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RESUMEN

El uso excesivo de fertilizantes quimicos en la agricultura ha generado graves
problemas ambientales. En el caso del cultivo de maiz (Zea mays), la alta demanda de estos
fertilizantes agrava el impacto ambiental. Una alternativa sostenible es el uso de
biofertilizantes a base de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como
Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens. Se utilizaron tratamientos con indculos de
Bacillus subtilis (T1) y Pseudomonas fluorescens (T2), para evaluar el efecto de estos en el
desarrollo vegetativo de plantulas de maiz en suelos con diferentes niveles de pH (acido 5,
neutro 6 y alcalino 8) un tratamiento con fertilizante quimico Triple 15 (T3) y un testigo (T4).
Se analizaron, porcentaje de germinacion, la masa fresca y seca y la longitud de la planta. Los
resultados mostraron que Zea mays tratada con los dos biofertilizantes tuvieron resultados
similares con el grupo control sin tratamiento, pero mejores comportamientos en suelos con
pH neutro y alcalino. Se encontrd que Bacillus subtilis fue mas efectivo en dilucion de 1072y
10*, mientras que Pseudomonas fluorescens mostrd mejores resultados en diluciones de 10°°.
Sin embargo, en suelo acidos (pH 5), la eficacia de ambos microorganismos disminuyd. El
fertilizante quimico T3 no se obtuvo los resultados esperados. Los resultados demuestran que
en condiciones de pH 5 a 8, la aplicacion de PGPR no siempre garantiza mejoras significativas
en etapas tempranas del maiz. Esto refuerza la necesidad de ajustar las condiciones

experimentales o buscar momentos mas oportunos de aplicacion para observar efectos claros.

Palabras clave: Fertilizantes quimicos, biofertilizantes, Bacillus subtilis, Pseudomonas

fluorescens, Zea mayz.



ABSTRACT

The excessive use of chemical fertilizers in agriculture has caused severe
environmental problems. In the case of maize (Zea mays) cultivation, the high demand for
these fertilizers exacerbates the environmental impact. A sustainable alternative is the use of
biofertilizers based on plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), such as Bacillus
subtilis and Pseudomonas fluorescens. Inoculants with different concentrations of these
bacteria were used to evaluate their effect on the vegetative development of maize seedlings
in soils with different pH levels (acidic 5, neutral 6, and alkaline 8). Parameters such as
germination percentage, fresh and dry biomass, and plant length were analyzed. The results
showed that both biofertilizers performed similarly to the untreated control group but
exhibited better growth in neutral and alkaline soils. Bacillus subtilis was more effective at
concentrations of 1072 and 10™*, whereas Pseudomonas fluorescens showed better results at a
concentration of 107. However, in acidic soils (pH 5), the efficacy of both microorganisms
decreased. The chemical fertilizer T3 did not yield favorable results. These findings highlight
the potential of biofertilizers as a sustainable alternative to reduce the use of chemical
fertilizers and improve soil health. Additionally, they provide key information on the optimal
pH conditions for their application in maize cultivation, with relevance to the Cesar region in

Colombia, where the environmental impact of synthetic fertilizers is an increasing concern.

Keywords: Chemical fertilizers, biofertilizers, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens,

Zea corn.
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INTRODUCCION

La creciente preocupacion por los efectos negativos del uso indiscriminado de
fertilizantes quimicos en la agricultura ha puesto en evidencia la necesidad de adoptar
practicas mas sostenibles y amigables con el medio ambiente. En los tltimos afos, el impacto
ambiental de estos productos ha generado multiples problemas, como eutrofizacion,
contaminacion de aguas superficiales y subterraneas, pérdida de biodiversidad y degradacion
del suelo (Garcia-Gonzalez et al., 2020). En este contexto, el cultivo de maiz (Zea mays), que
requiere grandes cantidades de fertilizantes quimicos para su desarrollo, ha sido un foco de
atencion debido al desgaste ambiental que conlleva (FAO, 2021; Judrez-Maldonado et al.,
2016). Seglin estadisticas globales (FAO, 2022), el uso de fertilizantes quimicos ha
aumentado significativamente, alcanzando proyecciones preocupantes para los proximos
anos.

Uno de los mayores desafios en el manejo agricola es la variacion del pH del suelo, el cual
puede influir considerablemente en la disponibilidad de nutrientes y en la actividad
microbiana esencial para el crecimiento vegetal (Brady & Weil, 2017). Los suelos 4cidos (pH
<5.5) y alcalinos (pH> 7) presentan limitaciones especificas, como la toxicidad por metales
pesados o la acumulacion de sales toxicas (Vessey, 2003; Bhardwaj et al., 2014), que afectan
negativamente el desarrollo de las plantas. Frente a esta problematica, los biofertilizantes
basados en bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como Bacillus subtilis y
Pseudomonas fluorescens bacterias ampliamente utilizadas como biofertilizantes por sus
mecanismos de accidon que promueven el crecimiento vegetal y mejoran la salud del suelo.

Bacillus subtilis es conocida por su capacidad para producir fitohormonas como auxinas y
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citoquininas, solubilizar fosforo, sintetizar antibidticos y formar biofilms que favorecen la
colonizacion de la rizosfera. Por su parte, Pseudomonas fluorescens destaca por la produccion
de sider6foros como la pioverdina, fitohormonas, antibioticos, y compuestos antifingicos,
ademds de inducir resistencia sistémica en las plantas. Estos atributos hacen que ambas
bacterias sean alternativas eficientes y sostenibles frente al uso de fertilizantes quimicos,

especialmente en contextos de agricultura ecolégica (Alvarez-Garcia et al., 2020).

La presente investigacion se centra en evaluar el impacto del inoculos basados en Bacillus
subtilis y Pseudomonas fluorescens en el desarrollo vegetativo de plantulas de maiz (Zea
mays) en suelos manipuladospara obtener diferentes niveles de pH. Este estudio tiene como
objetivo generar conocimientos fundamentales para mejorar la productividad agricola en la
region, asimismo, busca contribuir al desarrollo de practicas agricolas més sostenibles que
promuevan la salud del suelo y reduzcan el impacto ambiental asociado al uso de fertilizantes
quimicos, fortaleciendo la seguridad alimentaria y el desarrollo econdémico de comunidades

agricolas.
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1. PROBLEMA EN ESTUDIO

1.1 Titulo del estudio

Efecto de Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens en el crecimiento de Zea mays en
suelos con estrés por acidez y alcalinidad.

