la planta por un bajo contenido de ese nutrimento en
el suelo mientras se activa el mecanismo de fijacién de nitrégeno, o bien, que complementa
una insuficiente aportacion de nitrégeno atmosférico fijado dado el requerimiento total de
la planta. También se evalud la interaccion entre el caracter FBNMO vy la edafoclimatologia,
conduciendo pruebas exploratorias en las que se observé el comportamiento de ese carac-
ter en lugares distantes de la Sierra Mixe con climas menos lluviosos y suelos morfoldgica
y quimicamente diferentes. En ellos se sembré el maiz nativo de la raza Olotén obtenido de
productores cooperantes de Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.

Los investigadores microbiélogos colaboradores del proyecto del Colegio de Postgradua-
dos y del Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM recolectaron muestras de las raices
adventicias y de sus mucilagos, asi como de la rizésfera en cuatro localidades experimen-
tales durante dos afos, asi como muestras de cultivo de maiz de productores vecinos que
dieron su consentimiento. En los muestreos se dio atencién especial a los tratamientos
experimentales con las dosis de 0, 60 y 120 kg de N/ha.

A su vez, se procesaron muestras de variedades de grano blanco y amarillo. Se amplifico
y secuencio la regidon V3-V4 del 16S ribosomal (16S rRNA-based metagenomics) de cinco
plantas por variedad para conocer los grupos bacterianos que conforman la microbiota. El
ADN se mezclé por variedad y se secuencié directamente (Shotgun metagenomics) para
identificar los genes asociados a la fijacion de nitrégeno y ensamblar genomas de las bac-
terias mas abundantes. Adicionalmente, se analizé el suelo de las parcelas donde crecen
estos maices.

Los analisis de 16S ribosomal mostraron que las comunidades bacterianas son mas pare-
cidas entre mucilagos de la misma variedad; sin embargo, existen familias bacterianas que
son dominantes en todas las muestras. Estas familias fueron Pseudomonadacea, Oxalo-
bacteriacea, Rhizobiaceae, Sphingomonadacea, Comamonadaceae, Azospirillaceae, Paeni-
bacillaceae y Caulobacteriaceae. Se observé una mayor diversidad de grupos bacterianos
en el suelo en comparacion con el mucilago, sugiriendo que solo ciertas bacterias pueden
consumir las fuentes de carbono provistas por las raices adventicias y colonizar el mucilago.
Las familias Comamonadaceae y Sphingomonadacea también aparecieron en el suelo, por
lo que esté ultimo podria ser su origen.

Pseudomonas y Azospirillum fueron los géneros mas abundantes en las parcelas del maiz
blanco y amarillo cultivadas por el grupo de Agronomia de este proyecto, en tanto que
Herbaspirillum y Rahnella fueron predominantes en el maiz blanco cultivado por otros agri-
cultores locales.

Se prepard un bioinoculante con seis especies de bacterias sobresalientes de entre mas de
200 cepas aisladas del mucilago de dos variedades que poseen del caracter FBNMO en
Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca. Se encontré que una variedad nativa del productor
colaborador de la raza Olotillo —diferente de la raza Olotéon— en una localidad que dista
unos 300 km de Totontepec intensificé el cardcter FBNMO cuando fue bioinoculada. Esta

30



variedad no ha mostrado significativamente ese caracter de desarrollo de raices adventi-
cias durante los afnos en que ha sido manejada por el productor colaborador. En cambio,
la variedad Olotén llevada de Totontepec lo exhibié con y sin bioinoculante en la misma
localidad.

Durante los afios 2022, 2023 y 2024 se hicieron siembras exploratorias de maiz nativo de
la raza Olotén en tres localidades de regiones con altitudes entre 2000 a 2600 msnm, eda-
foclimaticamente diferentes y distantes de la Sierra Mixe, con y sin riego. La semilla original
fue obtenida en el ciclo PV 2021 en Totontepec, Oaxaca. Se observé que la condicién de
alta humedad atmosférica durante el periodo V10 hasta VR1 fue necesaria y suficiente para
qgue el maiz Olotdn desarrollara raices adventicias con mucilago, con y sin la presencia de
riego. Los periodos de baja humedad atmosférica suspendieron la actividad de mucilago y
desarrollo de raices adventicias. Cabe sefalar que estas plantas en estas siembras, no fue-
ron bioinoculadas. La implicacién es que el maiz de la raza Olotdn fue capaz de reclutar del
suelo la microbiota requerida para expresar el caracter FBNMO, y sélo fue limitada por la
disponibilidad de alta humedad atmosférica.
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“La microbiota funcional de la simbiosis con la planta de maiz Olotén en la fijacién de nitrége-
no atmosférico involucra un numero indeterminado de especies de bacterias que funcionan en
consorcio y que también involucran por lo menos a: (1) genes activos en antibiosis contra hongos
y microbiota oportunista, (2) la produccién reguladores de crecimiento y (3) la solubilizacién de
fésforo inorgdnico.

El cédigo genético del maiz Olotdn para la simbiosis es heredable y transferible a otras va-
riedades nativas y modernas de maiz. El caracter Fijacion Bioldgica de Nitrégeno del Maiz
Olotén (FBNMO) interacciona con el uso de fertilizantes y mejoradores del suelo”.

Los supuestos del proyecto son:

1) El cardcter FBNMO resulta de la simbiosis entre el maiz Olotén y bacterias diazotréficas
que requieren condiciones microaerdbicas y el aporte de energia de la planta, asi como de
un mucilago exudado en sus raices adventicias y condiciones atmosféricas de alta hume-
dad en las etapas V10 a VR1.

2) La parte de la simbiosis que juega el maiz es en si un cardcter de tipo cuantitativo que de-
pende de muchos genes con alelos especificos que regulan rasgos morfolégicos, asi como
fisioldgicos que la planta aporta a la simbiosis. Los genotipos de maiz que no responden a
la accién de la microbiota diazotréfica carecen de la combinacién adecuada de aquellos
alelos.

3) La microbiota bacteriana asociada a ese cardcter es reclutada del suelo y complementada
con la microbiota acomparante interna de la semilla.

Lograr el reconocimiento nacional e internacional de la propiedad intelectual social Mixe
del caracter fijacion bioldgica de nitrégeno de la raza nativa de maiz Olotén de México y
profundizar en el conocimiento sobre el caracter de fijacion bioldgica de nitrégeno en maiz
de la raza Olotén de la sierra Mixe, en las direcciones de la caracterizacién de la simbiosis
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entre el fenotipo de maiz Olotén y la microbiota nativa responsable de la fijacién de nitré-
geno atmosférico y la interaccion del caracter con fertilizantes sintéticos, estiércol de res,
encalado y la edafoclimatologia.

1) Hacer la descripcién varietal de la variedad nativa poseedora del caracter FBNMO y
registrarla en el Catdlogo Nacional de Variedades Vegetales, para lograr el titulo de
obtentor social a favor de los productores de maiz de la Sierra Mixe.

2) Profundizar el estudio de la microbiota diazotréfica que acompafa al maiz nativo
Olotén en simbiosis en las raices adventicias y en el mucilago que lo recubre, asi
como en la rizésfera.

3) Estudiar la interaccion entre el caracter FBNMO v la fertilizacion con NPK, estiércol
vacuno y encalado.

4) Estudiar la herencia del caracter FBNMO vy transferirlo a variedades nativas y mo-
dernas dentro de los limites edafoclimaticos del pais similares a la Sierra Mixe.

5) Estudiar en campo, el efecto de la inoculacion del maiz con bioinoculantes obtenidos
del mucilago de las raices adventicias en los afios 2022 y 2023.

6) Estudiar de manera introductoria la interaccion entre el cardcter FBNMO vy la edafo-
climatologia.

7) Conocer el nivel y el tipo de “saberes” de los productores Mixes con respecto al ca-
racter FBNMO y su relacién con los factores edafoclimaticos y antropolégicos.

8) Llevar a cabo un dia de demostracion de campo a productores y a técnicos.

1. Descripcion varietal.

Para la descripcion varietal se instalaron dos parcelas con productores cooperantes en los
ciclos agricolas PV 2022 y PV 2023. Lo anterior se debié a la reglamentacién para el regis-
tro de las variedades en el Servicio de Nacional de Inspeccidn y Certificacion de Semillas
(SNICS) se requieren dos ciclos agricolas. Se sembraron dos variedades de maiz Olotdn,
una blanca y la segunda amarilla. La siembra de maiz amarillo se realizé el 15 de abril de
2023. Cada parcela consté de 20 surcos de 10 m de longitud. Se les aplicé el tratamiento
34-34-34 de N, P,O, y K,O —como fertilizante triple 17— en la siembra. En cada mata se
depositaron 4 semillas y posteriormente se realizo el aclareo, dejando Unicamente 3 plan-
tas. El deshierbe se realizdé de manera manual, ademas del aclareo. En las etapas vegetativas
V4-V6 (mes de mayo) se realizé la fertilizacion nitrogenada con 60 unidades de N en forma
de urea. El arrimado de tierra se realizé inmediatamente posterior a la aplicacién de ferti-
lizantes.

Entre los 110 a 130 dias se tomaron datos de 80 plantas (40 plantas de maiz blanco y 40
plantas de maiz amarillo) al azar, para la descripcién varietal en plantas de maiz. Las varia-
bles se evaluaron de acuerdo con los formatos oficiales del Servicio Nacional de Inspeccion
y Certificacién de Semillas (SNICS-CP, 2010) y el formato de Descripcién varietal para el
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cultivo de maiz segun la guia técnica de la Unién Internacional para las Obtenciones Vege-
tales (UPQV). Se registraron caracteres cualitativos (QL), cuantitativos (QN) y pseudocua-
litativos (PQ), para obtener expresiones agro-morfoldgicas propias de la variedad vegetal
gue permiten su identificacion. En este documento Unicamente se presentaran las varia-
bles mas sobresalientes de la raza Olotdn de las sesenta y nueve variables recomendadas
por el SNICS.

A la descripcién reglamentaria se anadioé la descripcién correspondiente a las raices ad-
venticias con actividad temporal en la produccién de mucilago, en nudos consecutivos de
abajo hacia arriba, su periodo de actividad, asi como las caracteristicas edafoclimaticas en
las que ocurre la fijacién de nitrogeno atmosférico en las raices adventicias. Para modelar
la probabilidad de presencia de mucilago en las raices adventicias se realizd una prueba
de distribucion binomial normal y posteriormente mediante regresion lineal se empleé el
modelo exponencial negativo propuesto por Schumacher (1939).

= -B1(1/x)
y = B,e®

y= variable dependiente

x= variable independiente

e= exponencial negativa

B, B, = Parametros de la regresion

2. Estudio de la microbiota diazotrdfica aislada del mucilago de
raices adventicias aéreas y de grupos microbianos funcionales
asociados a la rizésfera de maiz Oloton.

:Como estudiar a los microbios benéficos asociados al maiz Oloton?

Resulta particularmente atractivo identificar las bacterias del mucilago porque es alli donde
principalmente se lleva a cabo la fijacién bioldgica del nitrégeno. En maices que no produ-
cen mucilago se ha reportado que también puede haber fijacién de nitrégeno en las raices
del suelo. Por esto se aislaron y cultivaron tanto microorganismos del mucilago de raices
aéreas como de la rizésfera; ademas, no se restringié el andlisis a bacterias y se incluyé
también a los hongos. En general, se ha considerado que las bacterias asociadas a plantas
son cultivables en el laboratorio, pero hay casos notables de pérdida de la capacidad para
crecer en medios de cultivo sintéticos, esto se ha visto en las bacterias del género Rhizo-
bium que forman nédulos en leguminosas templadas. En los nédulos de trébol o de la alfal-
fa, por ejemplo, las bacterias sufren un proceso de diferenciacion terminal y se convierten
en bacteroides. En ese estado se vuelven incapaces de crecer en medios de cultivo debido
al dano que sufren en sus membranas por los péptidos antimicrobianos producidos por las
plantas lo que afecta en su posterior crecimiento (Van de Velde et al., 2010). En plantas de
arroz y pastos Kallar, la bacteria fijadora de nitrégeno de vida libre, Azoarcus, también sufre
cambios que la dejan sin capacidad de poder ser cultivada posteriormente en medios de
cultivo sintético (Hurek et al., 2002), y de lo que aliin no se ha descrito cual pudiera ser la
causa. En cavidades de los helechos acuaticos del género Azolla, donde se lleva a cabo la
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fijaciéon de nitrégeno, las cianobacterias Anabaena azollae también se vuelven no cultivables
(Parente et al., 2017). Con base en lo anterior, y para obtener un mejor recuento de las bac-
terias asociadas al maiz Olotdn, se utilizaron los dos enfoques posibles para el inventario
microbiano, uno dependiente y otro independiente de cultivo (Figura 3).

Mucilago de raices
del maiz Olotén

Enfoque independiente de cultivo Enfoque dependiente de cultivo

Secuenciacién

Extraccion de ADN

Analisis bioinformatico Evaluacién funlonal

Figura 3. Enfoques metodoldgicos empleados para la caracterizacion bacteriana presente en el mucilago de
las raices aéreas de plantas de maiz Olotdn cultivadas en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.

Un recurso utilizado para obtener en cultivo una adecuada representacién de las bacterias,
refiere al uso de diversos medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono o nitrégeno
y con diferentes niveles de oxigeno o de pH. Esta estrategia se siguié en este proyecto. El
contar con cultivos bacterianos permite probar los efectos de estos en las plantas y hasta
en animales. Ademas, los cultivos permiten realizar andlisis funcionales de las bacterias y
entender los posibles mecanismos que participan en la promocién del crecimiento vegetal
como son la produccion de hormonas vegetales, la sintesis de vitaminas, la fijacion de nitré-
geno, la solubilizacién de fosfatos y hasta la inhibicion de patdgenos.

Por otro lado, los enfoques independientes de cultivo han revolucionado a la microbiologia,
revelando una diversidad microbiana insospechada y a los protagonistas reales involucra-
dos en distintos procesos bioldgicos. Estas estrategias parten de la obtencién de acidos
nucleicos o proteinas totales directamente de la muestra, es decir, se recupera informacion
de todos los microorganismos presentes y en ocasiones hasta del propio hospedero (Pé-
rez-Cobas et al., 2020). Para el maiz Olotén se empled una técnica independiente de cultivo
a base de ADN denominada metagendémica, que permitié conocer las especies bacterianas
y también ensamblar los genomas de algunas de ellas y asi conocer quienes tienen el po-
tencial de fijar el nitrégeno del aire.
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Colecta de muestras

Se tomaron muestras de plantas de maiz Olotdn (variedad blanca y amarilla) en el mes de
septiembre del 2022 y del 2023 en Totontepec en la Sierra Mixe de Oaxaca, México. Las
parcelas analizadas correspondieron a aquellas que tenian solo la aplicacién de fertilizacion
nitrogenada: 0, 60 y 120 kg N ha™. Las raices adventicias con mucilago (tercer nudo) se
cortaron y colocaron en tubos estériles, y se preservaron en un recipiente con hielo hasta
su procesamiento en laboratorio. Por su parte, el suelo de la rizésfera se recolecté directa-
mente de las mismas plantas donde se recolectaron las muestras de mucilago, y se mantuvo
en refrigeracion hasta su procesamiento.

Con las muestras recolectadas del maiz Olotén, se prosiguié a los analisis microbianos co-
rrespondientes, que fueron conducidos en los laboratorios de los grupos de investigacion
del Centro de Ciencias Gendmicas de la Universidad Nacional Autonoma de México (CCG-
UNAM), y del Colegio de Postgraduados (COLPQS).

Enfoque dependiente del cultivo: Aislamiento de las bacterias y deteccion de
mecanismos de promocion de crecimiento vegetal

Para aislar a las bacterias fijadoras de nitrégeno del mucilago del maiz Olotén se utilizaron
medios de cultivo semisdlidos y sin nitrogeno en frascos (Baldani et al., 2014). Se les agregd
ademas los azlcares mas abundantes que componen al mucilago como galactosa, fucosa,
manosa, arabinosa, xilosa y el acido glucordnico.

Esta estrategia ha sido cominmente utilizada para el cultivo de fijadores de nitrégeno, pero
es necesario resaltar que no es un medio estrictamente selectivo ya que bacterias que no
son fijadoras de nitrégeno pueden crecer también, por lo que es necesario corroborar la
fijacién de nitrégeno mediante el ensayo de reduccion de acetileno en cromatégrafo de
gases. El acetileno es un gas que puede ser transformado a etileno por la nitrogenasa y esto
nos indica que estd activa.

El crecimiento de falsos positivos en los frascos puede deberse a las trazas de nitrégeno
gue se encuentran en el medio o al nitrégeno fijado y excretado por otras bacterias. Este
ultimo caso seria de interés pues permitiria identificar bacterias que no sélo fijen nitrégeno,
sino que lo excreten también, lo cual es muy raro. Para obtener este tipo de fijadores se
ha tenido que recurrir en otros laboratorios, a la modificacién genética de bacterias que
puedan excretar nitrégeno fijado y asi beneficiar a las plantas. Las bacterias fijadoras de
nitrégeno aisladas y otras que no lo fueron se identificaron a través del andlisis del gen
ARNTr 16S. Se detectaron mecanismos de promocién de crecimiento vegetal in vitro como
la solubilizacidn de fosfatos y produccion de auxinas (indoles).

Ensayos de antagonismo

En placas con medio de PY, se realizaron ensayos de antagonismo entre aislados de los
mucilagos y los hongos Fusarium oxysporum, F. incarnatum y F. subglutinans que causan
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la pérdida de campos enteros de maiz. En el centro de las cajas se colocaron esporas del
hongo y a su alrededor colonias de la bacteria, pasada una semana de incubacién a 30°C se
revisé el crecimiento de ambos. Si las cepas lograban inhibir el hongo, este presentaba un
crecimiento menor en comparacién con un control sin bacteria.

Enfoque independiente del cultivo

Para el enfoque independiente de cultivo se obtuvo el ADN directamente de los mucilagos
mediante el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) y las enzimas lisozima y proteinasa K (Sig-
ma Aldrich). Se realizé dos tipos de anélisis basados en secuenciacion de nueva generacion
usando la tecnologia de Illumina. Uno de ellos, conocido como anélisis de amplicones del
gen ARNr 16S, se vale de la sintesis por PCR de ese marcador molecular para conocer la
identidad de las bacterias y en qué proporcién se encuentran en una muestra. En el segun-
do enfoque se realizé la secuenciacién completa del material genético total del mucilago.
Esta estrategia cae en la categoria de metagenoma y es el tipo de estudios que permite
describir el microbioma (conjunto de todos los genomas de una comunidad o ambiente), y
entender de qué manera los microbios conviven con su hospedero. En especial se ha usado
en los estudios de microbioma de humanos revelando nuevas funciones insospechadas de
las bacterias en la salud y desarrollo (Kim et al., 2024). Para poder analizar la gran cantidad
de datos generados fue necesario usar herramientas informaticas y alto poder de cdmputo
con el fin de clasificar, ensamblar y anotar cada una de las secuencias.

