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RESUMEN EJECUTIVO

La sequia representa la principal amenaza abiotica para la seguridad alimentaria global,
impactando drasticamente la productividad del maiz (Zea mays). Frente a este desafio, el uso de
microorganismos benéficos asociados a la rizosfera emerge como una estrategia biotecnologica clave.
El presente proyecto de investigacion se propuso como objetivo analizar el efecto de la aplicacion de
una comunidad microbiana nativa de un suelo con historial de sequia en la arquitectura del sistema
radicular (RSA) del maiz bajo estrés hidrico. La metodologia se implementd bajo condiciones
controladas de invernadero, con un disefio experimental que involucr6 el ensayo de tratamientos
inoculados con la comunidad microbiana nativa en comparacion con controles estériles, todos
sometidos a la suspension de riego al alcanzar el estado fenologico V5. El estudio se centré en
determinar los pardmetros de la arquitectura radicular mediante analisis de imagenes (Rhizo Vision
Explorer e Imagel) para cuantificar la plasticidad morfologica y anatomica. Los resultados demostraron
que la inoculacion mitigd el estrés hidrico al actuar como un bioestimulante al incrementar el vigor
temprano de la planta. Bajo sequia, las plantas inoculadas mantuvieron una estrategia de evitacion,
sosteniendo la homeostasis hidrica foliar. Esta tolerancia fue sustentada por una plasticidad fenotipica
que aumento la profundidad de enraizamiento y en la longitud total de las raices laterales. Crucialmente,
se indujo una adaptacion hidraulica que se manifestd en la expansion de los vasos del metaxilema,
asegurando la conductividad axial y permitiendo un equilibrio 6ptimo en la relacién Raiz vs Brote. Se
concluye que la comunidad microbiana confiere una plasticidad integral benéfica a las plantas bajo

déficit hidrico.

Palabras clave: Zea mays, arquitectura radicular, microbioma nativo, estrés hidrico, plasticidad

fenotipica, metaxilema.
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ABSTRACT

Drought represents the main abiotic threat to global food security, drastically impacting maize
(Zea mays) productivity. Faced with this challenge, the use of beneficial microorganisms associated
with the rhizosphere emerges as a key biotechnological strategy. The objective of this research project
was to analyze the effect of applying a microbial community native to soil with a history of drought on
the root system architecture (RSA) of maize under water stress. The methodology was implemented
under controlled greenhouse conditions, with an experimental design that involved testing treatments
inoculated with the native microbial community compared to sterile controls, all subjected to irrigation
suspension upon reaching the V5 phenological stage. The study focused on determining root
architecture parameters through image analysis (RhizoVision Explorer and Imagel) to quantify
morphological and anatomical plasticity. The results showed that inoculation mitigated water stress by
acting as a biostimulant by increasing early plant vigor. Under drought conditions, inoculated plants
maintained an avoidance strategy, sustaining leaf water homeostasis. This tolerance was supported by
phenotypic plasticity that increased rooting depth and total lateral root length. Crucially, a hydraulic
adaptation was induced, manifested in the expansion of the metaxylem vessels, ensuring axial
conductivity and allowing an optimal balance in the root vs. shoot ratio. It is concluded that the

microbial community confers beneficial integral plasticity to plants under water deficit.

Keywords: Zea mays, root architecture, native microbiome, water stress, phenotypic plasticity,

metaxylem.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

La sequia en la actualidad representa aproximadamente el 20% de las pérdidas de rendimiento
de los cultivos a nivel global, lo que desencadena graves problemas alimenticios y socioecondémicos
(FAO, 2023). En los ultimos afios, las sequias se han vuelto mas frecuentes y severas, y se prevé que
su intensidad y duracion sigan aumentando, principalmente debido a las alteraciones en los patrones de
precipitacion (Sari et al., 2024). Por ende, esto perjudica gravemente a los cultivos debido a que
dificulta la absorcion de agua, lo que reduce la fotosintesis y frena su crecimiento, ademas que favorece
la erosion y disminuye la fertilidad del suelo (Abou Jaoudé et al., 2025). En consecuencia, la
productividad de los cultivos decrece, bajan las exportaciones, los ingresos econémicos se ven afectados
negativamente, generando dependencia de las importaciones y aumento de los precios en el mercado
(Ortega, 2023). La gravedad de este problema en el sector agricola no solo refleja un escenario

alarmante, sino que también subraya la urgente necesidad de implementar soluciones efectivas.

El maiz (Zea mays) es un cultivo esencial en la seguridad alimentaria cuya productividad se ve
seriamente afectada por el estrés hidrico (Kim & Lee, 2023). Su desarrollo radicular, crucial para la
absorcion de agua y nutrientes, se compromete bajo sequia, lo que lo convierte en un modelo esencial
para investigar estrategias de mejora de la tolerancia y la arquitectura de sus raices ante este estrés
abiodtico (Armanhi et al., 2021). Frente a esto, se ha demostrado que el uso de microorganismos nativos
presentes en suelos que ya han estado sometidas previamente a estrés hidrico logra desempefar un papel
crucial en la promocion del crecimiento vegetal, aumento de la biodiversidad microbiana y en la
induccion de tolerancia a condiciones de estrés abidtico (Luo et al., 2025). No obstante, su efectividad
depende de la compatibilidad funcional entre los microorganismos y la planta hospedera, asi como de
las condiciones ambientales (Guardiola et al., 2021). Estos antecedentes permiten sustentar el enfoque
metodologico del presente estudio y justifican la necesidad de profundizar el efecto de las comunidades

biologicas sobre la arquitectura radicular del maiz bajo condiciones de sequia.