1.2 Planteamiento del Problema

La actividad agricola en estos ultimos tiempos viene generando preocupacion por el uso
indiscriminado de productos quimicos sin orientacion profesional, lo que conlleva graves
alteraciones ambientales al ecosistema, como la eutrofizacién, la toxicidad del agua, la
contaminacion de aguas subterrdneas y del aire, la degradacion del suelo y los ecosistemas,
desequilibrios bioldgicos y una marcada reduccion de la biodiversidad, especialmente en zonas
donde los agricultores no cuentan con asesoramiento técnico (Castillo, B., 2020). A nivel mundial,
el uso de fertilizantes quimicos alcanza los 181,9 millones de toneladas por ano (Gonzilez, P.,
2017), siendo el cultivo de maiz uno de los mas preocupantes debido a su alta demanda de
nutrientes. Una estadistica de Statista (2011) proyectd un aumento de 27,338 millones de toneladas
en el uso de fertilizantes a nivel global, con expectativas de alcanzar 27,5 millones de toneladas
para el afio 2025.

El uso excesivo de fertilizantes quimicos expone los suelos a estrés bidtico (bacterias, hongos,
protistas) y abiotico (salinidad, alteraciones de pH y presencia de metales pesados). El pH del suelo
puede oscilar entre 3.5 y 10, dependiendo de factores como la microbiota, el clima, la vegetacion,
la temperatura y las practicas agricolas como la aplicacion de fertilizantes nitrogenados o el mal

manejo del riego. En suelos alcalinos (pH > 7), se reduce la disponibilidad de nutrientes esenciales
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y se produce compactacion, dificultando el desarrollo de las raices y generando sintomas como
clorosis y acumulacion de sales toxicas. Por otro lado, el estrés por acidez (pH < 5.5) incrementa
la solubilidad de metales como el aluminio y el manganeso, provocando toxicidad que inhibe el
crecimiento radicular, disminuye la absorcion de nutrientes y afecta procesos clave como la
fotosintesis y la eficiencia en la absorcion de agua. Ademas, la acidez limita la actividad
microbiana, reduciendo la descomposicioén de la materia orgénica y la disponibilidad de nutrientes
(Cremona, M., 2020).

Frente al elevado costo econémico y ambiental de los fertilizantes quimicos, se han propuesto
alternativas sostenibles como el uso de biofertilizantes, compuestos por microorganismos
benéficos que favorecen la nutricion y el crecimiento vegetal. Entre estos destacan bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) como Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens,
que no acttan fertilizando directamente, sino bioestimulando los procesos fisiologicos de la planta,
incluso en condiciones adversas como el estrés por pH (Bhattacharyya & Jha, 2012; Bhardwaj et
al., 2014). Estas bacterias facilitan la absorcion de nutrientes, solubilizan fésforo, producen
sideroforos, promueven el desarrollo radicular y activan mecanismos de defensa en las plantas,
mejorando su desarrollo integral sin generar impactos negativos en el ambiente (Cafiizales et al.,
2024).

En el caso especifico de Valledupar, los suelos presentan una alta variabilidad en su pH debido
tanto a su composicion geologica como a practicas agricolas histdricas, lo que conlleva efectos
negativos como compactacion, toxicidad, reduccion de la microbiota benéfica, e inhibicion del
metabolismo vegetal (Universidad Nacional de Colombia, 2014). Por ello, realizar un estudio
detallado que permita identificar el comportamiento de estos biofertilizantes bajo diferentes niveles

de pH del suelo se vuelve esencial para mejorar la productividad del maiz y reducir el uso de
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insumos sintéticos. Ademads, en el contexto del cambio climatico, es crucial comprender como estas
bacterias interactiian con las plantas en suelos estresados, ayudando a conservar la salud del suelo
y mantener el rendimiento agricola (Verma et al., 2020).

El problema principal de investigacion, entonces, se enfoca en responder: ;Cual es el impacto
del uso de bacterias promotoras de crecimiento, como Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens,
en el desarrollo vegetativo en plantulas de maiz dulce (Zea mays) en suelos con diferentes niveles

de pH?

1.3 JUSTIFICACION

En Colombia, el maiz es el tercer cultivo con mayor superficie de siembra, aun asi, se
considera, el pais con mayor importaciéon de maiz en Sudamérica y el séptimo a nivel mundial.
El maiz juega un papel crucial en la alimentacion de millones de colombianos, aportando el
9% del suministro diario de energia en su dieta a través de alimentos, cada persona consume
alrededor de 30 kg de maiz al afio, lo que resalta la importancia del maiz en la dimension

social y econdmica del pais (FAO-DIAN et al., 2019).

En paises como Estados Unidos y Chile se usan 8 hectareas de suelo para producir 100
toneladas de maiz, mientras Colombia gasta 28 hectareas de suelo para producir la misma
cantidad de maiz, esto se debe a que generalmente los suelos en Colombia son deficientes en
nutrientes y las condiciones que se estan tratando los cultivos no son adecuados (Henao. F,

2020).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) ofrecen una solucion

prometedora para mejorar la productividad agricola de manera ecoldgica. Dentro de este
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grupo las mdas estudiadas y relacionadas con el crecimiento vegetal se encuentran
Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis que crecen a pH neutro (Glick, 2012; Lugtenberg
& Kamilova, 2009). Pseudomonas fluorescens, es nombrada por la produccion de compuestos
fluorescentes como la pioverdina, reside en la rizosfera, forma biopeliculas y actia
endofiticamente en las plantas (Alvarez, 2020). Asi mismo beneficia a las plantas al sintetizar
fitohormonas, vitaminas, solubilizar fésforo inorganico y la produccion de antibidticos como
el 2,4-diacetilfloroglucinol (Cano, 2011; Sanchez, 2022). Por otro lado, Bacillus subtilis, es
conocido por producir citoquininas, auxinas, siderdforos, acidos organicos, antibioticos,
promueve el crecimiento vegetal y solubilizar foésforo (Torres, 2022; Anguiano, 2020). No
obstante, la efectividad de estas bacterias promotoras de crecimiento (PGPR) puede verse
afectada por los extremos de pH del suelo, que influyen en la disponibilidad de nutrientes

esenciales.