3. Estudio de la interaccion entre el caracter FBNMO vy el uso de
fertilizantes inorganicos, estiércol y cal agricola.

Se condujo un experimento en dos localidades del municipio de Totontepec Villa de Mo-
relos, Oaxaca para evaluar la respuesta de la variedad nativa de maiz de la raza Olotén a la
interaccion entre los fertilizantes N, P y K mas la adicion de estiércol vacuno y encalado.
Estos experimentos fueron cosechados en el mes de enero de 2023, debido al largo ciclo
de crecimiento de la variedad. El experimento consistié en un disefo factorial 2* con las
dosis de 0y 60 kg/ha de N en forma de urea, 0 y 80 kg/ha de P,O,, 0y 3 t/ha de estiércol
vacuno seco Y, 0 y 2 t/ha de cal agricola. El fertilizante fosférico, la cal agricola y el estiér-
col vacuno se aplicaron en la siembra, el fertilizante nitrogenado fue aplicado en forma de
urea durante el estadio V4 del cultivo (Hanway, 1966) —antes de la aparicion de las raices
adventicias y la actividad del mucilago en la fijacién de nitrégeno atmosférico que ocurre o
se incrementa, a partir de la etapa V10—. Se usoé el disefno de Parcelas Divididas en el que
los factores Estiércol y Encalado se asignaron a las Parcelas Grandes vy los fertilizantes N y
P se asignaron a las Parcelas Chicas. El fertilizante potdsico se mantuvo constante al nivel
de 50 kg/ha en el Disefio 2*. También se incluyeron 4 tratamientos adicionales que explo-
raron la fertilizacidon con potasio y las intensificaciones de los factores experimentales. En
el Cuadro 1 se enlistan los tratamientos que se mencionaron previamente.

Se ubicaron dos parcelas de productores cooperantes representando una, los terrenos
planos, y la segunda a los terrenos de ladera. Para la preparacion del suelo, se realizé el
barbecho con apoyo de una yunta y herramientas menores. El diseio experimental fue
de Parcelas Divididas como se muestra en el Cuadro 1. Las Parcelas Grandes estuvieron
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Fijacion bioldgica del nitrogeno en maiz de la raza nativa olotén y su aprovechamiento en Méxicoe

Cuadro 1. Evaluacion de la respuesta del maiz nativo Oloton a la interaccion entre el
uso de estiéreol, cal agricola y fertilizantes Nitrogenado, Fosforico y Potasico en la Sierra
Mixe, Oaxaca en los afios 2022 y 2023.

Parcela Parcela Estiércol$ Calt N# PO, K,O¢
Grande Chica t/ha t/ha kg/ha kg/ha kg/ha
1 1 0 0 0 0 0
1 2 0 0 0 80 0
1 3 0 0 60 0 0
1 4 0 0 60 80 0
2 1 0 2 0 0
2 2 0 2 0 80 0
2 3 0 2 60 0 0
2 4 0 2 60 80 0
3 1 3 0 0 0
3 2 3 0 80 0
3 3 3 0 60 0 0
3 4 3 0 60 80 0
4 1 3 2 0 0
4 2 3 2 0 80 0
4 3 3 2 60 0 0
4 4 3 2 60 80 0
Adicional 1 3 2 60 80 50
Adicional 2 3 2 60 80 100
Adicional 3 3 2 180 240 50
Adicional 4 6 4 180 240 50

SEstiércol seco, TCal dolomitica, *Urea con 46% N, ‘Superfosfato triple con 46% de P,O,, *Cloruro de
potasio con 60% K, O

integradas por los factores encalado y uso de estiércol en un disefio factorial 22; ambos se
aplicaron en banda en el fondo del surco inmediatamente antes de la siembra y cubiertos
superficialmente con suelo.

Las Parcelas Chicas estuvieron asignadas a un disefo factorial 22 con los factores Nitroge-
no y Fosforo. El Fésforo fue aplicado inmediatamente antes de la siembra y el Nitrégeno
en la etapa de desarrollo del maiz V4. Estas parcelas chicas fueron de 6 surcos de 6 m de
longitud. El experimento tuvo 3 repeticiones. Se cultivé una poblacion de la raza Olotén de
color blanco en una localidad, y una de color amarillo en la segunda localidad. Las semillas
de estas variedades nativas fueron aportadas por los productores colaboradores en el mu-
nicipio de Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca, ciclo Primavera-Verano (PV) 2022. Ambas
poblaciones de maiz nativas poseen el caracter FBNMO.
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Se colectaron muestras de suelo de capa arable en recorrido en zig-zag y combinando el
material de suelo en una muestra compuesta que fue procesada para el analisis de sus pro-
piedades fisicas, quimicas, y de fertilidad. El analisis fue realizado por encargo, en el labo-
ratorio Fertilidad de Suelos S.A. de C.V. ubicado en Poniente 6 nim. 200, Ciudad Industrial
Celaya, Gto. CP 38010, www.fertilab.com.mx.

En el afio 2023 fue necesario ajustar los tratamientos por dos motivos: 1) la decision de
incluir arboles frutales entre repeticiones, de acuerdo con el sistema Milpa Intercalada en
Arboles Frutales (MIAF), con el fin de controlar la erosién en ladera y la posibilidad de in-
crementar el ingreso neto familiar, y 2) no fue factible conseguir estiércol de vacuno en la
region, ademas de sustituir las dosis O y 60 kg de N/ha por 40 y 80 kg/ha en funcién de
lo observado en el afo anterior. En una de las localidades se sustituyé el estiércol vacuno
por vermicomposta con las mismas dosis, quedando el disefio de tratamientos como el afio
anterior (Cuadro 1), excepto por el cambio ya mencionado en los niveles de nitrogeno. En
la segunda localidad se sustituyé el factor estiércol vacuno o vermicomposta por el factor
dosis de K, O, debido a la indisponibilidad de ambos materiales organicos.

4. Estudiar la herencia del caracter FBNMO vy su transferencia a
otras variedades nativas y variedades mejoradas genéticamente.

En el ciclo PV 2022 se condujeron experimentos de campo en parcelas de productores
para estudiar la herencia del cardcter FBNMO e iniciar cruzamientos con otras razas y va-
riedades modernas para iniciar el proceso de transferencia de ese caracter, siempre acom-
pafandolos con la caracterizaciéon de la microbiota asociada. En poblaciones de maiz de la
raza Olotdn con la finalidad de estimar los pardmetros genéticos, tipos de accion génica,
heredabilidad del caracter de fijacion bioldgica de nitrégeno y produccion de mucilago en
raices adventicias, se utilizé el disefio genético dialélico 2 de Griffing (Martinez, 1998), que
incluye a los progenitores y sus cruzas directas. Se exploré la variabilidad genética de la
raza Olotén que produce el mucilago, asi como otras poblaciones que no lo producen, mas
variedades mejoradas modernas con adaptacion a la localidad de Totontepec, también se
incluyeron poblaciones de otras razas de maiz sin el caracter de FBNMO, y poblaciones
Olotén de otros estados (Chiapas y Guerrero) sin el caracter de FBNMO, con la finalidad
de determinar si el caracter es trasmisible. Con la informacién de la evaluacién del dialélico
se podré identificar qué progenitor produce mayor cantidad de raices adventicias y mu-
cilago, si este caracter se incrementd en alguno de los cruzamientos y si se puede fijar en
otro tipo de germoplasma. También la evaluacién del dialélico debe hacerse en al menos
tres localidades, para conocer si la expresion del caracter es restringida por la interacciéon
genotipo-ambiente o bien, si se expresa en ambientes distintos y si se pueden incorporar
otros germoplasmas nativos o bien, mejorados.

Actividades
E1. Planeacién del dialélico

e Monitoreo y colecta de poblaciones de maiz nativo de la raza Olotén que presentan
el caracter de FBNMO
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e Colecta de poblaciones de maiz nativo de la raza Olotén que NO presentan el carac-
ter de FBNMO (Oaxaca, Chiapas y Guerrero)

e Seleccion de variedades mejoradas modernas de Valles Altos para incluir en cruzas
dialélicas

e Ubicacion de terrenos, productores, y personal de apoyo para la conduccién de lotes
de polinizaciones controladas en 2022

e Capacitacién a técnicos y personal interesado en realizar las actividades relacionadas
con el disefio genético a implementar

E2. Obtencién de cruzas dialélicas

Establecimiento de parcelas para polinizaciones controladas

Polinizaciones controladas para formar las cruzas dialélicas

Manejo agronémico del cultivo

Cosecha, beneficio y almacenamiento de la semilla obtenida del experimento dialélico
Preparacién de experimentos para 2023

E3. Evaluacion de las cruzas dialélicas

Establecimiento del experimento dialélico en tres localidades

Manejo agronémico de los experimentos

Recopilacién de datos morfolégicos y fenoldgicos en los experimentos
Acompanfamiento al equipo de microbiologia para realizar muestreos y detectar acti-
vidad de FBNMO en los experimentos

E4. Andlisis de informacion

Analisis de la informacién del dialélico
Estimacién de pardmetros genéticos
Difusién de informacion

Informe parcial

5. Uso de bioinoculantes experimentales procedentes del mucilago
de plantas de maiz cultivadas durante los ciclos PV 2022 y PV
2023 en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.

Desde hace mas de 100 aifos se venden inoculantes que contienen bacterias fijadoras de
nitrégeno, en especial aquellas que forman ndédulos en la leguminosa soya. La soya es nati-
va de China y con su introduccién a EEUU hacia finales del siglo XIX surgié la necesidad de
inocular rizobios debido a que en EEUU no existian las bacterias con capacidad de formar
nédulos en la soya. En Brasil ocurrié la misma historia, lo que impulsé el desarrollo y la
venta de inoculantes. Lo que mas destaca es que en Brasil hay un buen control de la calidad
de los inoculantes (Santos et al., 2019). Es de resaltar que en los sitios donde las bacterias
fijadoras son nativas junto con la leguminosa, no hay una respuesta clara a la inoculacién
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(Santos et al., 2019) ya que se ha observado que las bacterias inoculadas son desplazadas
por las bacterias nativas del suelo. Sin embargo, la inoculacién con cepas seleccionadas
puede dar respuesta positiva en el crecimiento de las plantas (Pastor-Bueis et al., 2019).

Recientemente se ha reconocido que los inoculantes que contienen mas de una cepa o una
especie bacteriana son mejores promotores del crecimiento de plantas (Alzate Zuluaga et
al., 2024). Por tal motivo se decidié formular un inoculante con multiples especies. ;Como
seleccionar estas especies? Entre las bacterias cultivadas del mucilago del maiz Olotén se
identificaron bacterias que se usan exitosamente como inoculantes y se escogioé Azospiri-
llum, Methylobacterium (actualmente designado Methylorubrum), Pseudomonas, Janthinobac-
terium, Raoultella y Rahnella. A continuacién, se presentan algunas de sus caracteristicas.

Azospirillum se aislé de plantas de maiz en Brasil en 1974 como Spirillum lipoferum (Beije-
rinck) y claramente destaco por su gran capacidad para reducir acetileno en vida libre en
ensayos en medios semisélidos (Dobereiner y Day, 1976). Sin embargo, su contribucion
se atribuye a su alta produccion de hormonas vegetales principalmente auxinas (Zimmer
y Bothe, 1988; Fukami et al., 2018). Azospirillum promueve la proliferacién de raices de
manera considerable (Tien et al., 1979). Por su gran capacidad para producir auxinas se
estudiaron las bases genéticas y se descubrié que existen tres diferentes vias biosintéticas
en Azospirillum (Van de Broek y Vanderleyden, 1995), ademas se han generado variantes de
Azospirillum con una capacidad aumentada para producir auxinas (Spaepen et al., 2008) de
las cuales se requiere inocular una menor cantidad de bacterias en campo. La inoculacion
de Azospirillum ha probado dar incrementos en rendimiento en cereales y se reporté una
evaluacién de los efectos positivos de su inoculacién en diversos trabajos realizados en
un periodo de 20 o 30 afios (Okon y Labandera-Gonzalez 1994; Cassan et al., 2020). Los
incrementos en rendimiento en cereales son en promedio del 10%, un incremento parecido
al 11% que se observo en soya en co-inoculacion con Azospirillum (Hungria et al., 2013).
En el laboratorio en un ensayo de expresion genética de un consorcio bacteriano artificial
se encontraron expresados los genes de nitrogenasa de Azospirillum y ademas, reduccién
de acetileno por Azospirillum en plantulas de un maiz nativo (Gomez-Godinez et al., 2019).
Distintas especies de Azospirillum se han obtenido de plantas de maiz (Gandhimaniyan et
al., 2020; Shilpa et al., 2022).

Las metilobacterias se encuentran muy cominmente en hojas como epifitas y endéfitas
(Corpe y Rheem, 1989). Estas bacterias de coloracion rosa se conocen desde 1976 (Patt
et al., 1976) y recientemente algunas de estas se han reclasificado como Methylorubrum
(Green y Ardley 2018). La caracteristica mas sobresaliente es que se alimentan del metanol
producido como compuesto secundario en la sintesis de la pared celular de plantas. Los
genes que codifican a las enzimas responsables de la degradacion de metanol y de otros
compuestos de un carbono se han estudiado (Lau et al., 2013; Vorholt et al., 2000). También
es notable que las metilobacterias producen diversas citoquininas (a partir de tRNAS) y en
un tiempo se considerd la hipdtesis que las citoquininas de plantas eran de origen bacteria-
no (Holland, 1997). Ademas. las metilobacterias producen auxinas principalmente el acido
indol acético (Alessa, 2021) y vitamina B12 (Dudko et al., 2023). Estas bacterias son promo-
toras del crecimiento en la planta modelo Arabidopsis thaliana, también en Medicago truca-
tula y en muchas otras plantas. Tal vez sus efectos mas claros son en los musgos y se supo-
ne que es una simbiosis ancestral (Kutschera 2007). En cafia de azlcar pueden estimular el
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nuimero de internodos, la elongacion de las hojas y el rendimiento, y los efectos dependen
en parte del sitio de inoculacién. Con una inoculacién en multiples sitios de las plantas se
obtuvieron los mejores resultados en cafia de aztcar (Madhaiyan et al., 2005). No se ha
explorado si existe especificidad por plantas, pero se reconoce que distintas plantas y sus
metabolitos ejercen una seleccidn sobre las metilobacterias (Knief et al., 2010). Ademas, se
ha descrito una variedad amplia de especies de metilobacterias en relaciéon con la especie
de planta. Por otro lado, se propuso que el re-aislamiento continuo de cepas de metilo-
bacterias de cultivos en campo puede redituar en conseguir simbiontes mas competitivos,
es decir, se propone que sean las plantas las que seleccionen a los mejores simbiontes. Se
elabord una propuesta semejante para la seleccion de mejores cepas de nédulos (Martinez
et al., 2016). Cabe sefalar que se venden productos comerciales con metilobacterias como
inoculantes, principalmente para soya.

Pseudomonas puede producir incrementos en el crecimiento de plantas y es capaz de anta-
gonizar patdgenos (Singh et al., 2022). Estas bacterias pueden producir auxinas, sideréforos
y una diversidad grande de metabolitos secundarios que varian con la especie y hasta de
cepa a cepa. También destaca su habilidad para solubilizar el fésforo del suelo a través de la
liberacion de acidos organicos y fosfatasas (Kalayu, 2019). Pseudomonas fluorescens alcan-
z6 gran popularidad por su capacidad de inhibir hongos (Ganeshan y Manoj 2005) y otras
Pseudomonas también tienen esta capacidad (Harrison et al., 1991; Agaras et al., 2018). En
un caso, la nodulacién de plantas leguminosas disminuyd por Pseudomonas sp. al inhibir al
rizobio y pudieran también inhibir a otras bacterias.

El género Janthinobacterium ha generado reciente interés como promotor de crecimiento
vegetal, y debido a su capacidad antifingica (Haack et al., 2016), puede inhibir el crecimien-
to del oomiceto Pythium ultimum y del hongo Rhizoctonia oryza. Cuando Janthinobacterium
es inoculado en suelo protege a las plantas del desarrollo de las enfermedades producidas
por estos fipatdgenos (Yin et al., 2021).

El género Raoultella es ubicuo en el suelo y es comuin encontrarlo asociado a los tejidos de
las plantas. Muchas de sus especies estaban clasificadas inicialmente como Kilebsiella, con
qguien comparte la capacidad de producir exopolisacaridos y de fijar nitrégeno en vida libre
(Drancourt et al., 2001). Se ha sugerido que ambos géneros sean nuevamente unificados
debido a la alta similitud a nivel genémico y metabdlico que se presenta entre ellos (Ma et
al., 2021). Raoultella también puede fijar nitrégeno asociado a plantas, como se ha demos-
trado en cana, en donde es capaz de revertir los sintomas de deficiencia nutrimental en
condiciones libres de nitrégeno (Luo et al., 2016). Algunas cepas de Raoultella solubilizan
fosfatos y producen acido indol acético (Xu et al., 2019).

Algunas especies de Rahnella se han aislado de raiz, tallo y hojas de maiz (Montafez et al.,
2012), y se han encontrado asociadas a pinos (Li et al., 2013), incluso en los insectos des-
cortezadores que se alimentan de pinos (Dendroctonus) se ha reportado a Rahnella como
simbionte dominante de los intestinos (Pineda-Mendoza et al., 2022). Estas especies son
fijadoras de nitrégeno, pero suelen destacar mas por su elevada capacidad para capturar
hierro mediante sideréforos de tipo catecolato e hidroxamato, especificamente enterobac-
tina y rizobactina (Kong et al., 2022). La inoculacién con Rahnella aquatilis en planta ha lle-
vado a un incremento en la absorciéon de hierro (Kong et al., 2020). Ademas, algunas cepas
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producen la enzima ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) desaminasa, enzima
clave en la reduccion del estrés de plantas de maiz creciendo en salinidad (Peng et al., 2019).

Pruebas de efectividad bioldgica de las bacterias del maiz Oloton

Un primer acercamiento en la evaluacién de la actividad promotora del crecimiento vegetal
de estas seis cepas, individual y en combinaciones, se realizé con plantas Arabidopsis thalia-
na en condiciones in vitro y en maiz Olotén creciendo en macetas con sustrato. Arabidopsis
thaliana se ha utilizado para evaluar los efectos de bacterias debido a su rapido ciclo de vida
y a su tamaio muy pequeno que permite mantener muchas plantulas en caja Petri con agar
y un medio definido al que se le adiciona una fuente de nitrégeno y de carbono (Desbrosses
et al., 2009). Bajo estas condiciones no es posible evaluar la capacidad bacteriana para fijar
nitrégeno, pero si se puede reconocer los efectos de hormonas o de otras sustancias pro-
motoras del crecimiento de hojas, tallos o raices. Para ello, las semillas de A. thaliana Col-0
se desinfectaron superficialmente y luego se germinaron en placas con medio Murashige
Skoog (MS) 0.2X p.H 5.7. En placas magenta, las plantulas se colocaron en la parte superior
y unos 5 cm abajo, se inocularon con una suspension (D.O. 600nm, 0.6) de la cepa a evaluar.
En estos ensayos las plantas en interaccién con la bacteria se mantuvieron en una cdmara
de crecimiento con fotoperiodo (16h:8h, luz:oscuridad) y temperatura controlada (24°C).
Pasado 10 dias se comparé el desarrollo de la planta y de sus raices con el tratamiento de
la planta sin inocular.

Para evaluar el efecto promotor del crecimiento vegetal de estas bacterias en el maiz Olo-
tén, se dised un bioinoculante para su aplicacién en campo. En el laboratorio, cada cepa se
cultivé en placas con medio PY por 48-72h a 30°C. Se colecté la biomasa y se prepararon
suspensiones individuales en MgSO, (10mM) a una concentracién promedio de 5.6 x10°
células bacterianas/mL. Las suspensiones se mezclaron en partes iguales y se diluyeron en
agua purificada. Un paso importante para mejorar el efecto del inoculante es asegurar que
las bacterias se impregnen en las semillas. Se usé grenetina hidratada como agente adhe-
rente, que ha mostrado resultados satisfactorios para unir bacterias y hongos a los granos
de maiz (Marquez-Licona et al., 2018). Cada kilogramo de semillas se sumergié en un litro
de bioinoculante y se dejé reposar por una noche a temperatura ambiente. Las semillas se
recuperaron y se dejaron secar hasta su siembra.