Considerando los anteriores antecedentes, el presente proyecto de investigacion se centra en que la
utilizacion una comunidad microbiana en el maiz (Zea mays) inducira modificaciones beneficiosas en
la arquitectura radicular temprana, optimizando la captacion de agua y, por consiguiente, su tolerancia

al estrés por déficit hidrico.



1.1.1. El maiz (Zea mays)

1.1.1.1. Origen, importancia socioeconémica y valor nutricional

El maiz (Zea mays) es una planta monocotiledonea de la familia Poaceae y se clasifica como
uno de los cereales mas importantes y extendidos del planeta. Su origen se sitia en Mesoamérica,
habiendo evolucionado a partir de su ancestro silvestre, el teocintle (Zea mays ssp. mexicana)
(Barandiaran, 2020). Actualmente, el maiz se cultiva en alrededor de 165 paises, con una produccion
aproximada de 1228,91 millones de toneladas métricas en el 2024/25, junto con el arroz y el trigo,
constituye la base de la alimentacion mundial (USDA, 2025). Desde una perspectiva econdémica global,
su versatilidad es inigualable, siendo el grano mas adaptable para uso industrial, dando origen a mas de
3,000 productos derivados (Ortega, 2014). No obstante, su importancia econdmica primaria reside en
su uso como insumo principal para la alimentacién animal, especialmente en la industria avicola y
porcina, donde el maiz duro puede constituir aproximadamente el 60% de la formulacion de estos

alimentos (Basantes et al., 2022).

En el contexto ecuatoriano, el maiz es un pilar esencial de la economia agraria y la seguridad
alimentaria, con la actividad agricola aportando 7.57% del Producto Interno Bruto (PIB) nacional
(Ipiales & Cuichan, 2024). La produccion se destina mayoritariamente a la industria de balanceados
(maiz amarillo duro), mientras que las variedades harinosas (maiz suave o choclo) se cultivan en zonas
como la sierra andina para el consumo humano directo. Nutricionalmente, el maiz es una fuente
primordial de carbohidratos, ya que el almidon constituye hasta el 72-73% del peso total del grano
(Ortega, 2014), y el consumo per capita anual en Ecuador es significativo, promediando alrededor de

14.5 kg por habitante (Basantes et al., 2022).

Es rico en fibra, caroteno y vitaminas, incluyendo la vitamina E y la provitamina A, predominantes en
el maiz amarillo (Ortega, 2014). Pese a que el grano contiene proteinas (8% en el endospermo), la
calidad proteica es limitada debido a su deficiencia en aminoacidos esenciales, en particular lisina y
triptofano; metabodlicamente, el grano acumula compuestos como myo-inositol, maltosa, ribosa,
almidon, acido citrico y fumarato, mientras que metabolitos como el glicerato, la serina, la prolina y la

sacarosa se ven disminuidos en ciertas condiciones (Kopecka et al., 2023)



1.1.1.2. Fisiologia y ciclo de desarrollo

Figura 1

Desarrollo de la plantula de maiz desde la germinacion hasta la V2.
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Nota: llutracion extraida de Endicott et al., (2015)

El desarrollo del maiz (Zea mays) se clasifica en dos grandes estados fenologicos: vegetativo
(V) y reproductivo (R), La fase vegetativa comienza con la emergencia de la plantula (VE), progresando
a través de los estadios numerados (V1, V2, V3..) con la aparicion de cada hoja verdadera
(Barandiaran, 2020; Wang et al., 2020). Durante la etapa V3, la formacion de hojas y mazorcas esta
en curso, con el punto de crecimiento atin bajo tierra (Ortega, 2014). Un hito crucial es el estado V6,
momento en el cual el meristemo de la panoja emerge sobre la superficie del suelo, iniciando la fase de
crecimiento rapido del tallo y aumentando drasticamente la demanda de nutrientes, especialmente
nitrogeno (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2024). La culminacion de la fase vegetativa es el
estado VT (antesis), cuando la panoja (inflorescencia masculina) emerge completamente y comienza la

liberacion de polen (Barandiaran, 2020).

Fisiologicamente, el maiz posee metabolismo C4, una adaptacion que le confiere una mayor eficiencia
en la conversion de energia solar, el uso de agua y la asimilacion de nitrogeno (Bogati & Walczak,
2022). Esta eficiencia fotosintética se traduce en un alto potencial productivo (Kim & Lee, 2023). El
agua constituye un componente fundamental, representando aproximadamente el 85% de su estructura
celular, y sirve como medio esencial para el transporte de nutrientes desde las raices y la distribucion

de fotosintatos a lo largo de la planta (Kumari et al., 2022; Wu et al., 2022).