Los suelos con pH extremo, ya sea acido o alcalino, pueden limitar la absorcion de nutrientes
y afectar negativamente la actividad microbiana beneficiosa. En cultivos como el maiz (Zea
mays), que es fundamental para la seguridad alimentaria global, es vital optimizar las
condiciones del suelo para maximizar el rendimiento y la salud de las plantas. (Pardo et al.,

2022)

Cabe resaltar que en el departamento del Cesar se han desarrollado investigaciones sobre
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) aplicadas a cultivos agricolas,
incluyendo el maiz. Un ejemplo relevante es el articulo titulado "Perspectivas del uso de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal y carboén de bajo rango en forrajes", analiza el

potencial de las PGPB como biofertilizantes en sistemas agropecuarios. Aunque el enfoque
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principal es en forrajes, los principios discutidos son aplicables a cultivos como el maiz,
especialmente en suelos con baja fertilidad. (Herrera. P, 2022)

La presente investigacion se justifica en la necesidad de generar nuevos conocimientos que
sirvan como base para futuras iniciativas cientificas en la region del Cesar, especialmente en lo
relacionado con el cultivo de Zea mays bajo condiciones de estrés abiotico. Al evaluar el efecto
de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en diferentes niveles de pH del suelo, se espera
contribuir al desarrollo de practicas agricolas més eficientes, sostenibles y adaptadas a las
condiciones locales. Este tipo de estudios no solo puede mejorar la productividad del maiz y
otros cultivos, sino también fortalecer la salud del suelo, incrementar la tolerancia de las plantas
al estrés ambiental y reducir la dependencia de insumos quimicos. En consecuencia, se generan
beneficios directos en términos de sostenibilidad agricola, impacto econémico positivo y
fortalecimiento de la seguridad alimentaria en la region, apoyando asi la transicion hacia una

agricultura mas resiliente y ambientalmente responsable.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los biofertilizantes a base de Bacillus subtilis y Pseudomonas
fluorescens sobre el crecimiento vegetativo de plantulas de maiz (Zea mays) cultivadas en
suelos sometidos a condiciones de estrés por pH.

1.4.2 Objetivos Especificos

Determinar la concentracion Optima del inoculo de Bacillus subtilis y Pseudomonas

fluorescens para su aplicacion en plantas de Zea mays, con el fin de evaluar su efecto en
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condiciones de estrés por pH del suelo.

Comparar el efecto de la inoculacidén con Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y la
aplicacion del fertilizante quimico Triple 15 sobre el desarrollo vegetativo de Zea mays, en
condiciones experimentales controladas en bolsas de vivero con suelos inducidos a diferentes

niveles de acidez y alcalinidad.

1.5 HIPOTESIS

El uso de cepas con actividad promotora del crecimiento vegetal (Bacillus subtilis y
Pseudomonas fluorescens) tiene un efecto positivo en el desarrollo morfofisioldgico temprano

de Zea mays, incluso bajo condiciones desfavorables de acidez y alcalinidad en el sustrato.
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2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de Estudio y Linea de Investigacion

La investigaciéon es de tipo experimental, se evaluaron diferentes variables,
incluyendo un testigo de manera aleatorizada, los datos seran tomados de manera cuantitativa.

Nivel: la presente investigacion es aplicada, busca generar o ampliar conocimientos
teoricos, con una aplicacion practica inmediata. Se enfoco en comprender fendémenos y
principios fundamentales.

Linea de investigacion: Bioprospeccion del programa de Microbiologia

2.2 Localizacion

Los procedimientos experimentales microbioldgicos se realizaron en los laboratorios
de Microbiologia del grupo de investigacion Parasitologia Agroecologia Milenio (PAM) de
la Universidad Popular del Cesar, la localizacion utilizada como vivero fue la Carrera 14 ClI

18-22 la granja en la ciudad de Valledupar. Este es un estudio estadisticamente experimental.

2.3 Hipotesis Nula

La aplicacion de Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens no tiene un efecto significativo
>0 = al crecimiento en las plantulas de maiz bajo condiciones de estrés de pH en el

suelo.

2.4 Hipotesis Alternativa
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Hay una diferencia significativa > o = en el crecimiento de las plantulas de maiz en los

tratamientos con Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens bajo estrés de pH en el suelo.

2.5 Variables
2.5.1 Variables dependientes:

Evaluacion crecimiento vegetativo de Zea mays: Porcentaje de germinacion (%), Altura de

la planta (cm), Masa fresca (g) Masa seca (g).

2.5.2 Variables independientes
Microorganismos: Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Se tomaron inoculos con
diferentes 102, 10, 10, fertilizante quimico: Triple 15 (NPK), nitrogeno, fosforo y potasio,

condiciones de suelo: alcalino (pH 8), 4cido (pH 5), y 6ptimo (pH 6).

2.6 Disefo Metodologico:

El presente estudio se desarrolld bajo un disefio factorial con el objetivo de evaluar el
crecimiento vegetativo de plantulas de maiz en suelos con estrés de pH, mediante la

aplicacion de biofertilizantes. Se consideraron tres factores principales:
® pH del suelo: con tres niveles (5, 6 y 8).
® Microorganismo utilizado: con dos niveles (Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens).
® Concentracion del inoculante: con tres niveles de dilucion (1072, 10y 107°).

Esto conforma un disefio factorial 3x2x3, con un total de 18 combinaciones de tratamientos

experimentales (3 pH % 2 microorganismos X 3 concentraciones).
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Ademas, se incorporaron dos tratamientos adicionales para efectos comparativos:

[1Un grupo testigo (sin aplicacion de microorganismos ni fertilizantes) en las tres condiciones

de pH.

[1Un grupo tratado con fertilizante quimico Triple 15, también aplicado en suelos con pH 5,

6yS8.