Los experimentos en campo se condujeron en dos localidades. La primera fue en San Ber-
nardino Teotitlan de Flores en La Cafada, Oax. y el segundo en Totontepec Villa de More-
los, Oax. Ambas localidades estan distantes unos 300 km entre si en linea recta (favor de
consultar la Figura 1). En la localidad San Bernardino se uso la variedad nativa del productor
cooperante, que es de la raza Olotillo y la variedad nativa de Totontepec, de la raza Olotén.
En la localidad de Totontepec se compard maiz nativo de la raza Olotén variedad blanca
y variedad amarilla, ambas locales aportadas por los productores cooperantes. En ambos
experimentos se empled un disefio factorial 2% en parcelas divididas. Las cuatro parcelas
grandes se destinaron a las variedades nativas con y sin el bioinoculante; las parcelas chicas
se asignaron a dos niveles de fertilizante nitrogenado sintético (urea), 0 y 60 kg N/ha, man-
teniendo constantes las dosis de P,O, (80 kg/ha) y de K,O (50 kg/ ha) (Cuadro 2).
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Se colectaron muestras de suelo de capa arable en recorrido en zig-zag y combinando el
material de suelo en una muestra compuesta que fue procesada para el andlisis de sus
propiedades fisicas, quimicas, y de fertilidad por localidad. Este andlisis fue realizado por
encargo, en el laboratorio Fertilidad de Suelos S.A. de C.V. ubicado en Poniente 6 nam.
200, Ciudad Industrial Celaya, Gto. CP 38010, www.fertilab.com.mx.

Cuadro 2. Lista de tratamientos sobre bioinoculantes, variedad y fertilizacién con NPK
conducido en dos localidades del Estado de Oaxaca en el ciclo PV 2024.

Numero TPG*# TPCh Variedad$ Inoculante N-P,0.-K,0
San Totontepec
Bernardino
1 1 1 OA OA SIN 0-80-50
2 1 2 OA OA SIN 60-80-50
3 1 3 OA OA CON 0-80-50
4 1 4 OA OA CON 60-80-50
5 2 1 L OB SIN 0-80-50
6 2 2 L OB SIN 60-80-50
7 2 3 L OB CON 0-80-50
8 2 4 L OB CON 60-80-50
Tratamientos adicionales
Al OA OA CON 60-0-0
A2 OA OA CON 120-80-50
A3 L OB CON 60-0-0
A4 L OB CON 120-80-50

SOA es variedad Olotén Amarillo traido de Totontepec Villa Morelos, Oax., L es la variedad del agri-

cultor de San Bernardino Teotitlan, Oax., OB es variedad Olotén de color blanco, traido de Totonte-

pec Villa de Morelos. *TPG significa Tratamiento de Parcela Grande; TPCh significa Tratamiento de
Parcela Chica.

6. Efecto de la Interaccion edafoclimatologica sobre el caracter
FBNMO.

Durante los ciclos de cultivo PV 2022, PV 2023 y PV 2024 se cultivé la variedad de maiz
amarillo cosechada en el ciclo PV 2021 en Totontepec, Oaxaca en tres localidades alejadas
de la Sierra Mixe. El objetivo fue observar su comportamiento en condiciones edaficas y
climéaticas diferentes a Totontepec Villa de Morelos Oax. Las localidades fueron 1) Campo
Experimental Valle de México bajo riego, en el municipio de Texcoco con precipitaciéon
media anual de 686 mm, en un suelo del orden Luvisol; 2) Universidad Intercultural del Es-
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tado de México bajo el sistema de punta de riego, con precipitacion promedio de 850 mm
anuales, en un suelo del orden Vertisol; 3) la localidad San Miguel Tianguizolco, municipio
de Huejotzingo, Puebla en un Regosol bajo temporal con humedad residual y precipitacién
anual promedio de 1270 mm. Las tres localidades se ubicaron en altitudes entre 2000 y
2600 msnm. La semilla original fue proporcionada por un productor colaborador de Toton-
tepec y cosechada y resembrada anualmente en cada localidad. El ciclo muy tardio de la
variedad nativa Olotén ubicé su floracién después de la temporada de floracion de los mai-
ces locales, por lo que desarrollé sin interaccién genética entre razas de maiz. La densidad
de poblacién fue de 37,500 plantas/ha con matas de 3 plantas distanciadas 1 m entre si, en
surcos de 90 cm. No se aplicaron fertilizantes sintéticos.

Se colectd muestras de raices adventicias y mucilago para evaluar las especies de bacterias
presentes, en comparacion con las colectadas en Totontepec en los mismos maices de la
raza Oloton.

7. Componente socioecondmico.

Los investigadores de la UACO y la UAM-X plantearon un trabajo de formaciéon en practi-
cas investigativas, asi como de asistencia técnica para incrementar la produccién de esta
raza de maiz. Asimismo, se planteé realizar actividades para fortalecer los programas en
el Centro Universitario Comunal de Tlahuitoltepec y de involucrar los miembros de las
comunidades en la Sierra Mixe en la defensa de este importante patrimonio biocultural. A
la vez, se esperaba su colaboracién social con los especialistas que realizaran trabajos de
laboratorio y exploracion genética, y de experimentacién agrondémica.

En la colaboracién de la UAM-X con la UACO, parte sustantiva de este proyecto es la siste-
matizacién de los conocimientos culturalmente construidos e histéricamente mantenidos,
gue tienen los sabedores en torno a la produccién del maiz en general y del Olotén en par-
ticular. La participacién de la UACO, que cuenta con el reconocimiento comunal, mediante
la presencia de sus investigadores, estudiantes y comuneros, permitira recuperar en idioma
Ayuujk, saberes de los especialistas propios, a la vez que se realiza el proceso de produc-
cién del maiz Olotén en parcelas de productores cooperantes en Santa Maria Tlahuitol-
tepec, en el que participaran, estudiantes, comuneros e investigadores de la UACO. La
informacién recuperada de los sabedores posteriormente seria traducida al idioma espanol.
Como lo ha hecho desde los inicios del proyecto, la UAM-X seguird apoyando estos esfuer-
zos, aportando materiales académicos y procesos metodolégicos para fortalecer el trabajo
institucional de la UACO.

En colaboracién con las autoridades municipales y de las Agencias Locales en la region,
se planted convocar asambleas y reuniones para la difusién del proceso, abriendo canales
para la participacion de la poblacion en las actividades, asegurando una amplia difusién de
los resultados y su importancia. Asimismo, se buscardn mecanismos para canalizar algunos
de los beneficios econdmicos resultando de las investigaciones para contribuir al bienestar
en la region.
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Illustration of maize in the 1566 edition of the herbal of Dodonacus
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1. Descripcion varietal.

A continuacion, se presentan las caracteristicas mas sobresalientes de dos variedades de
maiz Olotén de acuerdo con el catdlogo del SNICS. EI 100% de las plantas para ambas
variedades presentan en su primera hoja coloracién de vaina por antocianinas muy fuerte,
y las hojas muy alargadas de 5.5 cm y muy anchas de 1.7 cm. En esta raza de maiz es co-
mun observar fuerte coloracién por antocianinas en las vainas y en las hojas en las etapas
iniciales de las plantas (hasta V3), que es cédigo genético particular de la planta (Figura 4).

Figura 4. Plantas de maiz Oloton variedad blanca y amarilla con presencia de antocianinas en las primeras
etapas fenoldgicas.

Las caracteristicas fenotipicas de hojas que se registraron en la antesis son muy parecidas
en las dos variedades; la forma de la hoja justo arriba de la mazorca superior varia de cur-
va a ligeramente curva para ambos materiales. El 4ngulo entre la hoja y el tallo justo en la
mazorca superior es curvo, mientras que los angulos formados entre la nervadura central y
el eje del tallo de la hoja superior e inferior de la mazorca principal se mantienen en angulo
recto con margen laminar ligeramente ondulados. La coloracion de la ldmina en la hoja de la
mazorca principal es verde oscuro. Lo anterior significa que la expresién de estas variables
en la raza Olotoén, no es afectada de manera diferencial en ambientes contrastantes o ma-
nejo agrondmico particular (Angeles-Gaspar et al., 2010; Cervantes Ortiz et al., 2014) y se
puede inferir que estas caracteristicas estan gobernadas por la misma raza de maiz.
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El maiz amarillo no presenté plantas con arrugas longitudinales en la hoja, y el maiz de color
blanco 70% de las plantas presentan esta caracteristica en las hojas. Para coloracién de la
vaina en la hoja de la mazorca y en las tres primeras hojas de la base del tallo, se observo
en promedio, que el 85% de las plantas son de coloracion morada, es decir con alto por-
centaje de antocianinas en las vainas de las hojas. La coloracién de la auricula en la hoja de
la mazorca principal el 100% de las plantas fue verde palido. A diferencia de la presencia
de pubescencia sobre el margen de la vaina de la hoja de la mazorca principal fue muy
abundante en maiz amarillo e intermedia para maiz blanco. La diferencia significativa entre
las variables y la variacion entre los caracteres, indica la existencia de diversidad y posible
introgresion en las variedades evaluadas (Angeles-Gaspar et al., 2010). Otra caracteristica
muy visible en las plantas de maiz raza Olotén es que llegan hasta la etapa vegetativa V18,
es decir 18 hojas verdaderas o completamente expandidas.

Respecto al tallo de las plantas presentan las siguientes caracteristicas: los maices blancos
el 60.4% de las plantas presentaron zigzagueo ligero y en el resto de las plantas, esta ca-
racteristica fue ausente al igual que todas las plantas de maiz de grano amarillo. No se ob-
servo el desarrollo de macollos (ahijamiento) en las dos variedades. No hubo diferencia en
las variables de entrenudos superiores e inferiores de las plantas, la altura de mazorca que
comprende desde la superficie del suelo hasta el nudo de insercién de la mazorca principal
y altura de la planta. Los entrenudos presentaron niveles muy largos de 16.60 y 21.07 cm,
respectivamente. Lo anterior se debe a la altura promedio que alcanzan las plantas de hasta
3.5 my altura de insercion de la mazorca superior de 2.2 m (Figura 5). El promedio de altura
de plantas de maiz Olotén (amarillo y blanco) supera la maxima categoria considerada por
el SNICS (2010) y la UPOV como plantas muy largas; por lo tanto, para una descripcion mas
precisa, seria conveniente considerar alguna adecuacién del manual de descriptores debido

Figura 5. Altura de planta de maiz amarillo raza Oloton en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca. A la iz-
quierda la M.C. Arely Ramirez Aragdén con un estadal de 5 metros de altura y a la derecha el Dr.
Aarén Martinez con un estadal de 4 metros de altura.
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a que ambas variedades evaluadas son plantas muy altas y de ciclo largo a diferencia de
otros maices nativos que se reportan en México que son menores de 3 m de altura.

Por lo anterior, queda por realizar trabajos de mejoramiento genético de las plantas a tra-
vés de cruzamiento o seleccidn para reducir la altura de insercién de la mazorca y la altura
de plantas que permita amortiguar los problemas de relacionada con el acame, como es el
caso del maiz Olotén que es de ciclo largo y alcanza alturas superiores a 3.5 m. La relacién
de insercion de la mazorca/altura de planta puede disminuir el centro de gravedad de la
planta, que provoca problemas de acame (Li et al., 2007).

La coloracién de antocianinas en raices adventicias es fuerte y muy fuerte para el maiz de
grano blanco y amarillo, respectivamente, aunque existe un nimero considerable de plan-
tas que son tenues. Las raices adventicias estan asociadas con la presencia o ausencia de
mucilago en las plantas. En la figura 6, se muestra que cuando el nimero de plantas obser-
vadas es igual a 15 se interpreta como que la probabilidad de que las plantas manifiestan
presencia de mucigel en las raices adventicias en etapa V10 y V12 (71 a 95 dias posteriores
a la siembra) es menor de 50%.
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Figura 6. Modelo de regresion para estimar presencia de mucigel en raices adventicias de plantas de maiz
Oloton.

Este modelo de regresion representa la presencia de mucilagos en las plantas observadas
y alcanzan su punto maximo de acumulacion durante las etapas V12 a V15 (95 a 119 dias
posteriores a la siembra) en que existe una probabilidad de mas del 50% de las plantas (55
de 80) presenten mucigel en sus raices adventicias. Este exudado cubre parte de la raiz
en el inicio (Figura 7a); mientras transcurren algunos dias emerge con mayor contenido
de mucilago hasta cubrir completamente la raiz adventicia o exceder el largo de 3-4 cm
aproximadamente el mucigel (Figura 7b); sin embargo, posterior en la etapa de antesis (VT)
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es menor la probabilidad de encontrar plantas con mucilago al menos en el cuarto y tercer
nudo, las raices se marchitan y dejan de producir mucilago. Sin embargo, las raices adven-
ticias secundarias (pelos radicales) producen pequefas cantidades de mucilago menor a
1cm desde la base al apice de la raiz (Figura 7c) y pueden llegar a producir hasta 0.5 mL de
mucilago (Pankievicz et al., 2022).

Para el nimero de 54 plantas observadas, la probabilidad es mayor del 50% en que todas
las plantas presenten mucigel en sus raices adventicias desde la etapa V12 a V15 (95 a 119
dias posteriores a la siembra) este exudado cubre parte de la raiz en el inicio (Figura 7a);
mientras transcurren algunos dias emerge con mayor contenido de mucilago hasta cubrir
completamente la raiz adventicia o exceder el largo de 3-4 cm aproximadamente el mucigel
(Figura 7b); sin embargo, posterior a la etapa de antesis (VT) es menor la probabilidad de
encontrar plantas con mucilago al menos en el cuarto y tercer nudo, las raices se marchitany
dejan de producir mucilago. Sin embargo, las raices adventicias secundarias (pelos radicales)
producen pequefas cantidades de mucilago (menor a 1 cm) desde la base al apice de la raiz
(Figura 7c) y pueden llegar a producir hasta 0.5 mL de mucilago (Pankievicz et al., 2022).

Figura 7. Presencia de mucilago en raices adventicias en plantas de maiz Oloton. a) inicia la presencia de
exudado, b) mayor exudado radical, c) etapa de finalizaciéon de mucilago.

Pankievicz y colaboradores (2022), describen que las raices adventicias méas jévenes pro-
ducen més mucilago y tienen la capacidad de secretar de 1.5-2.0 mL de mucigel; ademas,
mencionan que existe una correlacién de la raiz con el grosor de ésta; entre mayor es el
didmetro mayor produccién de mucigel habra. Otros autores, recientemente describieron
la presencia de mucilago no solo en raices adventicias, sino también, aunque en menor
cantidad, en raices subterrdneas (Nazari et al., 2020); mientras que Galloway et al. (2020)
encontraron mucilago en pelos radiculares de las raices adventicias en maiz de la Sierra
Mixe de Oaxaca.
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Existe un periodo de aproximadamente 48 dias en que hay presencia de exudado radical en
plantas de maiz Olotdn, se registraron en promedio hasta cinco nudos con raices adventi-
cias. El periodo de presencia del mucilago coincide con una etapa de humedad en los meses
de julio y octubre, y con mayor precipitacion en el mes de julio y principios de septiembre;
en este periodo se registré en promedio 250-300 mm de lluvia; con temperaturas maximas
de 22.8°C y minimas de 15.4°C en la localidad de Totontepec Villa de Morelos.

En cuanto a la floracion de las plantas existe una amplia variacion entre el maiz amarillo y
blanco, en promedio la floracidon masculina fluctta entre 105 a 135 dias y cuando el 50% de
las plantas se encuentran liberando polen en el tercio medio del eje principal de la espiga,
ocurre de 120 a 125 dias y la floracion femenina ocurre entre 110-140 dias y cuando el 50%
de las plantas muestran estigmas de mas de 1 cm de longitud, 125 a 130 dias después de
la siembra. La CONABIO (2022) reporta para maiz Olotén la floracidon masculina entre 95 a
115 dias. Torres-Morales (2022) reporta para maiz Oloton 140 dias a floracién masculina 'y
146 dias a floracion femenina, lo que sobrepasa a los dias en que se presenté en Totonte-
pec Villa de Morelos, aunque coincide en que pertenece al grupo de maduracién tardia de
zona templada de Oaxaca y Chiapas (Barrera-Guzman et al., 2020). Un factor determinante
para una buena produccion es la adecuada polinizacién, sin embargo, en estas variedades
de maiz se observé que en ocasiones no existe una buena sincronizacion entre floracién
masculina y femenina, es decir, las plantas emiten los jilotes después de que las espigas ya
no presentan anteras y polen, entonces éstas son polinizadas o no, por plantas vecinas,
razon por lo que se le atribuye la gran variabilidad genética. Lo anterior ocasiona en gran
medida la presencia de plantas jorras (estériles) en las parcelas.

No hubo diferencias entre las variables de espiga en las poblaciones de maiz Olotén, en pro-
medio, las caracteristicas fenotipicas cualitativas sobresalientes en los maices fue el cubri-
miento de la hoja bandera de la espiga en un 90% ausente; la presencia de antocianinas
(90%) en base de las glumas en una tonalidad muy fuerte. En las glumas excluyendo la base
alrededor del 70% de las plantas presenta una intensidad fuerte de antocianinas, para las de-
mas plantas se presentd variacion de entre débil y fuerte. Para la coloracién de antocianinas
en anteras se observo gran variacion, que va desde la ausencia (13%), débil (18.8%), medio
(27.5%), fuerte (23.2%) y muy fuerte (17.5%) en las anteras frescas del tercio medio del eje
principal de la espiga. En el tercio medio del eje principal de las espigas se observé que el
total de las plantas evaluadas el 71% presentan alta densidad de espiguillas, y el 29% de las
plantas mostré una densidad media de espiguillas (Figura 8). La forma definida por el angulo
de la espiga en el 50% de plantas descritas fue compacta de entre 21° y 40°, con posicién de
ramas laterales ligeramente curvas, con un nimero intermedio de ramas laterales primarias
de 7 a 10 ramas. Ambas poblaciones presentan panoja de longitudes largas mayor a40 cmy
longitud del eje principal por encima de la rama mas alta mayor a 27 cm, pedunculos cortos
entre 5-12 cm (90% de las plantas), ramas laterales con longitudes mayores entre 10 a 12 cm
de largo.

Del jilote principal, la coloracién por antocianinas en los estigmas (Figura 8), en promedio
de las dos variedades, el 82% de las plantas mostré una intensidad de coloracién fuerte,
y el 18% con variacion entre muy fuerte, intermedia y tenue. La coloracion de la base del
estigma es amarilla en 61% de las plantas de maiz blanco, mientras que el 39% corresponde
a color rosa. En maiz amarillo el 85.42% son de coloracion amarilla y el resto de color rosa.

55



Capitulo 4 «Resultadose

Figura 8. Caracteristicas de la espiga y jilote de maiz Olotén.

En la raza Olotén se observo la acumulacién de antocianinas practicamente en la planta
completa, independientemente del genotipo.