1.1.1.3. Requerimientos hidricos y nutricionales

El maiz (Z. mays) es un cultivo con requerimientos hidricos clasificados de medio a alto,
caracterizado por su metabolismo C4, que, aunque eficiente en la produccion de materia seca, implica
una alta tasa de transpiracion (Lynch, 2018). La cantidad total de agua necesaria para una cosecha se
estima entre 7,000 m* y 8,000 m?® por hectarea bajo sistemas de riego convencionales (Barandiaran,
2020). Fisioldgicamente, el periodo mas critico y de maxima demanda hidrica se extiende desde
aproximadamente dos semanas antes de la floracion (VT) hasta dos semanas después de la fertilizacion
(estado lechoso, R3). La falta de agua durante este lapso puede resultar en una drastica reduccion de la
produccién de grano, pudiendo alcanzar pérdidas de hasta el 50% del rendimiento potencial (Noein &

Soleymani, 2022).

El maiz, al ser un cultivo de alto rendimiento, presenta también altos requerimientos nutricionales. Los
macronutrientes primarios son fundamentales: el nitrogeno (N) es el elemento mas importante, ya que
impulsa el crecimiento celular, es esencial para la fotosintesis (al ser parte de la clorofila) y su demanda
es maxima en la fase de crecimiento rapido (V6). El fosforo (P) es vital en las fases iniciales, pues
interviene en el transporte de energia y la division celular, y es conocido por mejorar la arquitectura
radicular y la proliferacion de raices ante baja humedad. Por su parte, el potasio (K), requerido en
grandes cantidades, es crucial para la regulacion estomatica, la turgencia celular y la resistencia al estrés

(Barandiaran, 2020; Begna, 2020; Kumari et al., 2022).

1.1.2. La sequia

1.1.2.1. Impacto agronémico a nivel de rendimiento y calidad

La sequia agrondmica se define especificamente como el periodo de condiciones anormalmente
secas durante el tiempo suficiente que provoca un desequilibrio hidrolégico grave, manifestandose
como una escasez de precipitacion durante el periodo de crecimiento que resulta en un déficit de
humedad del suelo, afectando directamente la produccion de los cultivos (IPCC, 2019). A nivel global,
la sequia es considerada la principal amenaza para la produccion y el rendimiento de los cultivos,
representando en la actualidad casi el 20% de las pérdidas de rendimiento a escala global (FAO, 2023).
La gravedad de este peligro abiotico es desproporcionadamente alta en comparacion con otros desastres,
ya que mas del 65% de las pérdidas causadas por sequias se experimentan en el sector agricola (FAO,

2024).



El informe de FAQ, (2023) estima las pérdidas econdmicas agregadas en cultivos y ganaderia debido a
desastres durante tres décadas (1991-2021) ascendieron a una cifra estimada de USD 3.8 billones. En
el cultivo de maiz (Z. mays), cuya productividad se ve seriamente afectada por el estrés hidrico, las
pérdidas de rendimiento pueden alcanzar aproximadamente el 15% a nivel global, llegando incluso al
39% en experimentos donde el suministro de agua se redujo en un 40% (Kopecka et al., 2023). Ademas
de la reduccion en la cantidad de la cosecha, el estrés hidrico afecta negativamente la calidad de los
productos agricolas, comprometiendo la composicion de las semillas y el peso del grano (Barandiaran,
2020; Kim & Lee, 2023). Estas reducciones en la productividad y la calidad, agravadas por el
incremento en la frecuencia de eventos extremos, generan problemas socioecondmicos graves como la
disminucion de las exportaciones, la afectacion negativa de los ingresos econdomicos y el aumento de la

dependencia de importaciones (Ortega, 2023; Rahman et al., 2025).

1.1.2.2. Impacto de la sequia en la fisiologia y raices del maiz

El déficit hidrico constituye el factor mas limitante en el rendimiento del maiz, y su impacto se
vuelve catastrofico si ocurre durante las etapas reproductivas como el la floracion y la polinizacion, las
plantas activan un sistema de comunicacion sistémico donde la regulacion de la transpiraciéon es el
mecanismo principal para reducir la pérdida de agua (Begna, 2020; Kapoor et al., 2020). La
sefalizacion clave es mediada por la fitohormona acido abscisico (ABA), producida en las raices, que
viaja a las hojas para inducir el cierre estomatico (Abou Jaoudé et al., 2025; Kopecka et al., 2023;
Yim et al., 2025). Si bien el cierre estomatico protege contra la pérdida de turgencia celular, también
restringe la concentracion de CO: en la hoja, lo que inhibe la productividad fotosintética y promueve la
generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) (Armanhi et al., 2021; Bogati & Walczak,
2022).

La disminucién del flujo de agua no solo limita la absorciéon de nutrientes, sino que también provoca
una pérdida de turgencia, resultando en restricciones generales del crecimiento, reduccion del area foliar
y, en ultima instancia, baja produccion.(Kopecka et al., 2023) La interconexion entre la sequia y la
nutricion es critica, ya que el agua sirve como vehiculo de transporte de nutrientes (Oyebamiji et al.,
2024). La escasez hidrica no solo afecta la absorcion directa, sino que también reduce la disponibilidad
y el movimiento de elementos esenciales en la solucion del suelo (Kapoor et al., 2020). Esto se agrava
con el Py el K, que poseen escasa movilidad en el suelo, limitando su adquisicion por la planta bajo
déficit hidrico, lo que intensifica el estrés y restringe la productividad fotosintética (Kumari et al.,

2022; Lynch, 2018).