En total, se evaluaron 24 tratamientos (18 tratamientos factoriales + 3 testigos + 3 con

fertilizante).
Para el cumplimiento de los objetivos especificos se tuvo en cuenta las siguientes condiciones:

Primer objetivo especifico: Cada tratamiento se evalud con tres indculos diferentes de cada

bacteria promotora de crecimiento (102, 104, 10°)

Segundo objetivo especifico: Los tratamientos con Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens, fertilizante (Triple 15) y el testigo (sin inoculo) fueron evaluados bajo tres

condiciones de pH diferentes: acido (pH 5), neutro (pH 6) y basico (pH 8).

2.6.1 Tratamientos

En total, se evaluaron 24 tratamientos (18 tratamientos factoriales + 3 testigos + 3 con

fertilizante). (ver tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos con B. subtilis (T1), P. fluorescens (T2), Triple 15 (T3), testigo (T4), con

variables de pH y concentracion de indculo, tres replicas y cuatro pseudoreplicas.
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TRATAMIENTO PH BIOFERTILIZANTE CONCENTRACION OBSERVACION

T1 5 Bacillus subtilis 1072 —

T2 5 Bacillus subtilis 1074 —

T3 5 Bacillus subtilis 10°° —

T4 5 Pseudomonas 1072 —
fluorescens

T5 5 Pseudomonas 107* —
fluorescens

T6 5 Pseudomonas 10°¢ —
fluorescens

T7 6 Bacillus subtilis 1072 —

T8 6 Bacillus subtilis 107* —

T9 6 Bacillus subtilis 10°° —

T10 6 Pseudomonas 1072 —
fluorescens

T11 6 Pseudomonas 107* —
fluorescens

T12 6 Pseudomonas 10°® —
fluorescens

T13 8 Bacillus subtilis 1072 —

T14 8 Bacillus subtilis 1074 —

T15 8 Bacillus subtilis 10°° —

T16 8 Pseudomonas 1072 —
fluorescens

T17 8 Pseudomonas 107* —
fluorescens

T18 8 Pseudomonas 10°® —
fluorescens

T19 5 — — Testigo (sin

tratamiento)
T20 6 — — Testigo (sin

tratamiento)
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T21 8 — — Testigo (sin
tratamiento)

T22 5 Triple 15 — Fertilizante quimico

T23 6 Triple 15 — Fertilizante quimico

T24 8 Triple 15 — Fertilizante quimico

Fuente: Paula Insignares Hernandez
Eltriple 15 se adiciono a partir de la concentracion establecida en la ficha técnica del empaque,
en los suelos con pH 5, 6, y 8 con tres repeticiones establecidos, y un total de 9 unidades
experimentales. Las plantulas testigos fueron expuestos a los diferentes suelos conpH, 5,6y 8y

no se expondrd a ninguno de los inoculantes bacterianos, ni fertilizante quimico.

2.6.2 Unidad Experimental:

Se utilizo bolsas de vivero de 9 x 18 cm en las cuales se sembraron cuatro semillas de maiz
forrajero y se aplicaron los tratamientos descritos en la (Tabla 2).
2.6.3 Preparacion medio de cultivo y repique B. subtilis y P. fluorescens

Se prepar6 agar y caldo nutritivos para (B. subtilis y P. fluorescens), se esterilizo en

autoclave a 121°C durante 15-20 minutos. La cepa de B. subtilis fue proporcionada de la
Universidad Popular del Cesar y la cepa P. fluorescens fue donado por parte del programa de
BLC de la Universidad de Santander campus Valledupar, para activar las bacterias y repicar,
se sembrd por la técnica de agotamiento y se dejo incubar durante 24 h a 25°C. Ambas cepas
(B. subtilis y P. fluorescens) han sido previamente evaluadas por su capacidad para promover
el crecimiento vegetal y mejorar la salud del suelo. Se sabe que tienen efectos beneficiosos al

aumentar la disponibilidad de nutrientes, mejorar la estructura del suelo, y proteger a las
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plantas de patdgenos. Estas propiedades hacen que estas cepas sean candidatas ideales para
su aplicacién en la agricultura, particularmente en el contexto de practicas agricolas
sostenibles que busquen reducir el uso de fertilizantes y pesticidas quimicos.

2.6.4 Preparacion del inoculo

Se tomo una pequefia porcion de las bacterias con asa estéril y se inoculo en dos tubos con
20 ml de caldo nutritivo (B. subtilis y P. fluorescens). La incubacion se realizé en un frasco
agitador orbital a 150 rpm y una temperatura adecuada (entre 25-30°C) durante 24 horas.

2.6.5 Preparacion de diluciones

La dilucion inicial se realizé tomando una alicuota del cultivo bacteriano de 2.2 ml luego
se transfiri6 a un tubo de ensayo con 20 ml de agua peptonada, para una dilucion de 10-1. Se
realizaron diluciones seriadas (1:10) para obtener una serie de diluciones decimales de 102,

10 hasta llegar a la dilucion 107, para posteriormente ajustar la concentracion.

2.6.6 Determinacion de la concentracion de bacterias

Se aplico el método de cultivo en placa para recuento celular, se va a transferir una alicuota
(100 ul) extendida con asa digralsky de las diluciones 10, 10, 10 por triplicado en agar
nutritivo, se incub6d a 25°C durante 24h, posteriormente se contd las colonias aisladas. El
calculo de la densidad celular se obtuvo a partir del nimero obtenido en el conteo de las

colonias, se calculd la concentracion celular de la dilucion que se desea utilizar con la

siguiente férmula: Concentracion (UFC/mL) Colonias contadas/

Volumen sembrado (mL)x FD
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2.6.7 Preparacion de la semilla e inoculacion

Se tomaron 288 semillas de maiz forrajero, se desinfectaron con alcohol al 70% durante 1
minuto, y se pasaron por agua estéril 3 veces, se dejaron secar en cabina de flujo laminar.
Para la inoculacion se tomaron 20 ml de cada dilucion y se afiadié 15 semillas se dejaron
reposar durante 40 minutos para los T1 y T2, las semillas se dejaran reposar durante 1 hora

para la siembra.