En variables de mazorca, en el pedunculo de la mazorca, distancia comprendida desde el
nudo de insercidn en el tallo, hasta la base de la mazorca (cm), en promedio de las dos varie-
dades se observo que el 73.14% de las plantas tuvieron longitudes cortas que variande 5.5 a
13.8 cm, mientras que el 18.74% son muy cortas, 6.32% medias, 1.35% largas, y 0.45% muy
largas. La mayoria de las plantas presentan mazorca cortas, medias y largas, en términos por-
centuales en promedio las dos variedades el 23.5% presentan longitudes de 10.4 a 15 cm, el
59.4% miden entre 15.1 a 20 cm, el 17.4% de 20.2 a 25 cm, que comprende desde la base al
apice de la mazorca. El diametro central de las mazorcas mostré diferencia significativa. Se

Figura 9. Mazorcas de la raza Oloton variedad de grano amarillo y variedad de grano blanco.
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destaca el maiz blanco con 76% de las mazorcas con didmetro medio de 41 a 50 mm de gro-
sor, y en el maiz amarillo Unicamente el 55% presentaron esta caracteristica y con mazorcas
mas delgadas en un 38% que miden entre 31 a 40 mm en el tercio medio de las mazorcas.
Para ambas poblaciones, el 66.14% de las plantas presentaron mazorcas cénicas-cilindricas,
el 10.16% conicas y el 23.70% fueron cilindricas.

Caracteristicas del grano. La disposicion de hileras de granos en la mazorca, en promedio
el 51.24% fue recta, el 33.86% en espiral y el 14.90 de tipo irregular, aunque hay que
destacar que una de las caracteristicas peculiares de esta raza es por presentar una base
ligeramente abultada por lo que generalmente se observa que la disposicién de hileras en
la base la distribucién es irregular y conforme avanza al tercio medio y tercio superior de la
mazorca las hileras se acomodan de forma regular, recta o en espiral, seglin corresponda.
El nimero de hileras de granos en las dos variedades es muy escaso, en promedio el 80%
de las mazorcas presentan de 8 a 10 hileras y Unicamente el 20% presentan 12 hileras de
granos por mazorca. Tanto para maiz amarillo y blanco el 70% de las mazorcas tienen de 21
a 30 granos en sus hileras, un 30% presentan de 31 a 38 granos en las hileras, por lo tanto,
se encuentran en la categoria de granos por hileras intermedios y numerosos de acuerdo
con el UPOV.

EREEEEEEEE

Figura 10. Mazorcas y granos de las variedades de grano blanco y variedad de grano amarillo.

El tipo de grano en el tercio central de la mazorca, en maiz amarillo el 67% es de tipo cris-
talino, 33% es de tipo semicristalino, a diferencia del maiz grano blanco, el 57% son de tipo
semicristalino y el resto corresponde a cristalino. El color del grano en el tercio central de la
mazorca en maiz blanco el 95% fue de blanco cremoso y el resto presenté coloracién amari-
llo claro, lo cual indica posibles cruzamientos entre las variedades nativas. En el maiz amari-
llo la coloracién del grano fue de amarillo-naranja (oscuro) en un 50.23% de las mazorcas, el
14.03%, 30.7%, 4.53% de color amarillo claro, amarillo medio y naranja, respectivamente.
Existe una fuerte variacién en la coloracién dorsal del grano amarillo, el 51.13% presentan
coloracion amarillo-oscuro, el 30.32% en amarillo-medio, el 13.57% amarillo-claro, 3.17%
naranja y el 1.81% rojo-naranja. Respecto al maiz blanco, presenta una coloracién blanco
cremoso en un 95% de las mazorcas, el resto presenta entre amarillo-claro y amarillo-na-
ranja. En color del endospermo en maiz blanco el 95.5% presenta la misma coloracién vy el
4.5% son de color amarillo, mientras que el maiz amarillo el 67.87% son de color naranja, el
21.72% amarillo y 10.41% presenta coloracién blanca. Finalmente, la corona del pericarpio
es aleatoria; en promedio, el 74% de las variedades son de forma hendida y el 26% convexa.
Sin coloracién por antocianinas en las glumas de los olotes en las dos variedades.
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Estos agrupamientos descritos, demuestran la extensa variacion fenotipica (Aguilar-Casti-
llo y Carballo-Carballo, 2006) de la raza Olotén y probablemente se debe al flujo genéti-
co entre los materiales nativos presentes en el poligono, la recombinacién constante y la
amplificacion de algunas caracteristicas fenotipicas de la raza (Johannessen et al., 1970),
la intervencién de los agricultores y la presion del ambiente (Hernandez, 1972), y diversos
factores internos y externos del sistema. La variacion morfolégica observada es atribuible
a la evolucion de las poblaciones nativas y a la seleccién de semillas de parte de los produc-
tores, que generalmente esta asociada con el color de grano, ciclo biolégico y rendimiento
(Barrera-Guzman et al., 2020; Gil et al., 2004).

2. Estudio de la microbiota diazotrdfica aislada del mucilago de
raices adventicias aéreas y de grupos microbianos funcionales
asociados a la rizésfera de maiz Oloton.

A continuacion, presentamos los resultados del analisis microbiolégico del maiz Olotén, deri-
vado de los dos enfoques metodolégicos usados en este proyecto. Encontramos que los dos
enfoques son complementarios y permiten describir una muy amplia diversidad de microor-
ganismos entre los que destacan los promotores de crecimiento vegetal.

Enfoque Independiente del cultivo en medio sintético

Los resultados del estudio de amplicones de genes ARNr 16S revelaron cuales bacterias
se encontraban presentes en la mayoria de las muestras de mucilagos (>75%) indepen-
dientemente si provenian de maiz blanco o amarillo. A este grupo de bacterias se le deno-
mind “microbiota nucleo” y estuvo compuesto por Pseudomonas, Azospirillum, Sphingomo-
nas, Herbaspirillum, Paenibacillus, Bdellovibrio y miembros de la familia Rhizobiaceae. Mas
adelante, se validé este hallazgo usando las secuencias ensambladas de los metagenomas,
incluso otros géneros bacterianos como Duganella, Massilia, Rahnella, Delftia, Agrobacterium
y Klebsiella se identificaron predominantemente en los mucilagos (Figura 11). Se observéd
que los mucilagos de maices creciendo en las parcelas del agricultor local presentaron mayor
abundancia de Herbaspirillum, pero menor proporciéon de Azospirillum y Sphingomonas en
comparacion con las otras variedades.

Con el enfoque metagendmico se logré identificar los genes de la nitrogenasa, la cual lle-
va a cabo la reaccién bioquimica para la fijaciéon de nitréogeno. Se detectaron genes para
diferentes tipos de nitrogenasas. También se pudo identificar a qué especies de bacterias
pertenecen esos genes, con lo que se determinaron las bacterias fijadoras de nitrégeno que
residen dentro del mucilago, algunas aparentemente en mayor abundancia, como por ejem-
plo Azospirillum, Phytobacter, Rahnella, Raoultella, Klebsiella y Kosakonia (Cuadro 3). Muchas
de estas se encontraron Unicamente asociadas al maiz y no en el suelo donde cultivaron las
plantas, lo que refleja que un grupo selecto de bacterias puede vivir y multiplicarse dentro
del mucilago.
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Figura 11. Composicién de la microbiota del mucilago de las raices aéreas de plantas de maiz Oloton cultiva-
das en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca. Se muestran los géneros bacterianos mds abundantes

Y recurrentes entre muestras.

Cuadro 3. Distribucion de bacterias y genes asociados a la fijacion bioldgica de nitroge-
no en mucilago de las raices aéreas de plantas de maiz Oloton cultivadas en Totontepec

Villa de Morelos, Oaxaca

Origen del mucilago

Bacterias fijadoras de
nitrégeno

Genes detectados

Maiz blanco de parcela experi-
mental

Azospirillum sp.
Klebsiella sp.
Rahnella sp.
Variovorax sp.

Methylophilus sp.
Metakosakonia sp.
Ruminiclostridium sp.
Raoultella sp.
Pelosinus sp.

anfG, anfK, nifD, nifH, nifK,
nifW, vanfA

Maiz amarillo de parcela expe-
rimental

Paenibacillus sp.
Klebsiella sp.
Azospirillum sp.
Pseudacidovorax sp.
Pelosinus sp.
Anaerocolumna sp.
Negativicutes sp.

anfD, anfG, anfK, nifD, nifH,
nifK, nifW, vnfA, vafD, vnfG
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Maiz blanco de parcela de agri- Metakosakonia sp. anfG, anfK, nifD, nitH, nifK,
cultor local Azospirillum sp. nifW, vofA, vofD
Kosakonia sp.
Curvibacter sp.
Rahnella sp.
Paenibacillus sp.
Raoultella sp.

Los resultados y los de otros grupos de investigacion, dan evidencia muy sélida de la abun-
dancia de bacterias fijadoras de nitrégeno en el mucilago del Olotén. Se validé experimen-
talmente, con ensayos de reduccién de acetileno, la fijacion de nitrégeno de Raoultella,
Phytobacter, Klebsiella, Kosakonia, Azospirillum, Rahnella y Enterobacter. Usando las secuen-
cias de los genes de las familias nif, anf y vnf fueron los marcadores moleculares usados para
la identificacion de los diazétrofos.

Las bacterias asociadas al maiz Olotdn podrian no solo fijar nitrégeno sino también estimu-
lar la emergencia de raices aéreas gracias a la produccion de fitohormonas o hasta conferir
defensa contra patégenos. En las secuencias de metagenomas se identificaron bacterias
con genes para la biosintesis de hormonas vegetales. Entre ellos, genes para la produccion
de auxinas como el acido indol acético, que es responsable de la produccion y desarrollo
de las raices, y de acido giberélico, que es un inductor de la germinacion de semillas y de
la formacién de flores y frutos. Algunas bacterias con estos genes fueron Azospirillum y
Herbaspirillum. Es interesante que siendo el mucilago rico en azlcares y agua no presenté
crecimiento de hongos. Esto podria explicarse porque se encontraron bacterias con genes
para la produccion de metabolitos antifingicos como en el caso de Pseudomonas y Entero-
coccus. Diversas cepas aisladas, incluyendo Pseudomonas, Enterococcus y Paraburkholderia,
limitaron el crecimiento de los hongos evaluados (Figura 12).

Fusarium oxysporum Fusarium oxysporum + Cepas del mucilago del maiz oloton

Figura 12. Ensayos de antagonismo entre Fusarium oxysporum y cepas aisladas del mucilago de las raices
aéreas de plantas de maiz Oloton cultivadas en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca.
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Si bien en el mucilago no hubo presencia de hongos, en semillas de maiz Olotdn si se les
encontré frecuentemente como endoéfitos. En especial una cepa de Fusarium productora de
un pigmento morado y con la capacidad de promover el crecimiento vegetal de plantas de
Arabidopsis thaliana (Figura 13). Un caso similar ha sido reportado con el endéfito F. oxys-
porum FO12, el cual no tiene un comportamiento patégeno, al contrario, es un habil colo-
nizador de raiz y estimulante del crecimiento de algoddn, pepino, pimiento, girasol y trigo
(Sevillano-Canio et al., 2024). Sin embargo, se ha reportado que cepas de Fusarium pueden
ser promotoras de crecimiento cuando las plantas son jovenes, pero cuando alcancen esta-
dios maduros, el hongo adquiere compartimento como patdgeno. Poco se conoce sobre los
genes o estimulos que determinan que un hongo se comporte como amigo o enemigo de
las plantas, lo que si es claro es que las relaciones con sus hospederos pueden ser tan es-
pecificas como las que tienen las bacterias. Analizando los genomas de hongos patdgenos
y su contraparte simbidtica se lograra avanzar en el entendimiento de estas asociaciones.

Figura 13. Cepa de Fusarium sp. productora de un pigmento morado aislado de raices y semillas de maiz
Olotén. A) 7 dias y B) 21 dias de crecimiento a 30°C.

En cuanto a los ensayos para la seleccion de cepas para preparar el inoculante (Azospirillum,
Methylorubrum, Pseudomonas, Janthinobacterium, Rahnella y Raoultella) observamos que la
mayoria fueron promotoras del crecimiento en Arabidopsis luego de 2 semanas de interac-
cion (Figura 14). Los efectos positivos inducidos en las raices de las plantas sugieren que
un mecanismo de promocion vegetal asociado a la produccién de auxinas estéa involucrado.
Todas estas evidencias nos dieron la pauta para llevar esta evaluacion a los cultivos del maiz
Olotén en campo.
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Plantas de Arabidopsis
thaliana sin inoculacién

Figura 14. Efecto promotor del crecimiento vegetal de cepas del mucilago del maiz Olotén en plantas de Ara-
bidopsis thaliana. Se observa un incremento de la produccion de raices secundarias en presencia
de las cepas bacterianas, en comparacién con una planta sin inocular.

Enfoque dependiente del medio de cultivo sintético

En general, los resultados de la cuantificacion de bacterias en los cuatro medios selecti-
vos de grupos bacterianos en el mucigel, fueron mayores en las muestras recolectadas de
las parcelas con la aplicacion de 60 o 120 kg N ha?, en comparacién con la parcela sin la
aplicacién de fertilizante nitrogenado, tanto en maiz blanco como en maiz amarillo. Cabe
resaltar que, en el mucigel de ambos tipos de maiz, no se presentd crecimiento fungico ni
en el medio especifico (PDA) para hongos ni en algln otro medio de cultivo.

De los aislamientos bacterianos obtenidos del mucigel, se purificaron 156 cepas de las
cuales 59 correspondieron a la parcela sin fertilizaciéon nitrogenada (Cuadro 4); de éstas
10 cepas mostraron 2 o 3 actividades bioquimicas relacionadas con la produccion de acido
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indolacético, la fijacion de nitrogeno atmosférico, y la solubilizacién de fosfatos. Por otra
parte, 51 cepas fueron obtenidas de la parcela con 60 kg N ha™ (Cuadro 5), de estas cepas
10 de ellas mostraron actividad positiva a dos o tres de las actividades bioquimicas mencio-
nadas. Finalmente, 46 cepas se aislaron de la parcela con aplicacion de 120 kg N ha* (Cua-
dro 6), y 10 de ellas, tuvieron actividad positiva a dos o tres de las actividades bioquimicas
mencionadas. En los cuadros mencionados también se aprecian los nombres cientificos de
la mayoria de las cepas bacterias que se analizaron molecularmente para ello.

Cuadro 4. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificaciéon de 10 de las
cepas del mucilago de maiz Oloton, aisladas de la parcela sin fertilizacién con nitrégeno.

Clave Especie Medio de Produccion | Fijacionde | Solubilizacion
aislamiento de Indoles nitrégeno de
(AIA) Fosfatos
3 OMA Klebsiella pasteurii Agar +++ ++ -
nutritivo
15 OMA Pseudomonas Agar + + +
palleroniana nutritivo
17 OMA Pseudomonas Agar + + +
asplenii nutritivo
20 OMN Pseudomonas NFB +++ + -
vanderleydeniana
30 OMN | Agrobacterium vitis NFB +++ + -
32 OMN Rahnella aquatillis NFB ++ + +
43 OMR Pseudomonas Rennie + + +
kribbensis
45 OMR Pseudomonas Rennie + + +
palleroniana
47 OMR Sphingomonas Rennie ++ - -
trueperi
59 OMAZ Pseudomonas Azotobacter +++ - +
eucalypticola

Cuadro 5. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificacion de 10 de las cepas
del mucilago de maiz Olotdn, aisladas de la parcela con aplicaciéon de 60 kg N ha™.

Clave Especie Medio de Produccion | Fijacionde | Solubilizacion
aislamiento de Indoles nitrégeno de
(AIA) Fosfatos
60 OMA | Raoultella terrigena Agar ++ + -
nutritivo
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66 OMA Acidovorax Agar + + +
wautersii nutritivo
74 OMN No identificada NFB +++ + -
82 OMR Pseudomonas Rennie + + +
fluorescens
84 OMR | Agrobacterium vitis Rennie +++ + -
87 OMD Sphingomonas Derxia ++ + -
trueperi
88 OMD Pseudomonas sp. Derxia +++ + -
94 OMD Klebsiella Derxia ++ + -
grimontii
103 OMB No identificada Beijerinckia +++ + -
10 OMAZ Pseudomonas Azotobacter + + +
fluorescens

Cuadro 6. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificaciéon de 10 de las
cepas del mucilago de maiz Olotdn, aisladas de la parcela con aplicacion de 120 kg N ha.

Clave Especie Medio de Producciéon | Fijacionde | Solubilizaciéon
aislamiento de Indoles nitrégeno de
(AIA) Fosfatos
111 OMA Pseudomonas Agar +++ +
koreensis nutritivo
115O0MA | Rahnella aquatillis Agar +++ +
nutritivo
118 OMA | Rahnella aquatillis Agar + + +
nutritivo
133 OMR | Rahnella aquatillis Rennie + + +
136 OMR Pseudomonas sp. Rennie +++ ++
137 OMR | Rahnella aquatillis Rennie +++ +
139 OMD Sphingomonas Derxia + ++ +
trueperi
142 OMD Pseudomonas Derxia +++ +
koreensis
155 OMAZ | Rahnella aquatillis | Azotobacter +++ + +
156 OMAZ Pseudomonas Azotobacter + + +
vanderleydeniana
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Poblaciones bacterianas de la rizosfera

La poblacion de microorganismos de la rizosfera de maiz Olotén, mostré variaciones con
base en el grupo microbiano determinado en ambos tipos de maiz. Para el maiz blanco, las
poblaciones de bacterias totales y de bacterias de medios especificos para bacterias que
crecen en ausencia de nitrégeno en los medios de cultivo, fueron similares en las parcelas
sin aplicacion de fertilizacion nitrogenada y con la aplicacion de 60 kg N ha. Por el contra-
rio, las poblaciones bacterianas en todos los medios de cultivo fueron significativamente
menores en la parcela con 120 kg N ha™, con respecto a las parcelas mencionadas.

Cabe mencionar que en la rizosfera de maiz Olotén blanco, se logré el aislamiento de cepas
de hongos filamentosos, y la mayor poblacion se registrd en la parcela con 60 kg N ha’, se-
guido de la parcela con aplicacion de 120 kg N ha'; se destaca que la poblacién de hongos
en la parcela sin aplicacién de N, fue significativamente menor a las parcelas mencionadas.
De la parcela sin nitrogeno se identificaron cepas de Trichoderma hamatun, Cunninghamella
elegans y Penicillium sacculum, principalmente), en tanto que de la parcela con 60 kg N ha*
se identificaron las cepas de Talaromyces amestolkiae, Trichoderma koningiopsis, Clonosta-
chys rogersoniana, y Talaromyces oumae-annae.

Para el caso del maiz amarillo, considerando que no se obtuvo muestra de la parcela con
120 kg N ha, se observd que la poblacidn de bacterias totales y de bacterias cuantificadas
en el medio Rennie sin aplicacidon de nitrogeno, fue mayor en la parcela con 60 kg N ha*
con respecto a la parcela sin nitrégeno. En los medios especificos NFB, Beijerenckia, Der-
xia y Azotobacter, las poblaciones bacterianas fueron estadisticamente similares en ambas
parcelas. En el caso de hongos filamentosos su poblacién fue estimulada en la parcela con
aplicacion de 60 kg N ha™ con respecto a la parcela sin fertilizacion nitrogenada.

Identificacion y pruebas bioquimicas de bacterias aisladas de la rizosfera

De los aislamientos realizados de la rizésfera de maiz olotén blanco, se purificaron un total
de 134 cepas; 59 correspondieron a parcelas sin fertilizacién y 10 cepas mostraron activi-
dad positiva a dos o tres pruebas bioquimicas (Cuadro 7). A partir de la parcela con 60 kg N
ha, se aislaron 75 cepas y 10 de ellas mostraron actividad positiva a dos o tres de las prue-
bas bioquimicas (Cuadro 8). Finalmente, 55 cepas se aislaron de parcelas con 120 kg N ha?,
de las que 9 cepas tuvieron actividad positiva en dos o tres pruebas bioquimicas (Cuadro 9).