A medida que el estrés hidrico progresa, la sefializacion de la sequia es detectada primariamente por las

raices, lo que provoca una reorganizacion arquitectonica vital para la supervivencia (Gupta et al.,
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2020). Aunque el sistema radicular tiene la funcion clave de anclaje, absorcion de agua y acumulacion
de nutrientes, la escasez de agua desencadena una plasticidad fenotipica que se traduce en
modificaciones especificas de la arquitectura radicular (RSA)(Dias et al., 2023; Maurel & Nacry,
2020). En el maiz (Z. mays), el déficit hidrico reduce la produccion de raices nodales (o coronarias) a
través de vias de desarrollo coordinadas ademas de la inhibicion en la formacion de raices laterales y el
menor crecimiento axial de las raices primarias para prevenir la sobreexplotacion de la capa superficial

del suelo, donde el agua estd mas limitada (Lynch, 2018).

1.1.3. Sistema arquitectonico radicular

1.1.3.1. Definicion y funciones de la arquitectura radicular

El Sistema Arquitectonico Radicular (RSA), se define como la configuracién espacial y
temporal del sistema de raices de una planta. El RSA trasciende la mera masa radicular, abarcando la
forma, el patrén de ramificacion, la profundidad y la orientacion, e incluye componentes clave en el

maiz como las raices seminales y adventicias (Gifford et al., 2024).

Figura 2

Arquitectura del sistema radicular del maiz (Z. mays): Componentes morfologicos.
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Nota: lustracion extraida de Hochholdinger, (2009).
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Las raices desempefian tareas cruciales como el anclaje fisico de la planta, la absorcion eficiente de
agua y nutrientes, y la mediacion de la interaccion con el suelo y la rizosfera (Dias et al., 2023). E1 RSA
es un rasgo altamente plastico. Su estructura es una adaptacion flexible a las sefiales ambientales y a las
interacciones con la rizosfera permitiendo ajustes dinamicos para maximizar la absorcion de agua en

capas mas profundas o aumentar la densidad radicular en zonas con mayor humedad.

1.1.3.2. Componentes cuantificables del RSA

Los rasgos de la RSA se pueden dividir en categorias para una evaluacidon precisa, lo que
permite cuantificar los cambios inducidos por factores externos, como la aplicacion de una comunidad

microbiana.

1.1.3.2.1. Rasgos de crecimiento
Estos rasgos proporcionan una medida global de la acumulacion de biomasa, reflejando la asignacion

de recursos.

Biomasa seca de raiz y brote: Se cuantifica mediante la desecacion de las diferentes fracciones
de la planta y su posterior pesaje. La biomasa seca de la raiz y la biomasa seca de la hoja son indicadores

directos del crecimiento y la acumulacion de materia seca en condiciones de estrés.

Relacion raiz/brote (R/S): Se calcula como el cociente entre la biomasa seca de la raiz y la
biomasa seca de la parte aérea. Esta relacion es un indicador importante de la estrategia de asignacion
de recursos de la planta en respuesta al estrés, donde un aumento en la proporcion de biomasa radicular

a menudo sugiere una adaptacion a la escasez de agua.
(Abou Jaoudé et al., 2025; Hazman & Brown, 2018; Hostetler et al., 2024)
1.1.3.2.2. Rasgos arquitectonicos

Estos rasgos describen la forma general y la distribucion de las raices, directamente relacionados con

la capacidad de exploracion del suelo.

Nuimero de raices nodales: Se refiere a la cantidad de raices que emergen de los nudos basales
del tallo. En el maiz, el nimero de raices de la corona (crown roots) es un parametro clave. Su funcion

es crucial para el anclaje y la absorcion de recursos desde las capas superficiales del suelo.

Profundidad maxima de la raiz: Es la distancia desde la base del tallo hasta la punta de la raiz
mas profunda. Una mayor profundidad de enraizamiento permite a la planta acceder a fuentes de agua

y nutrientes en horizontes mas profundos del suelo, lo cual es ventajoso bajo estrés hidrico.



Longitud de raices laterales: Mide la extension de las raices secundarias que se ramifican de
las raices principales. Las raices laterales son vitales para la exploraciéon horizontal del suelo y la
absorcion de nutrientes y agua. La elongacion de las raices laterales, por ejemplo, se ve favorecida en
condiciones de bajo nitrogeno. La longitud de las raices de soporte y de las raices de la corona también

son evaluadas.

Densidad de ramificacion: Se calcula como el nimero de raices laterales por unidad de
longitud de raiz principal, tanto en zonas basales, apicales o en toda la extension de la raiz. Una mayor
densidad de ramificacion aumenta la superficie de contacto con el suelo, mejorando la captacion de
recursos; sin embargo, una baja densidad de ramificacion de las raices laterales puede mejorar el
crecimiento del maiz bajo condiciones de bajo nitrégeno y sequia, mientras que una alta densidad

mejora la adquisicion de fosforo.

(Chimungu, 2015; Dias et al., 2023; Sanchez et al., 2024)
1.1.3.2.3. Rasgos anatémicos
Estos rasgos se refieren a la estructura interna de las raices y su impacto en la funcion y resistencia.