3.6.7 Preparacion del suelo

Se recolectaron 79 kg de suelo arcilloso, el cual no fue sometido a procesos de
esterilizacion con el fin de preservar sus propiedades naturales, tales como la estructura fisica,
el contenido de materia organica, la microbiota nativa y su capacidad de intercambio cationico.
Estas caracteristicas son fundamentales para mantener las condiciones reales del suelo y
garantizar la interaccion adecuada entre los biofertilizantes aplicados y el entorno edéfico,
posteriormente se prepard un sustrato en donde 60% de suelo y 40% de bocashi (abono
organico) para obtener un 100% de sustrato para los tratamientos. Se utilizo esta mezcla de
sustrato ya que los suelos arcillosos retienen agua y limitan la oxigenacion, al agregar materia
organica evita el encharcamiento, facilito estabilizar el pH a valores de pH 5, pH 6 ypH 8 y
poder reproducir condiciones entre tratamientos similares. La adicion de triple 15 (T3) se
realiz6 directamente al suelo seglin las recomendaciones de la ficha técnica, 2 gramos por kilo.
Se tuvo en cuenta que mas adelante pudo ser una limitacién metodolégica, ya que no se evalud

el NPK antes de la adicion del triple 15 como fertilizante quimico.

3.6.9 Medicion de pH del suelo y preparacion de soluciones acidas y basicas
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El pH del suelo fue determinado a partir de una muestra de 50 g de suelo, a la cual se le
anadio agua destilada (150 ml). La mezcla se agitacion y se dejo reposar durante 20 minutos
para permitir la sedimentacion de particulas gruesas. Posteriormente, se midid el pH del
sobrenadante utilizando un pH-metro, lo que permitié clasificar el suelo segin su acidez:
neutro, acido o basico.

Para inducir condiciones de estrés por pH en los tratamientos experimentales, se utilizaron
dos soluciones ajustadoras:

Solucidn acidificante con vinagre (4cido acético): El vinagre, con un pH entre 2.5 y
3.0, fue utilizado para reducir el pH del suelo. El uso acido acético tiene un efecto acidificante
temporal sin dejar residuos toxicos, En condiciones normales, el pH puede bajar
inmediatamente tras aplicar vinagre, pero en 5—7 dias empieza a recuperarse. En algunos casos
controlados y sin lluvias o riegos excesivos, puede durar hasta 10—12 dias, pero 18 dias seria
excepcional y probablemente con un efecto ya muy reducido (Reddy & DeLaune, 2008).
Estudios previos han demostrado que soluciones de vinagre al 1-5 % (v/v) son efectivas para
simular condiciones de acidez y evaluar respuestas de plantas y microorganismos a cambios
en el pH (Smith et al.,, 2014). Para los tratamientos, se prepararon soluciones con agua
destilada y vinagre hasta alcanzar un pH objetivo de 5.0.

Solucién alcalinizante con carbonato de calcio: para incrementar el pH, se empled
carbonato de calcio (CaCO:s), que tiene un pH alrededor de 10. Se prepararon soluciones con
agua destilada hasta alcanzar un pH objetivo de 8.0.

Una vez preparadas las soluciones de vinagre y carbonato de calcio, se aplicaron sobre el

suelo seleccionado para cada tratamiento. Posteriormente, se verifico el pH final de cada muestra
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mediante el pH-metro, siguiendo el procedimiento descrito previamente. Esta metodologia se

realiz6 en el laboratorio ya que era necesario realizar la siembra inmediatamente.

3.6.10 Siembra

La siembra de las semillas de maiz forrajero se realizd de manera manual en condiciones
de laboratorio ya que las semillas debian ser inoculadas, en cada bolsa de vivero con suelo
preparado, se colocaron 4 semillas a 1 cm de profundidad para todos los tratamientos. Las
bolsas ya rotuladas se ubicaron de manera aleatoria. El porcentaje de germinacion se

garantizo al 100%

3.6.11 Riego

Elriego se realizé cada 2 dias en etapa de germinacion y luego cada 3 dias para las plantulas,

el riego se realizo por aspersion para todos los tratamientos.

2.7 Unidad de analisis

2.7.1 Toma de datos

Todos los tratamientos (indculos bacterianos, fertilizante Triple 15 y testigo) fueron
evaluados para comparar su efecto en el crecimiento de Zea mays bajo condiciones de acidez
y alcalinidad. Las variables de respuesta consideradas fueron: porcentaje de germinacion
(calculado mediante el conteo de semillas germinadas), longitud de la planta (cm), medida
con cinta métrica desde la base del tallo hasta el apice), masa fresca (MF) se extrajeron
plantulas, se limpiaron las raices y se peso en una balanza, la masa seca (MS) se tomaron las
plantulas y se secaron en un horno a 60 grados durante 24 horas. El porcentaje de germinacion

se determino al 3 dia, y las mediciones se realizaron en los dias 6, 12 y 18 después de la
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siembra (DDS), todos los datos fueron tomados indivualmente, y para el analisis si tomo el

promedio de las repeticiones.

2.7.2 Analisis Cualitativa del impacto del pH en el desarrollo de plintulas de maiz

tratados con inoculos bacterianos

Al dia 18 después de la siembra se realizd un analisis cualitativo para determinar la
influencia del pH en el desarrollo de las plantulas de maiz, considerando los diferentes
tratamientos aplicados. Este andlisis se centrd en la observacion visual y la identificacion de
posibles deficiencias nutricionales, amarillamiento el las hojas, marchitamiento, y clorosis,
baja disponibilidad de nitrogeno, fosforo y potasio y signos de estrés en las plantulas,

relacionados con las variaciones de pH.

2.7.3 Extraccion de plantulas

Se realiz6 la extraccion al dia 18, se peso las plantulas recién extraidas para determinar la
masa fresca (MV) y la masa seca (MS) se tomaron las plantulas y se secaron en un horno a 60

grados durante 24 horas.

2.7.4 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias porque ayudo analizar el efecto
de dos factores independientes sobre una variable dependiente cuantitativa, y también
determinar si existe una interaccion entre esos factores diferentes variables evaluados.
Posteriormente, se aplicd la prueba post hoc de Tukey ya que permitid comparar las
diferencias entre todas las combinaciones posibles de los grupos evaluados. Se consider6 un

valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo. Todos los andlisis se llevaron a cabo
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utilizando el software GraphPad Prism 10 (©2023 GraphPad Software).