En el caso de las cepas aisladas de la rizésfera de maiz Olotén amarillo, se purificaron 113
cepas, de las cuales 48 correspondieron a la parcela sin fertilizacion nitrogenada (Cuadro
10), de éstas, 15 cepas tuvieron reaccidon positiva en dos o tres pruebas bioquimicas. En
el caso de la parcela con 60 kg N ha™, se purificaron 65 cepas, de las cuales 11 mostraron
actividad en dos o tres pruebas bioquimicas (Cuadro 11).
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Cuadro 7. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificacion de 11 cepas bacte-
rianas de maiz Olotdn blanco, aisladas de la parcela sin fertilizacion con nitrégeno.

Clave Especie Medio de | Produccidon de | Fijacionde | Solubilizacion
cultivo Indoles (AIA) | nitrogeno de Fosfatos
14 ORBN Priestia NFB ++ +
megaterium
17 ORBN Rhodococcus NFB ++++ +
erythropolis
27 ORBR Paraburkholderia Rennie ++ +++
phenoliruptrix
28 ORBR Mesorhizobium Rennie ++ ++
amorphae
30 ORBR Paraburkholderia Rennie +++ +
hospita
33 ORBR Leifsonia virtsii Rennie + - +
40 ORBD Telluria mixta Derxia + ++
45 ORBB Paraburkholderia | Beijerinckia ++ +
aromaticivorans
48 ORBB Arthrobacter sp. Beijerinckia +++
53 ORBAZ | Rhizobium tropici | Azotobacter +++ +
59 ORBAZ | Alcaligenes faecalis PDA

Cuadro 8. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificacion de 10 cepas de
maiz Olotén blanco, aisladas de la parcela con 60 kg N ha™.

Clave Especie Medio de | Produccion de | Fijacion de | Solubilizaciéon
aislamiento | Indoles (AIA) | nitrégeno de Fosfatos

60 ORBA Burkholderia Agar - + +++
ambifaria nutritivo

66 ORBA Burkholderia Agar ++ ++ +
ambifaria nutritivo

73 ORBA Rhodococcus Agar ++++ ++ +

qingshengii nutritivo

79 ORBN Collimonas arenae NFB - + ++

86 ORBN Burkholderia NFB - + +++
ambifaria

93 ORBN Paenarthroba NFB ++++

cter nicotinovorans

105 ORBD Cupriavidus Derxia - ++

basilensis
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106 ORBD Burkholderia Derxia + ++
contaminans

107 ORBD - Derxia ++

108 ORBD Collimonas arenae Derxia ++

Cuadro 9. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificacion de 10 de las
cepas de maiz Oloton blanco, aisladas de la parcela con 120 kg N ha™.

Clave Medio de Produccion de Fijacién de Solubilizacién de
aislamiento Indoles (AIA) nitrogeno Fosfatos

3 ORPLA Agar nutritivo ++++ ++

6 ORPLN NFB ++++ +

7 ORPLN NFB +++ ++

26 ORPLR Rennie + +

30 ORPLR Rennie ++++ +

37 ORPLD Derxia ++ +

42 ORPLB Beijerinckia ++++ ++

43 ORPLB Beijerinckia ++++ ++

44 ORPLB Beijerinckia ++++ ++

Cuadro 10. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificacion de 15 cepas
bacterianas de maiz Olotén amarillo, aisladas de la parcela sin fertilizacién con nitré-

geno.
Clave Medio de Produccion de Fijacion de Solubilizaciéon de
aislamiento Indoles (AIA) nitrégeno Fosfatos

10RAA Agar nutritivo ++ +

3 ORAA Agar nutritivo ++ - +

5 ORAA Agar nutritivo + +

15 ORAN NFB ++++ +++ +

20 ORAR Rennie +++ +

21 ORAR Rennie +++ -

23 ORAR Rennie ++ + +

25 ORAR Rennie ++ ++++

27 ORAD Derxia ++ +++ +

28 ORAD Derxia ++ -

29 ORAD Derxia + +++ +

30 ORAD Derxia +++ B,
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39 ORAAZ Azotobacter +++ +++ +

40 ORAAZ Azotobacter ++ +++ +

41 ORAAZ Azotobacter - +++

Cuadro 11. Actividad positiva a tres pruebas bioquimicas e identificaciéon de 11 bacte-
rias aisladas de maiz Olotén amarillo, de la parcela con 60 kg N ha.

Clave Medio de Produccion de Fijacion de Solubilizacién de
aislamiento Indoles (AIA) nitrégeno Fosfatos

54 ORAA Agar nutritivo ++++ +

57 ORAA Agar nutritivo ++++ ++

62 ORAN NFB ++++ ++

68 ORAN NFB ++ + ++

71 ORAN NFB ++++ + +

73 ORAR Rennie + + ++

77 ORAR Rennie ++ ++ +

87 ORAD Derxia ++

97 ORAB Beijerinckia ++++ +

100 ORAB Beijerinckia + + ++
103 ORAAZ Azotobacter + - +

Evaluacion de la efectividad bioldgica de bacterias aisladas del mucilago en
plantas de maiz Oloton en condiciones de invernadero

La inoculacion bacteriana de forma individual o combinada, mejoré el crecimiento de las
plantas, y este efecto fue diferencial con base en la aplicacién de la solucién nutritiva Long
Ashton, al 15 o al 30% (Figura 15A-B). En los tratamientos sin aplicacion de solucién nu-
tritiva, la inoculacion bacteriana produjo mayor altura; mientras que el area foliar mostré
mayor respuesta con la inoculacién individual de Rhanella aquatilis, y del consorcio 2 (con-
formado por Methylorubrum sp. y Herbaspirillum sp.). Al aplicar la solucién nutritiva al 15%,
todos los tratamientos inoculados con las bacterias mostraron mayor altura y area foliar,
sobresaliendo las bacterias aplicadas de manera individual; en tanto que los tres consorcios
bacterianos resultaron en efectos similares entre si, pero mayores al tratamiento testigo.
En contraste, al aplicar la solucion nutritiva al 30%, las plantas inoculadas con tres bacterias
individuales, y con el consorcio 2, mostraron mayor altura en comparacién con el trata-
miento testigo; en lo que respecta al area foliar, la inoculacion individual de Sphingomonas
trueperi o del consorcio 2, produjo mayor area foliar en las plantas de maiz Olotén.
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Figura 15. Prueba de efectividad biolégica de la inoculacién individual o en consorcio de bacterias aisladas
de mucigel de raices adventicias areas de maiz Olotdn, en la altura (A) y drea foliar (B) de plantas
de maiz Olotdn, fertilizadas con solucion nutritiva Long Ashton aplicada en tres dosis (0, 15 y
30%) con respecto a su formulacién completa, después de 30 dias de crecimiento en invernadero.
Medias + error estandar. n= 9. Cepas obtenidas por COLPOS: Rhanella aquatilis, Sphingomonas
trueperiy Raoultella terrigena; Cepas obtenidas por CCG-UNAM: Methylorubrum sp. y Herbas-
pirillum sp.; Consorcio 1 corresponden a las cepas obtenidas por COLPOS; Consorcio 2 corres-
ponden a las cepas obtenidas por CCG-UNAM; Consorcio 3 corresponde a la combinacion de las

cepas del COLPOS y del CCG-UNAM.

3. Interaccion entre el caracter FBNMO vy el uso de fertilizantes,

estiércol y cal agricola.

Este trabajo experimental se condujo en el municipio de Totontepec Villa de Morelos, Oa-
xaca. Las propiedades fisicas y quimicas de los suelos de las localidades experimentales se

muestran en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Propiedades fisicas y quimicas de la capa arable del suelo (0 a 20 cm) en dos

localidades experimentales en Totontepec Villa de Morelos, previo a la siembra.

Propiedades® Topografia plana? Topografia de ladera®s Unidad
pendiente <4%
Clase textural Franco Franco
Densidad Aparente 0.89 0.89 g/cm’
pH 5.56 5.00 Enagua
Materia organica 8.02 (muy alto) 8.63 (muy alto) %
N-NO3 9.33 (mod. bajo) 14.1 (medio) ppm
Fosforo-Brayt 29.8 (medio) 31.0 (mod. alto) ppm
Potasio asimilable 83.5 (muy bajo) 72.6 (muy bajo) ppm
Azufre asimilable 4.22 (bajo) 2.81 (muy bajo) ppm
Ca* 0.60 (muy bajo) 0.30 (muy bajo) meq/100g
Mg** 0.17 (mod. bajo) 0.13 (bajo) meq/100g
K 0.21 (alto) 0.19 (alto) meq/100g
Al 1.29 (alto) 1.58 (muy alto) meq/100g
H 0 0 meq/100g
CIC 2.33 (muy bajo) 2.27 (muy bajo) meq/100g
SB 44.69 30.38 %
Sal 55.4 (alto) 69.6 (muy alto) %

$ CIC es capacidad de intercambio de cationes, SB es porcentaje de saturacién de bases; SAl es porcen-

taje de saturacion de aluminio. "Método de Bray 1 (Bray y Kurtz, 1945).
¥ Entre paréntesis la calificacion de acuerdo al laboratorio www.fertilab.com.mx
% Pendiente entre 30% y 40%.

La clase textural es franca en ambos casos. Se aprecia, de acuerdo con los resultados de
andlisis de laboratorio realizados por encargo en el Laboratorio de Fertilidad de Suelos
S.A. de C.V. (www.fertilab.com.mx) que son suelos acidos, con altos contenidos de materia
organica, alto contenido de Aluminio intercambiable y bajos contenidos de bases intercam-
biables. También sobresale la extremadamente baja CIC, lo que no seria esperable en un
suelo de textura franca con contenido de 5 a 8% de materia organica.

En el Cuadro 13 se muestran los rendimientos promedio de dos localidades de Totontepec,
Oaxaca en respuesta a los tratamientos para evaluar la interaccién de fertilizantes y mejo-
radores del suelo en el maiz nativo fijador de nitrégeno. El disefio experimental en ambos
casos fue de Parcelas Divididas con 3 repeticiones. Las parcelas grandes fueron asignadas
a los factores estiércol vacuno seco y cal agricola, en tanto que las parcelas chicas fueron
asignadas a los factores Nitrogeno y Foésforo. Las aplicaciones de estiércol, de cal y de
fosforo se hicieron en la siembra, mientras que el fertilizante nitrogenado se aplicé en la
etapa V4 (etapa juvenil), que es anterior a la aparicion visible de raices adventicias en el
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primer nudo (V10). Los 16 primeros tratamientos corresponden al disefio factorial 2¢ y los
tratamientos 17 a 20 son adicionales para explorar la respuesta a la intensificaciéon de los
mismos factores y la fertilizacién con potasio.

Cuadro 13. Rendimientos promedio de tres repeticiones del maiz nativo de la raza Olo-
ton a 20 tratamientos en dos localidades de Totontepec Oaxaca, en 2022.

Tratamientos | Estiércol Cal Nitrogeno | Dosis® Potasio | Rendimiento en terreno’
Fosforo Plano Ladera
1 0 0 0 0 2.20 2.49
2 0 0 0 80 0 2.60 3.31
3 0 0 60 0 0 3.53 3.66
4 0 0 60 80 0 3.20 3.88
5 3 0 0 0 3.17 3.45
6 3 0 0 80 0 3.87 3.42
7 3 0 60 0 0 3.94 4.03
8 3 0 60 80 0 3.65 4.09
9 0 2 0 0 0 2.54 2.98
10 0 2 0 80 0 2.76 3.44
11 0 2 60 0 0 4.32 4.49
12 0 2 60 80 0 3.80 4.19
13 3 2 0 0 0 2.79 3.19
14 3 2 80 0 3.34 3.76
15 3 2 60 0 0 4.35 4.50
16 3 2 60 80 0 4.36 4.09
Tratamientos adicionales
17 3 2 60 80 50 4.09 4.07
18 3 2 60 80 100 3.89 4.24
19 3 2 180 240 50 4.59 5.48
20 6 4 180 240 50 4.98 5.01

Estiércol vacuno seco en t/ha, Cal Agricola en t/ha, Nitrégeno en kg de N/ha en forma de urea, Fosfo-
ro en kg de P,O, como superfosfato de Calcio triple, Potasio en kg de K,O/ha como Cloruro de Potasio.
fRendimiento de grano con 14% de humedad en t/ha; Ladera con pendiente variable de 30-40%.

En el Cuadro 14 se presentan los analisis combinados de varianza de dos experimentos
conducidos en dos localidades de Totontepec Oaxaca, en el afio 2022.

Los coeficientes de determinacion y coeficientes de variacion de ambos experimentos son
respectivamente iguales a 91 por ciento y 8.93 por ciento en la localidad con terreno plano
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Cuadro 14. Andlisis de varianza de dos experimentos con disefio de parcelas divididas
conducidos en 2022.

Localidad 1, terreno plano
Factor® GL Sumas de Cuadrados Valor F Significancia
Cuadrados medios estadistica’
TG 3 5.221973 1.740658 48.4 >
R 2 0.934579 0.467250 26.0 o
Error a 6 0.215621 0.035937
Tch 3 13.404340 4.468113 48.5
TG*Tch 9 2.751002 0.305667 3.3 e
Erorb 24 2.213133 0.092214
Localidad 2, terreno en ladera
TG 3 2.079417 0.693139 17.36 o
R 2 0.077887 0.038944 0.52 NS
Error a 6 0.239496 0.039916
Tch 3 10.238183 3.412728 45.51 >
TG*Tch 9 1.356467 0.150719 2.01 NS
Error b 24 1.799550 0.074981

TG es tratamientos de parcela grande; R repeticiones; TCh tratamientos de parcela chica.
“Significancia estadistica:** es significativo al 1%, * es significativo al 5%, NS es no significativo.

y de 89 por ciento y 7.43 por ciento en el terreno de ladera. Tales resultados indican una
muy buena precision del procedimiento experimental.

Se ajustd un modelo de regresion a los resultados del disefio 24 con 96 observaciones al
nivel de localidad y parcela, que se presenta a continuacion:

Y = 2.23188 + 0.07437*r1 - 0.04312*r2 + 0.43792*I11 + 0.07278*E + 0.45792*C
+ 0.01974*N + 0.00573*P - 0.05944*E*C + 0.00264*E*N - 0.00284*C*N -
0.0001367*N*P - 0.15500*I1*C.

En la ecuacion (1) los rendimientos de grano Y se expresan en t/ha (con 14% de humedad),
las variables r_ y r, (variables auxiliares para repeticiones) fueron forzadas a entrar al mo-
delo para excluirlas del calculo de las desviaciones de regresion. La variable |, es variable
auxiliar que asume los valores de O para el terreno plano y de 1 para la ladera, con el fin de
evaluar el efecto de localidad y topografia; las variables E, C, N y P se definen en el Cuadro
12 asi como sus unidades en t/hay kg/ha. Se aplicé el procedimiento de regresiéon Stepwise
con probabilidades de 0.3 de entrar al modelo y 0.05 de permanecer. Todas las variables
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experimentales son significativas al 5% de probabilidades de error tipo |, excepto por las
variables de repeticion r, y r, forzadas a entrar al modelo.

La ordenada al origen de la ecuacién (1) de 2.23 t/ha estima el rendimiento de la localidad
con terreno plano sin aplicacién de los factores estudiados, es decir, es el rendimiento del
tratamiento testigo en esa localidad. Para su desarrollo, el cultivo dispuso sélo del Nitrége-
no del suelo y del Nitrégeno que fijé de la atmdsfera mediante su simbiosis con la microbio-
ta. Ese mismo tratamiento testigo de la localidad en ladera es superior en 0.44 t/ha (térmi-
no +0.43792*1). El término +0.0194*N, por no haber interaccién | *N, sugiere que cada kg
de N aplicado como Urea en ambas localidades se asocié con el aumento de 19 kg/ha de
grano. Esto equivale a 60 kg de N por el coeficiente 0.0194 que es igual a 1.16 tonelada de
grano por hectarea. Este resultado sugiere que, en su fase juvenil mientras se activa la sim-
biosis de la planta con la microbiota, el cultivo depende sélo del Nitrégeno disponible del
suelo, o bien, que esa aplicacién de fertilizante complementa el aporte total de Nitrégeno
por parte de la simbiosis entre el maiz y la microbiota fijadora del Nitrogeno atmosférico.

El resto de los términos de la ecuacion (1) sugiere que dadas las caracteristicas de los suelos
estudiados que se aprecian en el Cuadro 9, la adaptacién de la raza nativa de maiz Olotén
que fija Nitrégeno atmosférico a la edafoclimatologia, debe ser complementada con me-
joradores de la nutricién para alcanzar su rendimiento potencial. Sin embargo, en lo que
corresponde a Fosforo, el efecto de la aplicacion de 80 kg de P,O./ha fue positivo sobre el
rendimiento, igual a 0.458 t/ha, pero a la vez con una interaccién negativa con la aplicacion
de nitrégeno por un valor de -0.656 t/ha en el rendimiento. Tal respuesta sugiere que no
hace falta fertilizar con fésforo y que esto podria deberse al efecto del consorcio de bacte-
rias presentes en la simbiosis con la planta y su capacidad de solubilizar fésforo inorganico,
demostrada en los estudios de laboratorio.

Los rendimientos asociados a los tratamientos nimeros 17 a 20 del Cuadro 10 sugieren que
la variedad nativa de maiz Olotdn no requiere de fertilizante potasico en ambas localidades y
que la intensificacion de las aplicaciones de estiércol vacuno, cal agricola (que incluye Calcio
y Magnesio), de Nitrogeno y de Fésforo se asocian con un rendimiento promedio de ambas
localidades del orden de 5 t/ha, mientras que en el espacio explorado en el experimento 24
el rendimiento promedio de dos localidades es del orden de 4 t/ha en el ano 2022.

4. Estudio de la herencia del caracter FBNMO.

Infelizmente, no fue posible hacer la mayor parte de los cruzamientos planeados en el ciclo
PV 2022, que se realizaron sélo en Totontepec. Esto se debié a que el comportamiento de
los materiales genéticos introducidos fue agrondmicamente desadaptado con dos rasgos
sobresalientes: 1) adelantaron su floracién femenina mas de lo esperado por lo que no fue
posible lograr la coincidencia de sus floraciones con la del maiz nativo Olotén vy, 2) dafios
causados por jabalies y tejones habitantes de areas boscosas cercanas, que danaron en
primer lugar a las plantas de porte bajo y desadaptadas, librandose del dafo las plantas del
maiz nativo debido a su vigor, cafia gruesa y mayor altura de mazorca.
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5. Uso de bioinoculantes en variedades de maiz nativo de Totontepec
y de la localidad San Bernardino Teotitlan, en el ciclo PV 2024.

En la etapa vegetativa inicial (V5) se marcé con un listén a 25 plantas al azar de cada una
de las parcelas chicas en ambas localidades. Estas plantas serian evaluadas en cuanto a la
futura emisién de nudos con raices adventicias, y el nimero de aquellas plantas que expre-
saron el caracter FBNMO.

La hipdtesis en cotejo de estos experimentos fue que “la bioinoculacion y la fertilizacion con
Nitrégeno en Totontepec y en San Bernardino no tendrian efecto adicional sobre la expresién del
cardcter FBNMO en ambas localidades”.