Diametro de la raiz: La medicion del diametro de las raices es un indicador de su robustez y
su capacidad para penetrar suelos duros. Las raices de mayor didmetro pueden resistir mejor el pandeo,
facilitando la penetracion en suelos compactados, mientras que las delgadas son mas eficientes en suelos
bien estructurados con poros grandes. El diametro de la raiz se correlaciona con la capacidad de

penetracion.

Area de la estela: La estela es el cilindro vascular central de la raiz. Su 4rea en segmentos
basales y apicales es un predictor clave de la resistencia a la traccion de la raiz y es fundamental para
el transporte eficiente de agua y nutrientes a la parte aérea de la planta. El diametro de la estela también

es un rasgo medible y un predictor de resistencia.

Nimero de vasos del metaxilema: La evaluacion del nimero de vasos del metaxilema en
segmentos basales y apicales, asi como el area de los vasos metaxilémicos medios apicales. Estos vasos
son los principales canales de transporte de agua a larga distancia en el xilema, por lo que su nimero y

tamafio influyen directamente en la eficiencia del transporte hidrico de la raiz al tallo.

(Galindo et al., 2019; Hochholdinger, 2009)



Figura 3

Anatomia del corte transversal de la raiz primaria del maiz (Zea mays)

Nota: La organizacion radial se compone del cilindro central (estela) con elementos del metaxilema y
floema, rodeado por la endodermis, la corteza con multiples capas y las capas exteriores de exodermis

y epidermis. (Hochholdinger, 2009).

1.1.4. Microbioma radicular

1.1.4.1. Composicion y diversidad del rizobioma

El microbioma se define como el conjunto de comunidades de microorganismos (incluyendo
bacterias, hongos, virus y arqueas) que se asocian a un organismo hospedero, como las plantas, en una
relacion que se describe frecuentemente como simbidtica mutualista (Pascale et al., 2020). Esta
comunidad microbiana reside en la rizosfera, la delgada y dindmica zona del suelo influenciada por las
raices, y coloniza la superficie radicular (rizoplano) y el interior de los tejidos (endosfera) (Baron,
2021). La rizosfera es uno de los ecosistemas mas ricos y diversos de la Tierra, y la alta concentracion
de vida microbiana en esta region se debe a la liberacion de exudados ricos en carbono provenientes de
la fotosintesis de la planta, lo que constituye una fuente de alimento vital para los microbios atraidos,
este complejo entramado microbiano representa un vasto reservorio de diversidad genética que resulta

crucial para la salud y la aptitud del hospedero vegetal (Abou Jaoudé et al., 2025).

A nivel taxondmico, el analisis de las comunidades microbianas asociadas a las raices ha revelado que,

en muchas especies de plantas, incluyendo cebada y arroz, los filos bacterianos dominantes suelen ser



Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes (Pascale et al., 2020). No obstante, la
composicion es especifica del hospedero; por ejemplo, estudios en maices andinos ecuatorianos han
mostrado una abundancia elevada de Proteobacteria en el microbioma radicular, con una notable
disminucion en la diversidad de la raiz en comparacion con el suelo circundante (Sanchez et al., 2024).
En cuanto a los hongos, los filos Ascomycota y Basidiomycota suelen dominar el microbioma radicular

de diversas plantas (Gu et al., 2024; Yan et al., 2022).

1.1.4.2. Interaccion planta-microbioma

La relacion entre la planta y su microbioma radicular se establece y se mantiene a través de un
dialogo quimico continuo (Armanhi et al., 2021). Este dialogo comienza cuando la planta, a través de
sus raices, libera una compleja mezcla de exudados radiculares (rizodepdsitos), los cuales actian tanto
como sefiales quimicas de reclutamiento como la principal fuente de carbono y nutrientes para las
comunidades microbianas (Wang et al., 2020). Estos exudados son productos ricos en carbono
provenientes de la actividad fotosintética de la planta y son altamente diversos, incluyendo azlicares,
aminoacidos, acidos orgéanicos y metabolitos secundarios (Pascale et al., 2020). La composicion
especifica de estos exudados determina en gran medida la seleccion general de los microorganismos
asociados a la raiz, lo que subraya el papel fundamental de la planta en la estructuracion de estas

comunidades (Bogati & Walczak, 2022).

En respuesta a estas sefiales y a la provision de energia, los microorganismos asociados a la rizosfera
establecen una relacion simbio6tica mutualista, un intercambio de recursos y funciones que proporciona
beneficios reciprocos a ambas partes (Baron, 2021). A cambio de los exudados de carbono, las
comunidades microbianas cumplen funciones esenciales para la planta, incluyendo la mejora en la
absorcion de nutrientes, facilitando el suministro de elementos que son escasos en el suelo como el
nitrogeno (a través de la fijacion atmosférica) y el fosforo (mediante la solubilizacion de compuestos
recalcitrantes) (Pascale et al., 2020). Ademas, los microbios son promotores del crecimiento vegetal al
modular el equilibrio hormonal de la planta, produciendo y secretando fitohormonas como el acido
indol-3-acético (IAA) o moléculas auxinicas, y otros reguladores como citoquininas y giberelinas
(Abou Jaoudé et al., 2025). Finalmente, el microbioma refuerza la aptitud de la planta al protegerla
contra patdogenos, ya sea a través de la competencia por recursos o mediante la produccion de

antibidticos y la induccion de resistencia sistémica (Abou Jaoudé et al., 2025; Pascale et al., 2020).