Cada condicion dentro de un tratamiento fue evaluada mediante tres réplicas, y cada
réplica incluy6 cuatro pseudoreplicas. Los resultados se expresaron como el promedio

aritmético + desviacion estandar o, en su caso, como la mediana + error estandar.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Determinacion de concentracion de inoculos

Tras la siembra de los microorganismos, se observd un crecimiento bacteriano abundante, con
recuentos de colonias que superaban el umbral de cuantificacion directa. Por esta razon, se opto
por expresar los resultados a partir de diluciones seriadas realizadas durante la fase exponencial de
crecimiento, especificamente a las 24 horas de incubacion. Durante el cultivo bacteriano, es comun
obtener recuentos "demasiado numerosos para contar cuando los microorganismos se encuentran
en la fase exponencial de crecimiento, caracterizada por una rapida duplicacion celular bajo
condiciones Optimas. Este crecimiento acelerado puede resultar en la formacion de colonias
sobrepuestas o confluyentes, lo que impide una cuantificacion precisa mediante el conteo directo
en placa. (Madigan, Bender, Buckley, Sattley, & Stahl, 2018. Se recomienda el uso de
espectrofotometria para determinar la concentracion del indculo bacteriano, ya que permite
mediciones rapidas, precisas y en tiempo real de la densidad celular (absorbancia a 600 nm),

facilitando un mejor control en la aplicacion del tratamiento (Madigan et al., 2015)

3.2 Porcentaje de germinacion en Zea mays en (T1, T2, T3 yT4)

La inoculacién con Bacillus subtilis (T1) promovié una germinacion elevada en todas las
condiciones de pH, siendo més efectiva en pH neutro y ligeramente acido. En pH 8, alcanzé un
92% de germinacion en diluciones 102 y 10, disminuyendo a 67% en 10°°. En pH 6, la
germinacion oscild entre 75% y 100%, mientras que en pH 5 fue mas variable, con una drastica
caida al 17% en 107¢. Estos resultados coinciden con lo reportado por Jiménez-Delgadillo et al.
(2018), quienes encontraron que el crecimiento de cepas de B. subtilis ocurre Optimamente entre

pH 5 y 8. Ademads, Gonzélez, Martinez y Rodriguez (2020), en Acta Agronomica, sehalaron que
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las semillas de maiz inoculadas con cepas de Bacillus alcanzaron 100% de germinacion, frente al

50% del control, con mejoras en el indice de germinacién y vigor de plantulas.

El tratamiento con Pseudomonas fluorescens (T2) también mostr6 resultados positivos frente al
testigo (T4), con 92% y 100% de germinacion en pH 8 (diluciones 1072y 107), y 83%-100% en
pH 6. En pH 5 la eficacia disminuyd, alcanzando solo 75% en 1072y 58% en 107°. Esto sugiere que
su actividad es mayor en pH neutros o ligeramente alcalinos, lo cual se explica porque P.

fluorescens no crece bien en ambientes acidos (Pueyo, 2014).

Al comparar T1, T2 y T4, se observa que los tratamientos con bioinoculantes superan
consistentemente al testigo en pH 6 y 8. Aunque en pH 5 las diferencias fueron menores, T1y T2
mantuvieron ventajas. De forma similar, investigaciones en otras especies como frijol y banano
también han demostrado efectos positivos del uso de B. subtilis y P. fluorescens en el crecimiento

vegetal, incluyendo hasta un 66,7% de germinacion (Higuita, Ana, 2019).

En contraste, el tratamiento con fertilizante quimico Triple 15 (T3) mostrd bajos porcentajes de
germinacion: 25% en pH 8, 33% en pH 6 y 0% en pH 5. Esto refleja su baja eficacia, especialmente
en condiciones acidas. Bacilio (2021) evidenci6é que semillas tratadas con cepas de Bacillus y
Pseudomonas superaron ampliamente los resultados obtenidos con fertilizantes quimicos,
alcanzando 42,30% de germinacion. Ademds, el mal uso de fertilizantes puede generar
fitotoxicidad o aumentar la salinidad del suelo, afectando negativamente la germinacién. Casos
similares se han registrado con sustancias como el cido giberélico, que no mostré efectos positivos

en la germinacion de semillas de moringa (Lopez, 2028). Por estos motivos, T3 fue descartado de
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los analisis posteriores, resaltando la importancia de evaluar su impacto antes de su aplicacion en

campo.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion en semillas de maiz con T2, T3 vs T4 al dia 3.

3.3 Masa fresca en plantulas de Zea mays en (T1, T2 y T4).

En la variable de masa fresca, los tratamientos con bioinoculantes (T1 y T2) mostraron mejores
resultados en comparacion con el testigo (T4), especialmente en suelos con pH neutro o
ligeramente alcalino. El tratamiento T1 (Bacillus subtilis) presentd valores de masa fresca de 9.8 g
y85genpH8,y9.17gy 7.1 genpH 6. En pH 5, aunque se observo un rango amplio (de 6.17 g
hasta 12.2 g), también se present6 una disminucion dréstica en una de las repeticiones (2.53 g), lo
que refleja una mayor sensibilidad del tratamiento a condiciones acidas. Este comportamiento
puede explicarse con base en lo sefialado por Glick (2012), quien destaca que las bacterias PGPR,
como Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense y Bacillus subtilis, promueven el
crecimiento vegetal al mejorar la absorcion de nutrientes esenciales como nitrégeno, fosforo y
potasio, ademas de solubilizar fosfatos, lo que favorece el incremento de la biomasa y, por tanto,

la masa fresca.

El tratamiento T2 (Pseudomonas fluorescens) también tuvo un efecto positivo en la biomasa. En
pH 8, se obtuvieron 9.167 gy 7.97 g, yenpH 6, 11.1 gy 7.96 g. En pH 5, los valores disminuyeron
a4.8 gy 6.17 g, evidenciando una menor eficacia bajo acidez. Esto concuerda con estudios de
Beneduzi et al. (2012) y Rajkumar et al. (2010), quienes demostraron que P. fluorescens incrementa
la absorcion de nutrientes y la produccion de fitohormonas como auxinas y siderdforos, factores
que promueven el desarrollo vegetal. Sin embargo, la menor biomasa obtenida en pH 5 se relaciona

con lo sefialado por Compant et al. (2010), quienes afirman que la actividad de Pseudomonas se ve
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afectada negativamente en ambientes acidos, disminuyendo su capacidad de promover el

crecimiento.