En el Cuadro 15 se muestran algunas propiedades fisicas y quimicas de los suelos de ambas
localidades. Al comparar estas propiedades con las de dos localidades experimentales en
Totontepec en el ano 2022 se aprecia que son igualmente suelos acidos con textura franca
o franca arcillosa, altos a muy altos en materia organica, con contenidos medio de nitrégeno
nitrico, bajos a muy bajos en fésforo, potasio y azufre asimilables. También la Capacidad
de Intercambio de Cationes fue anormalmente baja dadas las clases texturales y los altos
contenidos de materia organica.

Cuadro 15. Algunas propiedades fisicas, quimicas y de fertilidad de la capa arable de los
suelos en las localidades San Bernardino Teotitlan, Oax., y Totontepec Villa de Morelos Oax.

Propiedades® San Bernardino Totontepec Unidad
Clase textural Franco arcilloso Franco
Densidad Aparente 1.17 0.78 g/cm?
pH 5.61 5.28 En agua
Materia organica 5.03 (muy alto) 14.8 (muy alto) %
N-NO, 19.6 (medio) 18.5 (medio) ppm
Fésforo-Bray 2.6 (muy bajo) 2.12 (muy bajo) ppm
Potasio asimilable 230 (medio) 85.1 (muy bajo) ppm
Azufre asimilable 0.10 (muy bajo) 0.10 (muy bajo) ppm
Ca*t 3.81 (medio) 1.29 (bajo) meq/100g
Mg 0.97 (mod. alto) 0.33 (mod. bajo) meq/100g
K* 0.59 (muy alto) 0.22 (mod. alto) meq/100g
Al 0.05 (muy bajo) 2.16 (alto) meq/100g
H* 0 0 meq/100g
CIC 5.45 (bajo) 4.05 (muy bajo) meq/100g
SB 99.05 (muy alta) 46.7 (alto) %
SAI 0.92 (muy bajo) 53.3 (muy alto) %

SCIC es capacidad de intercambio de cationes, SB es porcentaje de saturacion de bases; SAl es porcenta-

je de saturacién de aluminio. '"Método de Bray 1 (Bray y Kurtz, 1945).
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En el Cuadro 16 se presentan los nimeros totales de nudos activos (con raices adventicias
exudantes de mucilago) en 25 plantas marcadas a priori, que mostraron actividad en el
caracter FBNMO.

Una manera de entender los valores de la columna nudos activos en el Cuadro 16 es que
se refiere al total de nudos activos o que fueron activos con raices adventicias exudantes
de mucilago en 25 plantas al azar, marcadas antes de la aparicién de los nudos. El total de
nudos activos en 25 plantas que tuvieran en promedio 8 nudos activos segun lo observado
por Van Deynze et al. (2018) —estos autores observaron hasta 10 nudos activos en plantas
individuales en maices nativos de la raza Olotén en Totontepec— seria de 200 nudos (8 x
25=200 nudos activos). El ambito de valores observados en San Bernardino en 2024 —en
promedio de tres repeticiones— varié desde 16 hasta 123 nudos activos totales en 25
plantas ubicadas al azar. Ha de citarse que, tratdndose de poblaciones nativas de la raza
Olotén de polinizacion libre, seria de esperarse variabilidad entre plantas individuales en
cuanto a la presencia de nudos activos, que podrian ostentar desde 0 hasta mas de 10. En
la localidad Totontepec el ambito de nudos promedio de tres repeticiones fue 50 a 152.5.

Cuadro 16. Promedio de tres repeticiones de nimero total de nudos con raices adven-
ticias activas, en funcién de los tratamientos de bioinoculante y fertilizacion NPK en
San Bernardino Teotitldn de Flores Magoén y en Totontepec Villa de Morelos. Afio 2024.

Tratamiento | Inoculante N-P_O.- San Bernardino Totontepec
kI;/zlcl)a Variedad® Nu'dos A Variedad Nu'dos )
Activos?* Activos*
1 SIN 0-80-50 OA 73 OA 50
2 SIN 60-80-50 OA 76 OA 82.5
3 CON 0-80-50 OA 123 OA 82.5
4 CON 60-80-50 OA 119 OA 150
5 SIN 0-80-50 L 16 OB 52.5
6 SIN 60-80-50 L 20 OB 100
7 CON 0-80-50 L 36 OB 82.5
8 CON 60-80-50 L 70 OB 135
Tratamientos adicionales
Al CON 60-0-0 OA 92 OA 125
A2 CON 120-80-50 OA 115 OA 152.5
A3 CON 60-0-0 L 52 OB 125
A4 CON 120-80-50 L 48 OB 152.5
Promedios 70 107.5

$OA significa variedad Olotén amarillo; L significa variedad local; OB significa variedad Olotén
blanco. * Nudos activos o que fueron activos significa nimero total de nudos con raices adventicias con
exudacion de mucilago en las 25 plantas marcadas al azar a priori en cada parcela chica. Promedios de
3 repeticiones.
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No se realizaron los andlisis de varianza de la respuesta del nimero de nudos activos a los
tratamientos de parcela grande y de parcela chica. La interpretacion se hizo tentativamente
a partir de las medias de 3 repeticiones.

En la localidad San Bernardino, el promedio de 6 tratamientos (tratamientos 5, 6, 7, 8, A3
y A4) del maiz nativo local (de la raza Olotillo) fue de 40.3 nudos totales en 25 plantas,
mientras que en el maiz nativo Olotén amarillo introducido de Totontepec (tratamientos 1,
2, 3,4, A1y A2) el promedio fue 99.7 nudos, casi 2.5 veces mayor. Esta comparacion entre
variedades es ortogonal para los demas factores experimentales. La comparacién del efec-
to de bioinoculante promediado sobre sin y con la aplicaciéon de nitrégeno en la variedad
local fue diferente por un factor de 2.94 veces a favor del uso de bioinoculante (promedio
de tratamientos 5 y 6 sin inoculante comparado con el promedio de los tratamientos 7 y 8,
con inoculante). En el caso de la variedad Olotén el factor fue de 1.66 veces a favor del uso
de bioinoculante (tratamientos 1y 2 vs 3y 4). La comparacién entre el uso o no de 60 kg de
N/ha en presencia de 80 kg de P,O, y de 50 Kg de K,O/ha, sin y con bioinoculacién fue de
un factor de 1.73 a favor del uso de N en la variedad nativa local en tanto que el factor fue
de casi 1 en el maiz nativo Olotdn (tratamientos 1y 3 vs 2 y 4), esto es, que no hubo efecto.
En cuanto al uso de fésforo y potasio en presencia de nitrégeno con bioinoculante en am-
bos maices, Local y Olotén amarillo (tratamientos 4 y 8 vs A1 y A3) fue de 1.35 a favor de
la fertilizacion con fosforo y potasio. En el caso de la variedad nativa Olotén (tratamientos
4 vs A1) el factor fue 1.29 a favor del uso de fésforo y potasio.

En la localidad Totontepec se compararon dos maices de la raza Olotén, uno con grano
amarillo y el otro de color blanco. Los resultados se presentan en el Cuadro 16. El promedio
de 6 tratamientos (tratamientos 5, 6, 7, 8, A3 y A4) del maiz Olotén blanco fue 107.9 nudos
activos en 25 plantas, mientras que en el Olotén amarillo (tratamientos 1, 2, 3, 4, A1y A2)
fue 107.1 nudos activos en 25 plantas. No hay diferencia entre ambas variedades nativas
de Olotén en Totontepec. En cuanto al uso de bioinoculante el promedio de los tratamien-
tos sin bioinoculante fue de 71.25 nudos activos y 112.5 nudos activos con bioinoculante,
el factor es 1.58 a favor del uso de bioinoculante. La comparacién entre el uso o no de 60
kg de N/ha en presencia de 80 kg de P,O, y de 50 Kg de K,O/ha, sin y con bioinoculacion
fue de 66.87 nudos activos sin aplicaciéon de N y 116.87 nudos activos en respuesta a la
aplicacion de 60 kg de N/ha; el factor es 1.75 a favor del uso de N. En cuanto al uso de
Foésforo y Potasio en presencia de Nitrogeno en ambas variedades nativas de Olotén en
presencia de bioinoculante (tratamientos 4 y 8) fue 142.5 nudos activos mientras que sin
fosforo ni potasio (tratamientos A1l y A3) hubo en promedio 125 nudos activos. El factor
fue 1.14 a favor de la fertilizacién con fésforo y potasio.

6. Interaccion edafoclimatologia del caracter FBNMO.

Las observaciones sobre las siembras realizadas en tres localidades en los afios 2021 a 2024
mostraron que la variedad nativa del maiz Olotén se adapté muy bien agrondmicamente
en todas, incluyendo la resistencia a las enfermedades foliares endémicas. En cambio, la
expresion del caracter FBNMO mostré alta sensibilidad a la disponibilidad de humedad at-
mosférica particularmente, a la humedad relativa durante el periodo V10 a VR1 de la planta
(Hanway, 1966). Solamente en el ciclo PV 2024 hubo suficiente humedad atmosférica en la
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localidad Campo Experimental Valle de México (municipio de Texcoco, precipitacion pro-
medio anual de 686 mm), en tanto que en la localidad Universidad Intercultural del Estado
de México (precipitacion promedio anual de 850 mm) hubo manifestacién del caracter en
los afios 2021 y 2024 (Figura 16B). Ambas localidades se manejaron con riego, por lo que
la humedad del suelo no fue un factor limitativo del desarrollo del cultivo o la manifesta-
cion del caracter. Se observé también que en la mayoria de las plantas que exhibieron el
caracter FBNMO (raices adventicias con mucilago) se alcanzo sélo hasta el cuarto nudo,
mientras que en la localidad Totontepec Oaxaca con precipitacion igual a 1500 mm esa
actividad tipicamente se alcanza hasta entre el 8° y el 10° nudo. En la localidad San Mi-
guel Tianguizolco (municipio de Huejotzingo, Pue., con precipitacion media anual de 1270
mm) hubo suficiente humedad atmosférica en el ciclo PV 2021 para la manifestacion del
caracter FBNMO, si bien con la restriccion de alcanzar sélo hasta el 4° nudo (Figura 16A).
En todos los casos, la manifestacion del caracter mostrd una apreciable variabilidad entre
plantas, habiendo individuos que no expresaron el caracter, hasta los que se activaron las
raices adventicias y la exudacién de mucilago hasta los 4 nudos inferiores.

Desafortunadamente, no se repitieron las siembras en esta localidad en los tres afos si-
guientes.

Figura 16. Desarrollo de raices adventicias (A) en la UIEM ciclo PV 2021 y PV 2024, bajo riego y (B) raices
primarias y secundarias y exudacién de mucigel en la localidad San Miguel Tianguizolco, munici-
pio de Huejotzingo Puebla, 2021 bajo temporal.

7. Componente Socioeconomico.

Debido a malentendidos entre los objetivos del proyecto y la Universidad Auténoma Co-
munal de Oaxaca (UACO), principalmente en cuanto su parte operativa, el Rector de la
Universidad decidié dimitir del proyecto segln carta que se anexa en el Apéndice |l de este
documento. También se presenta la respuesta del responsable técnico del proyecto a ese
documento. Desafortunadamente, la Rectoria de la UACO interpreté que los objetivos y
la operacion del proyecto eran consistentes con una postura colonialista no declarada, de
imponer los conocimientos de la ciencia occidental al conocimiento de los Pueblos Origi-
narios. En la respuesta a ese comunicado el responsable técnico del proyecto argumenté
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infructuosamente que el objetivo del proyecto era complementar ambos tipos de cono-
cimientos en defensa de la biopirateria ya en proceso y en la blisqueda de la soberania y
seguridad alimentarias de México.

Desafortunadamente, no hubo respuesta de parte de la Rectoria de la UACO, lo que privd
y debilité al proyecto en cuanto a su objetivo de incluir al conocimiento de los Pueblos Ori-
ginales en la defensa de la propiedad intelectual social del caradcter FBNMO.

8. Dia de demostracion de campo a productores y a técnicos.

Evento demostrativo con productores de Totontepec Villa de Morelos, Mixe, Oaxaca. Se
llevé a cabo un evento demostrativo con productores y técnicos en la comunidad de Toton-
tepec Villa de Morelos, Mixe, Oaxaca, el 29 de octubre de 2023.

En el evento estuvieron presentes el Dr. Antonio Turrent Fernadndez, Dr. José Luis Agui-
rre Noyola, y Dr. Aarén Martinez Gutiérrez. La asistencia total fue de 33 personas entre
hombres y mujeres productoras. Estuvieron presentes representantes del comisariado de
bienes comunales entre ellos el consejo de vigilancia (Cuadro 17).

Cuadro 17. Resumen de asistencias de productores, técnicos y estudiantes en el evento
demostrativo, en Totontepec Villa de Morelos 2023.

Participacion de productores, técnicos y estudiantes

Productores Técnicos Estudiantes Mujeres Hombres Total
28 2 3 13 20 33

Primeramente, el Dr. Aarén Martinez Gutiérrez explicé la importancia de la descripcién
varietal como alternativa para la protecciéon defensiva de las variedades de maiz nativo
Olotén y el por qué es necesario el reconocimiento internacional de la propiedad intelec-
tual del caracter FBNMO del Pueblo Mixe. El Dr. José Luis Aguirre, presentd el papel de los
microorganismos del mucigel y su interaccién con la planta. Finalmente, el Dr. Turrent pre-
sentd los resultados agrondmicos del ciclo anterior y explicé las bondades del sistema milpa
intercalado con arboles frutales. Después de aproximadamente 40 minutos de platicas, se
abrid la sesion de preguntas y observaciones de parte de los asistentes. Aqui fue necesario
batallar con que la audiencia es bilinglie porque su idioma original es el Ayuujk, con casos
de poca fluidez en espanol. Hubo que ser muy claro y emplear términos que pudieran ser
entendidos. En términos generales, la discusion fue enriquecedora porque nos da la pauta
para orientar los mecanismos de proteccion del caracter de fijacion biolégica de nitrégeno.

En resumen, los asistentes al dia de campo demandaron que el propietario del caracter
fijacién de N habria de ser solo el pueblo Mixe de Totontepec, y no de la regién Mixe, por
el simple hecho de que en Totontepec fue donde realizaron las investigaciones por las uni-
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versidades extranjeras. Sin embargo, se les explicé que en Totontepec es sélo el sitio donde
se hizo se descubrimiento de la FBN amplificada en maiz, pero otros municipios de Oaxaca
y de otros estados de México, también participaron histéricamente en la domesticacién
y la amplificacion del cardcter FBN en maiz, por lo tanto, deberian ser copropietarios del
caracter. También se les explicé del por qué se tenia que registrar la variedad en el Cata-
logo Nacional de Variedades Vegetales y el nimero de firmas necesarias para su registro,
como un mecanismo de proteccién defensiva y evitar que sea patentado en otros paises
adheridos en el Acta 91 de UPOV. Los integrantes del comisariado de bienes comunales
sugirieron al final, que se revisaria la propuesta en una asamblea comunitaria para deter-
minar si aceptaban firmar o no para el registro de las variedades nativas. Por lo tanto, esta
estrategia de registrar la variedad se complicé porque no hay unanimidad en México de
quién es el propietario del caracter.

Cuando el Dr. Turrent les explicé las ventajas que tendria el sistema MIAF como una tecno-
logia adicional a lo que es el maiz fijador de nitrégeno, la siembra de arboles frutales para
proteger la erosién del suelo por la pendiente mas bien escarpada, ellos argumentan que
un productor tendria que estar en la parcela mas de 20 anos lo cual parece improbable,
porque las tierras son de uso comun es decir le pertenece a la comunidad como propiedad
comunal, lo que significa que los comuneros tienen su parcela pero no hay asignaciones
de propiedad individual. Sin embargo, ellos comentaron que es algo que pueden platicar y
resolver entre los comuneros para adoptar la tecnologia con fines de mejorar sus practicas
agricolas y produccion. Aunque también se aclaré que en la comunidad ya existen pro-
piedades privadas y estos productores se mostraron interesados en establecer el sistema
MIAF en sus parcelas ya sea de manera particular o con apoyo gubernamental. Al final se
realizé un recorrido en las parcelas y se les explicd a los asistentes del manejo agronémico
empleado en el cultivo de maiz y en los arboles frutales. Se anexan algunas fotos del dia de
demostracion de campo.

Figura 17. Fotos alusivas al recorrido de campo en Totontepec Villa de Morelos, Oaxaca, con sistema
MIAF-higo. Ladera con 30-40% de pendiente.
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La defensa de la propiedad intelectual social del caracter Fijacién Bioldgica de Nitrégeno
del maiz nativo de la raza Oloton (FBNMO), principal objetivo del proyecto que se discute
incluyd 1) la descripcion varietal del maiz nativo de la raza Oloton en Totontepec, Oaxaca, -
2) suinscripcién en el Catélogo Nacional de Variedades Vegetales en el pais y, 3) el logro del ==
titulo de Obtentor Social para la comunidad Mixe. Con este reconocimiento mas los sabe-
res de los Pueblos Originales Mixes, que habrian de estudiarse en el proyecto, se esperaba
dar un paso toral que serviria posteriormente como argumento a favor del reconocimiento
internacional de la propiedad intelectual del caracter FBNMO del Pueblo Mixe.

No fue posible seguir esa ruta debido a varios factores previamente desconocidos o in-
esperados para el equipo cientifico que disefid el proyecto: 1) Existe el “Grupo Estatal
para la Defensa de los maices Nativos de Oaxaca” (Kloppenburg et al., 2022). Este grupo
sostiene que “no se puede patentar la propiedad comunal” y que la semilla nativa y el
caracter FBNMO habrian de ser compartidos con los pueblos del mundo de manera gra-
tuita —esta posicidn es consistente con los objetivos del proyecto—. También aquel grupo
sostiene que el proceso de descripcion varietal de un maiz nativo equivale a dar un paso
hacia patentar esa propiedad comunal; 2) El gobierno Mexicano otorgé formalmente en
el afio 2015 el “Certificado de Cumplimiento con validez Internacional”, de acuerdo con
el Protocolo de Nagoya, del que México es signatario desde 2012. Este certificado per-
mite que los desarrollos cientificos que conduzcan a la obtencion de patentes rendirian
ganancias que habrian de compartirse en la proporcién de 1 a 99 (1 para el municipio de
Totontepec y 99 para Mars (Inc); y 3) la dimisidn de la Universidad Comunal Auténoma de
Oaxaca no pudo ser sustituida por otra institucion, por lo que no se realizaron los estudios
del conocimiento de los Pueblos Nativos referentes al caracter FBNM vy la tecnologia y as-
pectos culturales de los Pueblos Originales. Por lo anterior, el equipo del proyecto decidio
publicar en una revista cientifica la informacién obtenida de la descripcién varietal dando
el debido reconocimiento a los Pueblos Originales como obtentores de la variedad nativa
de maiz de la raza Olotdn que posee el caracter FBNMO amplificado. Esta informacién
guedara disponible en apoyo de alguna iniciativa posterior del gobierno de México sobre
la propiedad intelectual del caracter.

Segun se describe en el capitulo de Antecedentes de este documento, el grupo de la Uni-
versidad de California Davis ya intenté patentar en los E.E.U.U el cdédigo genético del maiz
que fija nitrogeno. Este intento fue rechazado por la razén de que ese caracter ya existe



como tal en la naturaleza. Seria necesario introducir cambios significativos a ese cddigo
para lograr una patente. Aun cuando hubiera éxito en lograrlo eventualmente el cédigo
genético original puede ser utilizado gratuitamente por productores y por programas de
gobierno. Empero, en tal caso habria que limitar su aplicacién a condiciones edafoclimati-
cas similares a las de la Sierra Mixe.