Esta interaccion es intrinsecamente un proceso bidireccional y dinamico, donde la planta no solo es
receptora de beneficios, sino un modulador activo del ensamblaje microbiano en funcién de su genotipo
y las condiciones ambientales (Armanhi et al., 2021). La capacidad de la planta para alterar el perfil

metabolomico de sus raices ante desafios especificos le permite adaptar la composicion de su
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microbioma para enfrentar estreses abioticos (Bogati & Walczak, 2022). Por ejemplo, en condiciones
de estrés por sequia, el cambio en la quimica de los exudados radiculares puede significativamente
modificar el microbioma, reclutando microbios que confieren tolerancia y ayudan a mantener la
homeostasis, un rasgo adaptativo favorecido por la coevolucion (Chaudhry et al., 2021). Este enfoque
dinamico permite aprovechar comunidades microbianas nativas, como aquellas de suelos con historial

de sequia, para conferir resiliencia y tolerancia al estrés hidrico.

1.1.5. Modulacion de la arquitectura radicular de la raiz por su microbioma

1.1.5.1. Mecanismos de promocion del crecimiento de raices

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM), que incluyen rizobacterias
(PGPR) y hongos (PGPF), son agentes claves reconocidos por su capacidad para influir y mejorar el
sistema radicular (RSA), lo cual es crucial para la salud y aptitud de la planta (Dias et al., 2023). El
mecanismo fundamental por el que los PGPM modulan el RSA es a través de la sintesis y secrecion de
fitohormonas (Armanbhi et al., 2021). Dentro de este grupo, las auxinas, siendo el acido indol-3-acético
(AIA) el compuesto mas abundante, son moléculas centrales en la regulacion del desarrollo radicular,
especialmente en la coordinacion del crecimiento (Kopecka et al., 2023). La auxina microbiana
estimula directamente la elongacion de la raiz principal y la formacién de raices laterales, aumentando
la superficie radicular y, consecuentemente, mejorando la captacion de agua y nutrientes (Abou Jaoudé
et al., 2025). Géneros diazotroficos como Azospirillum y Herbaspirillum son ejemplos extensivamente
estudiados de bacterias que producen AIA e influyen en las respuestas fenotipicas y transcripcionales
del hospedero, si bien la magnitud de esta promocion del crecimiento radicular es sensible a la

concentracion hormonal, requiriendo niveles bajos para un estimulo positivo eficaz (Dias et al., 2023).

Mas alla de la producciéon hormonal directa, los PGPM poseen mecanismos vitales para regular las
hormonas de estrés que podrian inhibir el crecimiento radicular, particularmente en condiciones
abidticas como la sequia. El etileno (ET) es una fitohormona cuyos niveles se elevan bajo estrés,
pudiendo alcanzar concentraciones que inhiben la elongacion y ramificacion de las raices (Kopecka et
al., 2023). Ciertos microorganismos beneficiosos mitigan esta fitotoxicidad mediante la produccion de
la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, esta enzima clave actfia catalizando
la escision de ACC, que es el precursor biosintético directo del ET en las plantas (Pascale et al., 2020)..
Al reducir activamente la concentracion de ACC en la rizosfera, los microbios disminuyen los niveles
de ET enddgeno, lo cual alivia el freno impuesto al crecimiento celular y radicular inducido por el

estrés. Esta estrategia enzimdtica permite que la planta continte dirigiendo recursos hacia el desarrollo
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de un RSA optimizado, un rasgo fundamental que contribuye a la tolerancia al estrés hidrico (Bogati &

Walczak, 2022).

Figura 4
Mecanismo dual de las rizobacterias promotoras del crecimiento: Promocion de la arquitectura

radicular por auxina y mitigacion del estrés por ACC desaminasa.
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Nota: Esta figura conceptual ilustra la doble funcion de las PGPR para promover la arquitectura
radicular mediante la produccion de Auxina (crecimiento) y mitigar el estrés hormonal (ACC
desaminasa), inspirada en la literatura cientifica y realizada por el autor con la ayuda de con ayuda de

herramientas de inteligencia artificial (Calzavara et al., 2018; Dias et al., 2023)

1.1.5.2. El microbioma en la disponibilidad de nutrientes

La sequia impone una doble limitacion a la planta: no solo restringe la disponibilidad de agua,
sino que también obstaculiza la adquisicion de nutrientes esenciales, ya que la baja humedad del suelo
reduce la movilidad de iones y puede comprometer la absorcion (Kumari et al., 2022). Ante este
desafio, las comunidades microbianas actiian como un catalizador para superar la deficiencia nutricional
y mejorar la salud vegetal. Uno de los roles mas criticos del microbioma es la solubilizacion de
nutrientes que son inherentemente inmoviles en el suelo, como el fosforo (P), cuya deficiencia se

exacerba bajo estrés hidrico y abidtico (Abou Jaoudé et al., 2025).