En cuanto al tratamiento testigo (T4), no se observaron diferencias significativas con respecto a T1
y T2. No obstante, en todos los casos se evidencié una disminucion general de la masa fresca en
pH 5, lo que sugiere que el pH acido representa una condicion limitante para el crecimiento, incluso
en ausencia de tratamientos. Esto refuerza la conclusion de que tanto Bacillus subtilis como
Pseudomonas fluorescens son mas efectivos en pH neutros o ligeramente alcalinos, mientras que
en suelos acidos su efecto es limitado, especialmente si la concentracion del agente biologico es
baja.
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Figura 4. Masa fresca en (T1 vs T4) aplicado en Zea mays, dia 18 de extrancion de plantulas.
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Figura 5. Masa fresca en (T1 vs T4) aplicado en Zea mays, dia 18 de extrancion de plantulas.

3.4 Masa seca en plantulas de Zea mays en (T1, T2 y T4).

En los tratamientos con bioinoculantes, T1 (Bacillus subtilis) presentd su mayor masa seca en
pH 5 y diluciéon 10 con 2,8 g, y la mas baja en la misma condicion a 1076 (0,37 g). EnpH 6y 8,
los valores fueron mas estables (hasta 2,4 g en pH 8 a 1072). Esto refleja que B. subtilis puede
adaptarse al estrés, como lo sefiala Abreu et al. (2015), quienes observaron aumentos de 30-40%
en masa seca en tomates tratados con esta bacteria bajo estrés salino, debido a una mejor absorcion

de agua y nutrientes.

T2 (Pseudomonas fluorescens) mostrd su mejor resultado en pH 6 con 10 (2,33 g) y también
buenos valores en pH 8 (2,2 g con 107°), indicando que estos pH favorecen su accién. Aunque los
resultados fueron similares a T4 (testigo) en varias condiciones, T1 tendi6 a superar a T4. Esto
concuerda con estudios como el de Ana, De Silva (2020), donde la co-inoculacion con B. subtilis
y P. fluorescens aumentd la masa fresca de raices en zanahorias hasta en 81.8%, y con P.

fluorescens sola hasta en 70%. Asimismo, Renne Pérez (2021) reportd aumentos del 79.5% en la
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masa seca aérea y 71% en la raiz del maiz con estas rizobacterias, gracias a mecanismos como la

fijacion de nitrogeno y la produccion de fitohormonas.
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Figura 5. Masa seca en (T1 vs T4) aplicado a Zea mays, dia 18 de extraccion de plantulas.
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3.5 Longitud de plantula Zea mays en (T1, T2 y T4).
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En cuanto a la longitud de plantulas de Zea mays, tanto T1 (Bacillus subtilis) como T2
(Pseudomonas fluorescens) mostraron crecimientos progresivos en todos los pH evaluados. En T1,
la diluciéon 10~ con pH 5 presentd el mayor crecimiento (34 cm a los 18 dias), mientras que la
dilucién 107¢ en ese mismo pH no mostré desarrollo. En pH 8 y 6, el crecimiento fue més uniforme,
destacando nuevamente 10~*. Estos resultados coinciden con lo reportado por Kumar et al. (2020),
quienes sefialan que B. subtilis mejora la absorcion de nutrientes y estimula el alargamiento vegetal
mediante fitohormonas como el IAA. Sin embargo, estudios como el de Vessey (2003) indican que

Bacillus presenta menor actividad en pH écidos, lo cual explica la ineficacia de 10 en pH 5.

En T2, se observaron resultados favorables en pH 6 y 5, especialmente en las diluciones 1072y
107¢. En pH 8, 107¢ alcanz6 32,5 cm a los 18 dias. Esto se relaciona con la adaptabilidad de P.
fluorescens en medios alcalinos y su capacidad de producir metabolitos antifingicos, como se
describe en Rodriguez V. (2008). En pH 6, todas las diluciones mostraron buenos resultados,
destacando 10~ (32 cm), lo cual es consistente con lo reportado por Compant et al. (2005), donde
se evidencia que P. fluorescens promueve el crecimiento vegetal mediante la solubilizacion de
fosfatos y produccion de sideroforos. En pH 5, T2 también fue eficaz, aunque la variacion en el
crecimiento sugiere influencia del pH y la concentracidon bacteriana, como lo sefialan Martinez

Moreno (2015) y Glick (2012).

En todas las condiciones, el testigo T4 mostr6é un desarrollo similar o incluso superior en ciertas

etapas, especialmente al dia 18. Por ejemplo, en pH 6, T4 alcanz6 27,5 cm, equiparandose a T1
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(107*). Esto indica que, aunque hubo tendencias positivas en T1 y T2, no se encontraron diferencias

significativas frente al testigo. Ademads, como concluyen estudios en cebada (Hordeum vulgare L.,

2023), la respuesta a biofertilizantes puede variar segiin la especie vegetal y las condiciones

ambientales, lo cual explica la variabilidad observada en este ensayo.
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Figura 7. Graficas Longitud de la plantula T2 vs T4 dias 6, 12, 18 D.D.S

3.6 Caracteristicas cualitativas observadas en plantulas de Zea mays durante el ensayo.

Todas las plantulas de los tratamientos T1, T2 y T4 presentaron lesiones, manifestadas por el
amarillamiento en las puntas y necrosamiento, desde el dia 6 D.S. hasta el dia 18 D.S., momento
en el cual dejaron de crecer. Se determind que la causa principal de esta sintomatologia
fue la deficiencia de nutrientes esenciales, como magnesio, nitrogeno y potasio. A partir del dia
12 D.S., las plantulas de maiz comenzaron a mostrar un marchitamiento visible en hojas y tallos,
aunque sin signos de sequedad. Ante esta situacion, se consideraron otras posibles causas del
marchitamiento y la clorosis observada. De acuerdo con investigaciones previas, este fendmeno
puede atribuirse al estrés hidrico, como lo menciona Avendafio Carlos (2018). Este autor sefiala
que cuando el suelo no retiene suficiente humedad, las plantulas pierden turgencia, lo que

conlleva a una reduccidn del crecimiento y al marchitamiento, reforzando asi esta hipdtesis.