Se ha evaluado que el maiz Olotén ostenta el caracter FBNMO y que fija entre el 29% y
el 82% del requerimiento total de nitrégeno de la planta en el mucilago exudado por sus
raices adventicias en el periodo entre V10 y VR1 —etapa de 10 hojas plenamente desarro-
lladas hasta la etapa R1 (grano perla de agua)— si bien sujeto a una abundante disponibili-
dad de humedad atmosférica en ese periodo. La variabilidad en la intensidad de fijacion de
Nitrégeno probablemente se deba a que se trata de poblaciones de polinizacién libre en
las que la intencion del Mejoramiento Genético Autéctono a que han estado sujetas estas
poblaciones persigue la intensificacién de multiples caracteres que incluyen al caracter
FBNMO.

Es relevante la variabilidad observada en caracteristicas morfolégicas y fenolégicas al nivel
individual entre las 80 plantas marcadas a priori para la descripcién varietal de las varie-
dades Olotén amarillo y Olotén blanco. Son variedades de polinizacién libre y sujetas a
practicas de mejoramiento genético autdctono segun describe (Hernandez X., 1987, 1993).
Entre estas practicas estan: 1) la seleccion de semilla en el almacén de la cosecha por parte
de la mujer, 2) el intercambio de semilla dentro de la comunidad (simpétricas) e introduccién
de semillas de lugares distantes (alopatricas), en ambos casos mezclandolas con la semilla
propia y sembrandolas para propiciar su cruzamiento.

Discutiremos en conjunto los resultados de la descripcidn varietal, la experimentacién so-
bre las interacciones entre el caracter FBNMO vy la fertilizacién del suelo, el uso de bioi-
noculantes nativos y el comportamiento observado del maiz Olotén en condiciones eda-
foclimaticas distintas a las de la regidon Mixe. Esto, en referencia a la simbiosis entre la
microbiota y la planta de maiz.

Desde la domesticacién del maiz a partir del zacate nativo Teocintle, los materiales gené-
ticos de maiz fueron desarrollados por los pueblos originales durante varios miles de afos,
siendo el autoconsumo el objetivo general por lo que, ademas de adaptaciéon agrondémica
al nicho ecoldgico particular de cultivo, se buscé también calidad organoléptica —color,
olor, sabor, textura, calidad nutracéutica— acorde a su consumo cultural. Hay consenso
cientifico de que la biodiversidad del Teocintle, especie silvestre adaptada a gran parte
de Mesoamérica es la fuente muy principal de la biodiversidad del maiz nativo actual, me-
diando su compatibilidad genética, la accién humana y la movilidad de ésta en la geografia
de Mesoamérica. Este origen de la biodiversidad incluye al caracter fijacion biolégica de
nitrégeno, caracter evolutivo que también llegé al maiz con la domesticacién del Teocintle.

Muy probablemente la simbiosis entre el maiz nativo y la microbiota diazotréfica y otra mi-
crobiota también presente en la simbiosis —que aporta funciones adicionales como antibio-
sis al hongo del género Fusarium y a la microbiota oportunista, produccion de reguladores
del crecimiento y solubilizacién de fésforo mineral— es un proceso coevolutivo de ambos
simbiontes.
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Como simbionte del cardcter FBNMO el maiz realiza un conjunto de funciones necesarias
para su operacion que, incluyen por lo menos: 1) la de secrecién en la raiz de compuestos
especificos destinados a reclutar la microbiota del suelo especifica para el caracter FB-
NMO, probablemente involucrando sefnales quimicas compartidas con la microbiota por
reclutar; 2) su transporte hasta el reactor donde se realizara la fijaciéon de nitrégeno at-
mosférico; este reactor es el mucilago exudado por el sistema de raices adventicias del
maiz, aunque también lo es en el mucilago exudado en las raices en la rizésfera del suelo; 3)
producir raices adventicias a partir de la etapa V10 desde el nudo inferior del tallo de ma-
nera progresiva hacia el apice de la planta hasta alcanzar el décimo nudo o alguno superior.
En la circunferencia de cada nudo se desarrollan las raices adventicias que, al desarrollar
exudan mucilago de manera temporal. Cuando la actividad de exudacién esta en progreso,
el siguiente nudo hacia arriba inicia su desarrollo y sustituye al nudo anterior cuando éste
cesa su exudacion de mucilago. Este proceso contintia hasta cesar en la etapa VT o VR1; 4)
producir y exudar un mucilago que contiene un conjunto de carbohidratos principalmente
arabinosa, fucosa y galactosa que proporcionan la energia necesaria para la fijaciéon de
nitrogeno atmosférico (Van Deynze et al., 2018) y que contiene una baja concentracién de
oxigeno, condicidn necesaria para la accion de la enzima nitrogenasa; 5) el nitrégeno fijado
en el reactor ha de ser transportado a los érganos que lo requieren; 6) seguramente hay
otras funciones involucradas en el cardcter FBNMO que habran de ser entendidas en el
futuro préximo.

Todas estas funciones del simbionte maiz habran de ser necesariamente reguladas por un
conjunto de genes al que aqui nos referiremos como el cddigo genético del caracter FBN-
MO. Este conjunto de genes y de sus alelos —probablemente con mas de un alelo en una
fraccion importante de los genes— estructuran un caracter cuantitativo, probablemente
integrado por varios centenares de genes y sus alelos dptimos para la expresidon maxima
del caracter. La biodiversidad que caracteriza a las razas nativas mientras éstas se manejan
bajo polinizacion libre, probablemente con multi-objetivos, incluye desde el cddigo genéti-
co en el que los alelos presentes son los dptimos para la fijacion de Nitréogeno atmosférico
hasta variantes que no los retnen. Esta diversidad podria ayudar a explicar la variacién
observada desde individuos que fijan el 29% del requerimiento de Nitrégeno de la planta
de maiz hasta los que fijan el 82% de ese requerimiento, como lo observaron Van Deynze y
sus colaboradores (Van Deynze et al., 2018). Muy probablemente se podra seleccionar por
técnicas de mejoramiento genético mendeliano, subpoblaciones que retinan individuos con
la mas alta frecuencia de nudos con raices adventicias que exuden el mucilago necesario
para la expresién del caradcter FBNMO.

La clara respuesta a la aplicacién de 60kg de N/ha en el experimento conducido en el afo
2022 [Cuadro 12, ecuacion (1)] y confirmada en el experimento conducido en 2024 (Cua-
dro 17) podria deberse a un contenido limitante de nitrégeno del suelo mientras el cultivo
depende solo de ese nitrégeno en la etapa previa a la activacién del mecanismo de fijacién
de nitrogeno atmosférico (antes de la etapa V10). Los contenidos de nitratos del terreno
plano (N-NO,) y de ladera son respectivamente moderadamente bajo y medio (Cuadro
12). Otro factor que se asociaria a esa respuesta seria la heterogeneidad de la poblacion
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Capitulo 5

respecto a la expresiéon del caracter FBNMO que va desde una fraccion de la poblacion
con baja o nula capacidad hasta otras fracciones de alta a muy alta capacidad de fijacién
de nitrégeno. La respuesta al fertilizante nitrogenado se manifestoé tanto en el rendimiento
de grano (afio 2022) y probablemente en el experimento conducido en el afio 2024 —este
experimento no habia sido cosechado a la fecha de entrada a edicién de este libro— como
en el nimero de nudos activos con raices adventicias activas que exudan mucilago (Cuadro
16) en ambas localidades San Bernardino y Totontepec. Probablemente, una deficiencia de
nitrégeno en la época en que el cultivo depende sélo del nitrégeno del suelo interacciona
con la manifestacion total del caracter FBNMO.

Las respuestas en términos del rendimiento a las aplicaciones de fosforo, potasio, estiércol
de res y cal agricola fueron moderadas. El contenido de Fésforo-Bray de la capa arable del
suelo en la localidad con suelo plano es medio y en la localidad en ladera es moderada-
mente alto (Cuadro 12). Bajo el supuesto de una calibraciéon valida de los métodos el con-
tenido de fésforo asimilable (Fésforo-Bray), la respuesta moderada al fertilizante fosforico
en términos de rendimiento seria esperable en ambos casos (Cuadros 13 y 14). En cambio,
en ambas localidades los valores de potasio asimilable (muy bajo) y potasio intercambiable
(alto) estan en conflicto entre si. Segln los requerimientos de encalado de ambas localida-
des (datos no incluidos), en ambos casos se requiere la aplicacion de 6 t/ha para alcanzar la
neutralidad. Se probaron 2 y 4 t/ha en los tratamientos. La aplicacion de estiércol de 3 t/ha
interacciond positivamente con la fertilizacién de 60 kg de N/ha (Ecuacién 1).

La respuesta a la bioinoculacion fue muy clara en términos del nimero de nudos activos en
las 25 plantas evaluadas de cada parcela en ambas localidades (Cuadro 16). La variedad na-
tiva Olotén amarillo respondio a la bioinoculacién incrementando el nimero de nudos ac-
tivos en ambas localidades y a la vez, la variedad nativa Olotén blanco que sélo se sembré
en Totontepec mostré la misma respuesta. La variedad local nativa sélo sembrada en San
Bernardino también respondio a la bioinoculacién, aunque con menores nimeros de nudos
activos. Aparentemente, en todos los casos, el reclutamiento de microbiota diazotréfica del
suelo fue insuficiente para la expresion del caracter FBNMO, dada la aparente variabilidad
en sus coédigos genéticos. Se podria aventurar la conjetura de que la variedad nativa de San
Bernardino (raza Olotillo) tendria el codigo genético del caracter FBNMO mas incompleto
en cuanto a alelos 6ptimos, que la variedad introducida de maiz Olotén, y que aun ésta es
incompleta en la fraccion de alelos éptimos como expresion de la biodiversidad de las va-
riedades de polinizacion libre. En la localidad Totontepec, ambas variedades nativas Oloton
amarillo y Olotén blanco respondieron positivamente a la bioinoculacion y a la aplicacion
de NPK (tratamiento 60-80-50 vs 0-80-50).
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Resulté sobresaliente la resistencia o tolerancia de la variedad nativa Olotén a las enferme-
dades endémicas en edafoclimatologias diferentes a la zona Mixe de Oaxaca. Esto facilita
que los cruzamientos con otros materiales genéticos de maiz nativos o no, puedan realizar-
se exitosamente fuera del agronicho de la Sierra Mixe. Tal facilitara la transferencia del ca-
racter FBNMO a materiales genéticos de otras razas y de variedades mejoradas modernas.
La escasa manifestacion del cardcter FBNM observada fuera de la regién Mixe se asocio
con la baja disponibilidad de humedad atmosférica.

Es sorprendente el que los microbios asociados participan en gran medida en la determi-
nacion de la salud y el crecimiento de las plantas y estos microbios también son parte del
patrimonio nacional al ser especies bien adaptadas y a veces Unicas en las asociaciones
con las plantas. Aqui se aislaron e identificaron las bacterias asociadas al maiz Olotén, que
es extraordinario por su capacidad para promover la fijacion de nitrégeno, lo que permite
probar bacterias en sus efectos con plantas y frente a patégenos. Sin embargo, es requisito
antes de usar bacterias como inoculantes, confirmar que estas mismas no sean patége-
nos ni de plantas ni de animales. Asi, Burkholderia, micobacterias, acinetobacterias, algunas
Pseudomonas en especial P. aeruginosa, han sido vetadas para su uso en agricultura, aunque
mostraban capacidades muy buenas como promotoras del crecimiento vegetal (Tariq et al.,
2022). Para evaluar qué tan seguras son las plantas es necesario hacer pruebas fenotipicas
y genotipicas.

Entre las bacterias fijadoras de nitrégeno se encuentra Klebsiella variicola, especie que se
describié en el laboratorio de CCG-UNAM vy que debe su nombre a que se ha obtenido
de sitios diversos, tanto de plantas como de pacientes clinicos (Rosenblueth et al., 2004).
Se aislo originalmente como endéfito de tallos de platano y se ha obtenido de maiz, otras
plantas, de insectos y de heces de animales (Chelius y Triplett 2000; Martinez-Romero et
al., 2021; Montes Grajales et al., 2019). En general, las cepas hospitalarias poseen mas ge-
nes que confieren resistencia a antibioticos y de virulencia que los que se encuentran en
las K. variicola de plantas (Martinez-Romero et al., 2018). La cepa K. variicola es de rapido
crecimiento y puede ser modificada genéticamente, por lo que el grupo de Jean Michel
Ané en la Universidad de Wisconsin la ha utilizado para obtener mutantes que excretan
mas amonio y promuevan el crecimiento del maiz (comunicacién personal). Anteriormente,
una cepa de K. variicola (mal clasificada como K. pneumoniae) que se obtuvo de un maiz de
México con alta eficiencia para la utilizacion del nitrégeno, se aplicé en campos de cultivo
en EEUU con resultados favorables (Triplett et al., 2008); sin embargo, no recomendamos
Su uso porque, aunque originalmente se obtuvo de plantas y en teoria tendria pocos genes
de virulencia, en realidad no se conocen todos los genes de virulencia y tal vez si podrian
ser patégenas.
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La fijacion de nitréogeno es un proceso muy caro energéticamente y hay una hipétesis de la
“Reina Negra” que argumenta que a las bacterias no les conviene ser fijadoras de nitréogeno
porque tienen desventajas ante la comunidad microbiana por los recursos que invierten
en la fijacién de nitrégeno. La hipdtesis de la Reina Negra discute que se necesita alguna
especie fijadora para mantener a la comunidad. Llama la atencién que el mucilago del maiz
que fija nitrégeno atmosférico esté enriquecido de fijadoras de nitrégeno, ;Cémo justificar
esta redundancia funcional? Tal vez la respuesta se sitla en la defensa, la cual debe ser
variada para contender contra distintos patdgenos, esto queda por explorar. En los muci-
lagos de raices aéreas de la dama rosa (Heterotis rotundifolia) hay evidencia de la actividad
protectora de los microbios residentes frente a la invasidn por hongos fitopatégenos (Pang
etal., 2023).

Una pregunta muy importante con repercusiones biotecnolégicas es si hay respuesta a la
inoculacién (adicion intencionada) de bacterias fijadoras de nitrégeno para incrementar el
crecimiento del maiz Olotén y la productividad agricola. Se escogié junto con investigado-
res del Colegio de Postgraduados, un conjunto de bacterias fijadoras de nitrégeno y promo-
toras de crecimiento para su empleo como inoculante. Se realizaron ensayos de inoculacién
de semilla de maiz Olotén al momento de la siembra en campos en Oaxaca y los resultados
preliminares indicaron que si hubo efecto positivo en las dos variedades nativas cotejadas
en la localidad de San Bernardino (Ver Cuadro 16) y de Totontepec. Empero, la magnitud de
la respuesta fue significativamente diferente en las variedades nativas en cotejo.

Queda por analizar si las bacterias inoculadas se encuentran en el mucilago o si los efectos
son a distancia, causados por las bacterias en las raices en tierra. Para la inoculacién del
maiz Olotdn, ;seria conveniente preservar las proporciones del nimero de bacterias que se
encuentran en el mucilago? También surge la pregunta del por qué hay diversas fijadoras
de nitrégeno en una sola muestra. Distintas formulaciones de inoculantes haran de ser
probadas en laboratorio en plantas de maiz Olotdn, tanto inoculando la raiz como el muci-
lago, en camaras de cultivo con humidificadores que permitan mantener los altos niveles
de humedad que requiere la planta. De esta manera producir el mucilago y asi contar con
condiciones controladas para evaluar los efectos individuales de las bacterias del mucilago.

Cabe destacar que los estudios de las bacterias asociadas a plantas fueron pioneros en el
conocimiento de su identidad y sus funciones, y revelaron desde hace mas de 100 arios el
papel fundamental que juegan las bacterias en el desarrollo y salud de las plantas. Pero es
claro que todavia la investigacion sobre fijacién de nitrégeno tiene un amplio campo y retos
para continuar contribuyendo a la produccién agricola.

De manera complementaria y con fines futuros de manejo biotecnoldgico de las cepas
bacterianas cultivables, se logré obtener y caracterizar un germoplasma bacteriano a par-
tir del mucilago y de la rizosfera del maiz Olotdn. Estas bacterias poseen caracteristicas
fisioldgicas complementarias (fijacion bioldgica del nitrogeno atmosférico, solubilizacion de
fosfatos y produccion de indoles totales) que podrian repercutir en la nutricién y en el cre-
cimiento de este tipo de maiz.
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Las implicaciones de estas bacterias con base en sus caracteristicas para favorecer la asimi-
lacion y el aprovechamiento del nitrégeno y fésforo por las plantas, influyen ademas en sus
capacidades para inducir el crecimiento vegetativo de las plantas de maiz (Sondang et al.,
2019; Singh et al., 2015). En lo general, de las 156 bacterias identificadas a partir del muci-
lago, 93 poseian la capacidad de poder fijar nitrégeno atmosférico, 23 de solubilizar fésforo
inorganico, y 143 de producir compuestos del tipo de los indoles (auxinas) que tienen efec-
tos como fitohormonas; en tanto que, de las 302 bacterias cultivables identificadas a partir
de la rizosfera, ya sea de maiz blanco o amarillo, se detectaron 124 bacterias con potencial
de fijar nitrégeno atmosférico, 29 para solubilizar fésforo, y 179 para producir indoles.

Los resultados obtenidos en este proyecto indican que el caracter de la fijacién de nitrége-
no no es un fendmeno aislado del cédigo genético del simbionte maiz, y que requiere de la
complementariedad de actividades fisioldgicas que tienen las diversas bacterias cultivables
y no cultivables, de las cuales se han mencionado solo algunos ejemplos, y que acompafan
tanto al mucilago como a la rizosfera del maiz Olotén.

Varios aspectos se destacan en relacién con la efectividad biolégica de las bacterias aisla-
das del mucilago, en el crecimiento temprano de plantulas de maiz Olotén en condiciones
controladas. Se denota que 4 bacterias inoculadas individualmente, estimularon el creci-
miento en altura (Raoultella terrigena, Methylorubrum sp. y Herbaspirillum sp.) y en area foliar
(Sphingomonas truperi y Herbaspirillum sp.); sin embargo, la aplicaciéon de estas bacterias
como consorcios artificiales mostraron menor efectividad en el crecimiento vegetal con
respecto a su inoculacion individual, aunque su efecto fue significativamente mayor que
en aquellas plantas sin la inoculaciéon de bacterias aun con la aplicaciéon de dos dosis de
nitrégeno, 0 y 60 kg de N/ha.

Desde el punto de vista ecoldgico relacionado con su funcién y con su efecto benéfico,
se aprecia un fendmeno de competencia interespecifica entre las bacterias seleccionadas
para integrar el consorcio (indculo). Tal competencia implicd una regulacion interespecifica
(Okabe et al., 2025), lo cual es un fenémeno natural entre las cepas bacterianas (Martinez et
al., 2021). Estos aspectos o criterios son importantes de valorar al momento de seleccionar
cepas bacterianas que seran dirigidas para el manejo biotecnoldgico en la elaboracion de
indculos para su aplicacion en la agricultura (Rivera-Hernandez et al., 2024). En este caso,
los consorcios que son utilizados como inoculantes, siguen demostrando mayor efectividad
biolégica con respecto a plantas no inoculadas, al poseer diversas actividades fisiolégicas
complementarias que repercuten en el crecimiento y desarrollo vegetal, lo cual debera ser
validado considerando el manejo agrondmico que se aplica al cultivo del maiz.
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Conclusiones

La expresion del caracter Fijacion Biolégica amplificada en la raza de Maiz Olotén por lo
menos, es producto de la simbiosis entre el maiz de la raza Olotén y microbiota diazotréfica
especifica en consorcio con microbiota ubicada en el mismo mucilago-reactor que le aina-
de por lo menos funciones de antibiosis, de regulacion de crecimiento y solubilizacién de
fosforo del suelo. El Cédigo genético del simbionte maiz regula varias funciones necesarias
para la fijacién y asimilacion por la planta del nitrégeno atmosférico. Estas funciones inclu-
yen a) el reclutamiento de microbiota especifica del suelo y de la semilla por lo menos, b) el
desarrollo de raices adventicias que exudan un mucilago microaerdbico (bajo en oxigeno)
que contiene polisacaridos como fuente de la energia requerida para la reduccion del nitro-
geno inerte a su forma asimilable NH,, c) el transporte de formas asimilables de nitrégeno a
los érganos de la planta que las requieren, y d) otras funciones aun por identificar.