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM) convierten nutrientes recalcitrantes

en formas que son asimilables para las plantas, facilitando el suministro de elementos que son limitantes
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(Abou Jaoudé et al., 2025). Géneros como Trichoderma y ciertas bacterias tienen la capacidad de
solubilizar el fosfato y el potasio, este proceso a menudo se logra mediante la liberacion de acidos
orgénicos que ayudan a disolver minerales insolubles en el suelo, lo que se traduce en un aumento de
la absorcioén de minerales por las raices (Oyebamiji et al., 2024; Pascale et al., 2020). Al mejorar la
nutricion de la planta, el microbioma proporciona los "ladrillos" necesarios para construir una
Arquitectura del Sistema Radicular (RSA) mas robusta (Yan et al., 2022). De hecho, la optimizacion
del P disponible ha sido asociada con cambios positivos en el RSA del maiz, promoviendo el
crecimiento de raices laterales y, en consecuencia, una mayor capacidad de exploracion del suelo y

resiliencia ante el estrés hidrico (Dias et al., 2023).

1.1.6. Modulacion de la arquitectura radicular de la raiz por la sequia

1.1.6.1. Cambios morfologicos y fisiologicos del RSA bajo estrés hidrico

La sequia induce una reorganizacion de la Arquitectura del Sistema Radicular (RSA), un rasgo
de plasticidad fenotipica cuyo objetivo es fortalecer la capacidad de la planta para absorber agua y
nutrientes bajo condiciones de escasez (Gupta et al., 2020). El RSA se adapta morfolégicamente
buscando maximizar la captacion de agua en las capas mas profundas del suelo. Esta adaptacion se
manifiesta en la seleccion de "fenotipos arquitectonicos parsimoniosos", que pueden incluir el
desarrollo de raices mas largas y profundas con angulos de ramificacion reducidos (Lynch, 2018). Esta
estrategia de crecimiento radicular més profundo se interpreta como un mecanismo para evitar la
sobreexplotacion de recursos hidricos en el suelo superficial disminuyendo asi la competencia

intraplanta por recursos (Swift et al., 2023).

A nivel morfologico, el estrés hidrico provoca una reduccion en el numero y la longitud de las raices
finas y laterales en las capas superiores del suelo. Esta capa superior es la primera en secarse, por lo
que la pérdida o senescencia de las raices someras es potencialmente beneficiosa, ya que reduce el costo
metabdlico de mantener raices que ya no contribuyen a la absorcion de agua (Lynch, 2018). Al eliminar
estos costos de mantenimiento en el suelo seco, la planta puede reasignar recursos, permitiendo un
desarrollo continuo y mayor de las raices que exploran la profundidad (Kapoor et al., 2020). En el
plano fisiolégico, la sequia restringe el crecimiento general del sistema radicular al inhibir la division
celular del tejido meristematico y la expansion celular en las zonas de elongacion, eventos que se
coordinan en el apice de la raiz (Wu et al., 2022). En el maiz (Z. mays) estresado por sequia, estudios
han encontrado que los genes que regulan el ciclo celular y la division celular en la planta estan
significativamente regulados a la baja, lo que es consistente con la inhibicion del crecimiento radicular

observada bajo estas condiciones (Kim & Lee, 2023).
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1.1.6.2. Interaccién entre la sequia y los mecanismos de la planta

La respuesta de la planta a la sequia estd primordialmente gobernada por la modulacion
hormonal, siendo el Acido Abscisico (ABA) el regulador central de la resistencia al estrés abidtico y un
elemento clave en la gestion hidrica (Kopecka et al., 2023). El déficit hidrico estimula la produccion
de ABA, especialmente en la raiz, desde donde se traslada a las hojas para inducir el cierre estomatico
(Wu et al., 2022). Este mecanismo de sefializacion a larga distancia implica que el péptido CLE25
(producido en las raices) viaja a las hojas, donde activa la enzima biosintética NCED3, provocando una
acumulacion de ABA que, al final, causa la salida de iones K en las células guarda y el cierre estomatico
(Gupta et al., 2020). Si bien el ABA es vital para la supervivencia (al reducir la transpiracion), su

incremento se asocia a la inhibicion del crecimiento radicular y general (Kapoor et al., 2020).

Figura 5
Esquema de la sefializacion a larga distancia del déficit hidrico: Ruta ABA-CLE25 y regulacion
estomdtica.
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Nota: El déficit hidrico en la raiz activa la sintesis de Acido Abscisico (ABA) y del péptido CLE25,
que viajan al vastago para inducir el cierre estomatico mediante la activacion de enzimas, inspirada en

la literatura cientifica y realizada por el autor con la ayuda de la IA (Kopecka et al., 2023).

Ademas de las hormonas, la planta utiliza otros mecanismos, incluyendo la hidrotropia (crecimiento de
la raiz hacia regiones de mayor potencial hidrico) y la movilizacién de acuaporinas (aunque su rol
detallado es complejo), y la acumulacion de osmoprotectores (como prolina, trehalosa y rafinosa) para
mantener la turgencia celular (Gupta et al., 2020). Las auxinas (AIA) y los brasinoesteroides (BR)
también influyen en el crecimiento de la raiz y se enlazan con las vias de sefializacion del ABA

(Kopecka et al., 2023).
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Finalmente, los mecanismos de la sequia actuan como el marco de referencia para la investigacion
biotecnologica. La hipotesis subyacente de la tesis es que la aplicacion de la comunidad microbiana
nativa que confiere tolerancia y resiliencia superpone y mitiga esta respuesta negativa inducida por el
estrés hidrico (Abou Jaoudé et al., 2025). La inoculacién con comunidades sintéticas (SynCom) ha
demostrado capacidad para modular rasgos fisioldgicos en maiz, como mantener la turgencia celular,
reducir la temperatura foliar y lograr una recuperacion mas rapida tras la rehidratacion (Armanbhi et
al.,, 2021). Esto sugiere que el microbioma puede ayudar a la planta a mantener una arquitectura

radicular mas funcional o adaptada al déficit hidrico, a diferencia de las plantas no inoculadas.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Analizar el efecto de la aplicacion de una comunidad microbiana de un suelo con historial de

sequia en la arquitectura radicular del maiz (Zea mays) bajo estrés por sequia.