Por otro lado, también se evalud el efecto del exceso de agua, el cual puede provocar
pudricion radicular. Sin embargo, en las plantulas analizadas no se evidencio esta condicion,

por lo que se descarté como causa del marchitamiento.

Ademas, otros factores, como la calidad del suelo, pudieron haber influido en el desarrollo de
las plantulas. La deficiencia de nutrientes esenciales, como nitrogeno y fosforo, o un pH
desfavorable, pueden inhibir el crecimiento del maiz, tal como lo menciona R. Kasten

Dumroese (2014). Asimismo, la temperatura juega un papel crucial en el desarrollo del
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cultivo. Segun José A. Laynez-Garsaball (2008), las condiciones Optimas para el crecimiento
vegetativo del maiz oscilan entre 18 y 24 °C. Cuando las temperaturas superan este rango en
etapas tempranas, pueden provocar clorosis, marchitamiento estructural y reduccion del
crecimiento. En este experimento, las plantulas fueron sometidas a temperaturas entre 30°C
y 37°C, valores que corresponden a las condiciones ambientales de la ciudad de Valledupar.
Estas variaciones abruptas o temperaturas suboptimas pueden inducir estrés en las plantas

jovenes, lo que afect6 su desarrollo.
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4. CONCLUSION

El comportamiento de las plantulas en términos de germinacidon, masa y longitud fue similar
entre las diferentes diluciones de B. subtilis y P. fluorescens respecto al testigo. Solo la

dilucién 10¢ de B. subtilis a pH 5 mostrd una reduccion en las variables evaluadas.

El fertilizante Triple 15, mostrd una menor eficacia en la germinacion de semillas en pHS y

pHS8 en comparacion con los tratamientos con B. subtilis, P. fluorescens 'y el testigo.

B. subtilis y P. fluorescens promovieron la germinacion y crecimiento de Zea mays en pH

neutro (6) y alcalino (8) en condiciones similares a las observadas en el grupo testigo.

No hubo diferencias significativas entre ambos biofertilizantes y el grupo testigo en los

resultados obtenidos en masa fresca 'y seca a pH 5,6 y 8

En cuanto a la longitud de las plantulas, se observé que T1y T2 promovieron un crecimiento
progresivo a lo largo del tiempo, especialmente en pH 6 y 8, con diferencias en la
concentracion optima dependiendo del tratamiento. La mayor elongacion de las plantulas en
estos pH indica que ambas bacterias favorecen la absorcion de nutrientes y la produccion de

fitohormonas, promoviendo un mejor desarrollo radicular y aéreo.

El tratamiento testigo (T4) no mostrd diferencias significativas con T1 y T2 en algunas
variables, pero en términos generales, la aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) resulté en un incremento en la biomasa y la germinacion. Ademas, los
resultados coinciden con estudios previos que han demostrado la capacidad de B. subtilis y

P. fluorescens para mejorar la absorcion de nutrientes, la tolerancia a estrés ambiental y el
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desarrollo de cultivos agricolas. Estos hallazgos refuerzan la importancia del uso de
microorganismos benéficos como alternativa biotecnologica para mejorar la produccion
agricola de manera sostenible. Sin embargo, se recomienda seguir investigando la interaccion
de estos microorganismos con distintos factores ambientales, asi como su efecto a largo plazo
en la productividad de los cultivos. En T3 sugiere que su aplicacion no favorece el desarrollo
inicial de Zea mays y podria generar efectos adversos, como fitotoxicidad o aumento de la
salinidad del suelo. Dado el bajo desempefio de T3, se excluyd de andlisis posteriores,
resaltando la necesidad de evaluar el impacto de los fertilizantes antes de su aplicacion a gran

escala para evitar efectos negativos en la agricultura.

5. RECOMENDACIONES
Para mejorar la precision y reproducibilidad del conteo celular en placa, se sugiere
estandarizar rigurosamente las condiciones de trabajo, incluyendo el uso de micropipetas

calibradas, medios de cultivo frescos y homogéneos, y una agitacion adecuada del inéculo
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antes de cada dilucion. Ademas, implementar controles negativos y positivos permite validar
el procedimiento y detectar posibles contaminaciones o errores técnicos. La capacitacion del
personal en la técnica de siembra (por estria, vertido o extension) también es esencial para
evitar sesgos por manipulacion inadecuada. Se recomienda realizar estudios complementarios
que analicen cémo el pH del suelo influye en la eficacia de Bacillus subtilis y Pseudomonas
fluorescens, especialmente en suelos con pH entre 6 y 8, donde se ha observado una mayor
germinacion y desarrollo de Zea mays. Asimismo, es necesario investigar el comportamiento
de estos microorganismos en suelos acidos (pH < 5), evaluando la efectividad de enmiendas
como cal agricola o materiales alcalinizantes en la mejora de la actividad microbiana y en el
crecimiento del cultivo. También se sugiere profundizar en estudios que determinen la
concentracion optima del indculo microbiano en funcién del tipo de suelo y las condiciones
ambientales, mediante ensayos controlados y pruebas de campo, para maximizar los
beneficios agrondmicos. Ademas, se propone evaluar la integracion de estos biofertilizantes
en practicas agricolas sostenibles y medir su impacto en la reduccion del uso de fertilizantes
quimicos, el costo de produccion y la salud ambiental. Finalmente, se considera fundamental
establecer protocolos de monitoreo en campo para estudiar de forma sistematica la
germinacion, biomasa y crecimiento del maiz inoculado, asi como la deteccion de posibles
signos de estrés o deficiencia nutricional, con el fin de ajustar las estrategias de manejo y
validar la efectividad del tratamiento en diversas condiciones agroecoldgicas. Se sugiere
investigar la interaccion de estos microorganismos con otros factores como el tipo de suelo,
la disponibilidad de agua y la presencia de otros microorganismos benéficos o patégenos.
También seria util evaluar el efecto de estos bioinoculantes a largo plazo para validar su

impacto en el rendimiento final del cultivo.
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