El Codigo genético del caracter FBNMO es aparentemente un caracter cuantitativo mul-
tigénico en el que una fraccidn de sus genes tiene mas de un alelo, generando la biodiver-
sidad que se observa en la raza nativa de maiz. Los resultados del experimento de bioino-
culacion en San Bernardino (Cuadro 16) sugieren que, si bien las dos variedades nativas
de maiz (local y Olotén amarillo) respondieron de manera positiva en el nimero de nudos
activos a la bioinoculacion, la respuesta involucra a un nimero menor de nédulos activos
en la variedad local (raza Olotillo), como si su Codigo Genético estuviera mas incompleto
de alelos 6ptimos que el de la raza Olotdn, a pesar de que éste fue cultivado en la edafocli-
matologia habitual para la variedad local. El experimento sobre bioinoculacién conducido
en Totontepec involucrd a dos variedades nativas locales Olotén amarillo y Olotén blanco.
También, ambas variedades presentaron respuestas positivas en el nimero de nudos ac-
tivos a la bioinculacion y a la fertilizacién, sugiriendo que ambos factores bioinoculacion y
fertilizacion de arranque con nitrégeno, pueden ser consistentemente requeridos en parte
de la region Mixe y otras con edafoclimatologia similar.

Los analisis microbiologicos, dependientes e independientes del cultivo en laboratorio de-
mostraron que existen bacterias que habitan el mucilago de la mayoria de los maices cul-
tivados en Totontepec Villa de Morelos. Estas bacterias fueron Pseudomonas, Azospirillum,
Sphingomonas, Herbaspirillum, Paenibacillus, Bdellovibrio y algunos rizobios. Los mucilagos
presentaron una diversidad bacteriana menor a la de los suelos, sugiriendo la seleccién de
microorganismos por parte de la planta. El origen de las bacterias necesita ser explorado
con mayor profundidad, aunque encontramos algunas bacterias del mucilago en el suelo y
en las semillas.
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Capitulo 6

Multiples funciones de promocion del crecimiento vegetal fueron detectadas en la micro-
biota del mucilago. Se demostré que la fijacién biolégica de nitrégeno puede ser llevada a
cabo por Raoultella, Phytobacter, Klebsiella, Kosakonia, Azospirillum, Rahnella y Enterobacter,
mientras que el antagonismo contra fitopatdégenos se encontré asociado principalmente
a Pseudomonas. En cuanto a la produccion de fitohormonas, Azospirillum y Herbaspirillum
fueron portadoras de genes para su produccion. Esto fue comprobado con ensayos en Ara-
bidopsis thaliana, que mostraron aumento en el desarrollo radicular en presencia de estas
bacterias.

Se aislaron 156 especies de bacterias cultivables identificadas a partir del mucilago, 93 de
ellas poseian la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico, 23 de solubilizar fésforo inorgani-
co, y 143 de producir compuestos del tipo de las auxinas. De las 302 especies de bacterias
cultivables identificadas a partir de la rizosfera, ya sea de maiz blanco o amarillo, se detec-
taron 124 con potencial de fijar nitrégeno atmosférico, 29 para solubilizar fésforo, y 179
para producir indoles.

Con respecto a su efectividad biolégica, 4 bacterias inoculadas individualmente, estimula-
ron el crecimiento en altura (Raoultella terrigena, Methylorubrum sp. y Herbaspirillum sp.) y
en area foliar (Sphingomonas truperi y Herbaspirillum sp.). Estas bacterias como consorcios
artificiales mostraron menor efectividad en el crecimiento vegetal con respecto a su ino-
culacién individual, aunque su efecto fue significativamente mayor que las plantas testigo,
aun con la aplicacién de dos dosis de nitrégeno.

Los resultados indican que el caracter de la fijaciéon de nitrégeno no es un fenédmeno ais-
lado, y que requiere de la complementariedad de actividades fisiolégicas que tienen las
diversas bacterias cultivables y no cultivables, tanto del mucigel como de la rizosfera del
maiz Olotén.

Desde el punto de vista ecolégico y funcionalidad se aprecié un fenédmeno de competencia
o regulacién interespecifica entre las bacterias seleccionadas para integrar el consorcio
(indculo). La competencia entre bacterias que se presenta en ese fenémeno, es importante
en la seleccién de cepas bacterianas dirigidas para su manejo biotecnolégico en la elabora-
cion de indéculos para su aplicaciéon en la agricultura.

Los consorcios mostraron mayor efectividad bioldgica con respecto a plantas no inocu-
ladas, al poseer diversas actividades fisiolégicas complementarias que repercuten en el
crecimiento y desarrollo vegetal, lo cual requieren de validaciéon agronémica en el cultivo
del maiz.
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Tareas pendientes y recomendaciones

La simbiosis original entre el maiz de la raza Olotén y bacterias diazotréficas amplificada

por los Pueblos Originales de México, puede alcanzar entre el 29% y el 82% del requeri-
miento de Nitrégeno de la planta de maiz, segiin fue medido en Totontepec, Oaxaca (Van
Deynze et al., 2018). El &mbito de valores es esperable dado el caracter de polinizacién libre
y dado el objetivo de los Pueblos Originales de la conservacion de la biodiversidad que
incluye a muchos otros caracteres. Seguramente que se podria seleccionar subpoblaciones
con los valores altos del caracter FBNMO. La manifestacion plena de ese caracter Fijacion
biolégica de nitrégeno en el maiz Olotén (FBNMO) tiene actualmente como requerimiento
sine que non una frecuente precipitacién en la etapa V10 a VR1 del desarrollo del cultivo.
Hay evidencias indirectas y directas de que el cédigo genético pleno original del maiz de la
raza Olotén —probablemente integrado por centenares de alelos con herencia cuantitati-
va— asociado al caracter FBNMO es heredable entre razas nativas de maiz y seguramente
que lo es también en los maices mejorados modernos.

Segulin se menciona previamente, el codigo genético original que ya existe como tal no es
patentable, como tampoco lo son otros caracteres como el Gene Opaco 2 y muchos otros
ejemplos que ya existen en la naturaleza y que fueron fijados por los Pueblos Originarios en
el maiz. Por lo tanto, su uso para mejorar la seguridad y soberania alimentaria debe ser gra-
tuito. Sin embargo, en la actualidad, el aprovechamiento del caracter FBNMO para sustituir
total o parcialmente el uso de fertilizante sintético esta limitado a las regiones humedas de
clima templado similar al de la Sierra Mixe en México y en el resto del mundo.

Un primer paso para establecer un programa en que se aproveche de manera gratuita el ca-
racter tanto en México como en el resto del mundo tiene por lo menos dos componentes: 1)
identificar aquellas regiones que cumplan con el requisito climatoldgico. Muy probablemente
las hay en México en porciones de varios Estados: Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Hi-
dalgo, Puebla y San Luis Potosi, que han de ser identificadas, asi como las superficies de estas
regiones dedicadas al cultivo de maiz. También las hay en muchas regiones del resto del mun-
do, por lo que su utilidad para reducir total o parcialmente el uso de fertilizante nitrogenado
sintético en maiz cultivado en esas regiones es muy significativa; 2) También es necesario
hacer la secuenciacién molecular para conocer con detalle las caracteristicas moleculares del
codigo genético original del cardcter FBNMO. Este conocimiento podra ser necesario como
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Capitulo 7

arma de defensa contra reclamos futuros de los consorcios transnacionales que desarrollen
patentes y reclamen el pago de regalias.

Un segundo paso a corto plazo seria poner a disposicion de los pequefios agricultores la
semilla de maiz Olotén, en un programa de intercambio de semilla como ya se ha hecho
previamente en programas de gobierno. Habria que advertir a los productores sobre la
larga longitud de ciclo del maiz Olotén y su gran porte y vigor, para lograr coincidencia
de floraciones. Ellos lo cruzarian con sus maices nativos segln el mejoramiento genético
autoctono y seleccionarian las progenies que expresaran el caracter FBNMO vy a la vez las
caracteristicas morfoldgicas y organolépticas para su autoconsumo cultural.

Otro camino con las mismas restricciones climatoldgicas seria establecer un programa pu-
blico de mejoramiento genético con el objetivo de desarrollar variedades modernas de poli-
nizacién libre o hibridos que expresen el cardcter FBNMO y ademas relinan caracteristicas
agrondmicas mas manejables y adaptadas a la intensificacion para ampliar sus rendimientos.
El programa habria de comenzar con la colecta de variedades nativas de la raza Olotén en
la Sierra Mixe, para integrar una poblacién de amplia base genética en cuanto al cédigo
genético del caracter FBNMO. Seguiria un proceso de seleccién masal de varios ciclos para
seleccionar subpoblaciones que muestren en campo el mayor nimero de nudos activos exu-
dantes de mucilago (cinco nudos por planta por lo menos). Este proceso habria de realizarse
en Totontepec para asegurarse que la edafoclimatologia no limite la expresion del caracter
FBNMO. El producto de este proceso de seleccién podria entregarse en intercambio de se-
millas con productores para que ellos realicen la transferencia del caracter. También esta(s)
poblacién(es) podrian ser usadas como donantes del caracter de fijacion de nitrogeno en su
cruzamiento con materiales genéticos mejorados tanto hibridos como variedades de polini-
zacion libre. En todos los casos, la siembra del material genético habra de acompanarse de
una baja fertilizacién de arranque (60 kg de N/ha) en la etapa V4 y de bioinoculacion previa
a la siembra. El bioinoculante incluye 6 géneros de bacterias Azospirillum, Methylobacterium,
Pseudomonas, Janthinobacterium, Rhanella y Raoultella. Estas bacterias actian en consorcio
para activar las funciones: 1) fijacién biolégica de nitrégeno, 2) estimulacion del crecimien-
to, 3) antibiosis contra Fusarium y otra microbiota oportunista, 4) solubilizacion de fosforo
inorganico.

Las areas sembradas con maiz en regiones de México que pueden tener una climatologia
similar a la de la Sierra Mixe son predominantemente de ladera y estan expuestas a la erosiéon
hidrica, si no son protegidas por practicas anti-erosivas adecuadas. El INIFAP y el Colegio
de Postgraduados han colaborado desde hace mas de 40 afios para desarrollar un sistema
tecnolégico multiobjetivo conocido como Milpa Intercalada en Arboles Frutales (MIAF) para
la agricultura en pequefo que: 1) incremente de manera significativa el ingreso familiar con
respecto al monocultivo de maiz, 2) proteja el suelo contra la erosion, 3) mantenga biodiver-
sidad, particularmente la de los materiales genéticos de maiz, frijol, calabaza, domesticados
en Mesoamérica, 4) incremente la infiltracion del agua de lluvia y 5) incremente la captura
de Carbén atmosférico (Cortés et al., 2012). Este sistema tecnoldgico fue instalado en una
parcela de Totontepec, que aparece en la Figura 17 en su primer afio 2023 de instalacion.

En las Figuras 18 y 19 se muestra el efecto del uso del sistema MIAF-chicozapote en una
ladera de 18% de pendiente de una localidad en San Andrés Tuxtla, Veracruz, después
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de 14 anos de haberse instalado. Se aprecia el desarrollo de los arboles de chicozapote
distanciados 1 m entre si en contorno, sobre los que se apoya cada ano un camellén de
rastrojo de maiz que funciona como filtro de escurrimientos del agua de lluvia. El suelo
del orden Vertisol fue roturado anualmente y cultivado con maiz entre hileras de arboles
plantados en contorno. Las hileras de arboles se distanciaron 15 m entre si, ubicAndose 12
surcos entre ellas. En este espacio se cultiva anualmente la secuencia maiz-frijol en relevo
bajo temporal. Como se ve en la misma Figura 19, se retuvo 1332 t/ha de suelo durante 14
anos, que en ausencia de la proteccion contra la erosién habrian sido perdidos, reduciendo
la productividad de la ladera y azolvando los cuerpos de agua superficiales aguas abajo. Las
laderas de las sierras que se roturan sin protecciéon contra la erosiéon tendran una vida atil
significativamente inferior a la actualidad debido a que el cambio climatico ya en proceso,
se asocia con lluvias torrenciales de mayor poder erosivo.

Al cabo de 14 afios de MIAF...

$0 rotiyo 4332 tona do material do sdefo,
equjva(gntéulss™ del feso de |acapa arable
! ¢

P,

o \ =

Figura 18. Retencidn de suelo en una ladera con 18% de pendiente en San Andrés Tuxtla, Veracruz durante
14 afios de manejo con el sistema MIAF-chicozapote. Precipitaciéon media anual de 1500 mm.

Figura 19. Parcela MIAF-chicozapote después de 14 afios de su instalacidon en una localidad de San Andrés
Tuxtla, Veracruz.
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Un tercer camino para aprovechar el caracter FBNMO es el de buscar romper la depen-
dencia de la manifestacidn de este caracter a la alta frecuencia de lluvias en la etapa del
cultivo desde V10 a VR1. Este es el camino que siguen los consorcios transnacionales con
el objetivo patentar el caracter de FBNMO que prosperara en una gran fraccion de los 330
millones de hectareas cultivadas con maiz en el mundo. Este caracter si seria patentable.
La investigacion aplicada estratégica requerida sera a plazo largo, cara en términos de con-
centracion de recursos financieros, humanos altamente especializados y con alto riesgo
de fracaso. Aunque México cuenta con esos recursos, tal vez hay otras prioridades para el
campo, como lo es el desarrollo de tecnologias de produccién de alimentos para enfrentar
el cambio climatico.

En este trabajo se encontré que el perfil de las bacterias del suelo es muy diferente al perfil
en el mucilago. Algunas bacterias del mucilago fueron encontradas en baja cantidad en el
suelo y en el mucilago, por lo que podrian provenir del suelo. ;Podrian venir de las semillas?.
Un analisis previo revelé que cada semilla de un mismo olote de un maiz nativo contiene
distintas bacterias en nimero variable (Rosenblueth et al., 2010). También de maices nati-
vos de semillas esterilizadas superficialmente y cultivados en vermiculita estéril se obtuvie-
ron metilobacterias y rizobios cuyo origen méas probable era de las semillas (Rosenblueth et
al., 2010). Aqui se obtuvieron resultados semejantes, ya que, a partir de raices de plantas
de maiz cultivadas en sustratos estériles, se aislaron cepas de Klebsiella michiganensis fija-
doras de nitrégeno que también se han encontrado en el mucilago. La polinizacién cruzada
es muy comun en los maices nativos lo que contribuiria a que cada semilla tenga diferente
padre y hasta diferente microbiota. Por otro lado, las bacterias del mucilago podrian ser
residentes endofitos de las raices aéreas y salir al mucilago cuando éste se libera. Esta es
una posibilidad por explorar. De hecho, se han obtenido bacterias endéfitas de las raices
aéreas. Aunque hay que considerar que las bacterias endéfitas a su vez pueden provenir
de la semilla o del suelo. Quizas la abundancia de estas bacterias cambie a medida que la
planta crece, desde la aparicién de las primeras raices aéreas hasta el llenado del grano. Las
respuestas a estas interrogantes nos permitirdn entender, con una mayor profundidad, la
dindmica, distribucién y heredabilidad de la microbiota asociada a los diferentes compar-
timentos asociados al maiz Olotén. Esto seria fundamental para incrementar y manipular
la fijacién biolégica de nitrégeno del maiz Olotén, e incluso transmitir estas actividades
microbianas a otras variedades productoras de mucilago.

El potencial microbiano que se aloja en el mucilago del maiz Olotén es muy amplio (Ve-
ga-Segovia y Ferrera-Cerrato, 1993), al mismo tiempo su diversidad funcional permitira en
un futuro encontrar y seleccionar diferentes cepas con capacidades fisioldgicas diferentes
a las reportas en esta investigacion, y que demostraran que los datos acumulados hasta el
momento sean considerados como limitados. Dadas las caracteristicas descritas, se infiere
gue la investigacion debe ser ampliada al estudio de los beneficios que aportan las bacte-
rias en los aspectos bioquimicos y nutricionales del maiz Olotén.

Con respecto a los microorganismos alojados en la rizosfera, se sabe que esta zona de la
planta comparte algunos microorganismos existentes en el mucilago, y que juegan un papel
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importante en la promocion del crecimiento vegetal y en especial en el beneficio sobre el
mejoramiento del caracter de la fijacidn biolégica del nitrégeno atmosférico, y en algunas
otras caracteristicas relacionadas con la propia sanidad de la planta y en la resistencia hacia
hongos (Gonzalez-Ramirez, 1994) y otros microorganismos fitopatégenos.

Las bacterias aisladas en este estudio permiten vislumbrar su potencial biotecnolégico di-
rigido a la agroalimentacién. No obstante, esto representa un compromiso de la microbio-
logia agricola. Para ello, las bacterias seleccionadas con base en sus caracteristicas fisiolo-
gicas y efectos benéficos que producen deben ser sujetas a procesos de fermentaciones
gue permitan, por un lado, optimizar la produccion de propagulos reproductivos y mas im-
portantemente, mantener las caracteristicas por las cuales las cepas fueron seleccionadas.
Esto conllevara también a la validacion de los productos inoculantes (formulaciones) que
se busca producir y aplicar en condiciones de campo, y considerando la optimizacion de
las practicas agrondmicas (fertilizaciones, uso de materia organica, encalados y aplicacién
de plaguicidas, etc.), que se utilizan en el cultivo del maiz, y otras especies de importancia
agroalimentaria.

Por lo anterior, a manera de recomendaciones, se debe continuar con el estudio de la mi-
crobiologia en general, que cohabita en el maiz Olotén, y considerando el estudio inte-
gral donde se analice la poblacion microbiana de la caulosfera (tallos), filosfera (hojas), por
ejemplo, con fines de enriquecer el conocimiento sobre el origen de las bacterias que se
han detectado tanto en el mucilago como en la rizosfera. Lo anterior permitird conocer
los eventos de sucesiones microbianas que se generan durante la fenologia del maiz y sus
implicaciones en la nutricién y sanidad.

Con relacién al germoplasma que representa el maiz con sus mas de 60 razas, es necesario
valorar aquellas razas que tienen potencial para desarrollarse y producir ante los eventos
gue influyen en el calentamiento global y en el cambio climatico, esto para que sean fuente
de mejoramiento tradicional que conlleve a la generacién de nuevas variedades de maiz
gue se adapten a estas condiciones. Para ello, la conservacién del germoplasma del maiz
nativo es un aspecto critico y necesario en México, asi como el conocimiento de su micro-
bioma integral y dirigido aquellos grupos microbianos viables con potencial para usarlos en
el sector agroalimentario (Ferrera-Cerrato et al., 2024). Por lo anterior, se podria evitar la
problematica que representa la biopirateria de materiales vegetales de importancia alimen-
taria del pais.
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*Fijacion biologica del nitrogeno en maiz de la raza nativa olotén y su aprovechamiento en Méxicos
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