1.2.2. Objetivos especificos

- Ensayar la comunidad microbiana de un suelo con historial de sequia en plantas de maiz bajo
estrés de sequia a nivel de invernadero.
- Determinar parametros de la arquitectura radicular en las plantas de maiz ensayadas bajo estrés

de sequia inoculadas con suelo con historial de sequia.
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CAPITULO I1.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en los laboratorios
académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato. En la Tabla 1, se enlistan los reactivos, material fungible y equipos que se utilizaron

durante la investigacion.

Tabla 1
Material Cantidad
Reactivos
Turba y Perlita 20 kg
Etanol al 70% 3L
Azul de toluidina 10 mL
Hipoclorito de sodio 0.5 % 100 mL
Agua destilada estéril 5L
Solucion Hoagland concentrada 30L
Material Fungible
Invernadero 1 unidad
Suelo con historial de sequia S5kg
Semillas de maiz 200 unidades
Pipetas 2 mL, 5 mL y 10 mL 2 unidades
Probetas 10 100 y 1000 mL 2 unidades
Botella 6 L 2 unidades
Vaso de precipitacion 50 y 100 mL 5 unidades
Papel industrial 2 unidades
Taras de aluminio 10 unidades
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Pinzas de acero inoxidable 2 unidades
Espatulas de acero inoxidable 2 unidades
Bisturi 2 unidades
Agujas de diseccion 2 unidades
Guantes de Latex/Nitrilo 1 caja
Papel de Filtro 1 unidades
Laminas Portaobjetos 5 unidades
Cubreobjetos 5 unidades
Mesocosmos 200 unidades
Marcadores/Etiquetas 2 unidades
Equipos
Centrifuga 1 unidad
Refrigeradora 1 unidad
Desecador con silica gel 1 unidad
Balanza analitica 1 unidad
Horno de conveccion 1 unidad
Autoclave 1 unidad
Microscopio 1 unidad
Estufa 1 unidad
Potenciometro 1 unidad
Vortex 1 unidad
Sistema rizotron 6 unidades
Lupa Estereoscopica 1 unidad
Software de Analisis de Imagenes 1 unidad
Cémara fotografica 1 unidad

17



2.2. Métodos

2.2.1. Ensayo de la comunidad microbiana de un suelo con historial de sequia en plantas de maiz

bajo estrés de sequia en condiciones controladas

2.2.1.1. Obtencion de la muestra de suelo con historial de sequia

El suelo que se estudio fue el de la investigacion de Sanchez et al., (2024), mismo que provino

de la parroquia Malchingui, Cantén Pedro Moncayo (0°01'56.7"N 78°20'47.3"W).

2.2.1.2. Preparacion de sustratos de cultivo y material vegetal

Se prepararon sustratos de cultivo para el crecimiento de las plantas de maiz compuestos por
una mezcla de turba y perlita, en una proporcion 3:1. Se esterilizaron asegurando que los sustratos no
contuvieran microorganismos que pudieran interferir con la comunidad microbiana nativa que se
evaluo. Ademas, se desinfectaron las semillas de maiz comercial (Z. mays) con NaClO al 0.5 % durante

5 min y se enjuagaron con agua estéril por 3 veces (Dias et al., 2023).

2.2.1.3. Inoculacién y establecimiento de los tratamientos

Una vez preparados los sustratos, se procedio a inocular el suelo en una proporcion 1:4 (4 partes
de sustrato estéril y 1 parte de suelo con la comunidad microbiana nativa) constituyendo un 25 % del

volumen final de cada ensayo, se mezcldé homogéneamente.
Se prepararon y establecieron los siguientes ensayos. Los tratamientos fueron:

- Maiz + sustrato estéril sin suelo + riego (T1)

- Maiz + sustrato estéril + suelo + riego (T2)

- Maiz + sustrato estéril + suelo autoclavado + riego (T3)
- Maiz + sustrato estéril sin suelo + sequia (T4)

- Maiz + sustrato estéril + suelo + sequia (T5)

- Maiz + sustrato estéril + suelo autoclavado + sequia (T6).

Se sembraron las semillas de maiz estériles para cada tratamiento con 20 repeticiones bioldgicas
independientes en macetas de 12 oz, utilizando un disefio completamente aleatorizado. Adicionalmente,
para cada tratamiento se establecio una unidad de sistema rizotron con el propdsito de obtener registros
visuales cualitativos del desarrollo radicular en tiempo real, que complementaran los analisis

cuantitativos destructivos finales
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Figura 6

Diserio experimental factorial.
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2.2.1.4. Condiciones y monitoreo del crecimiento

Las plantas de maiz cultivadas estuvieron bajo condiciones controladas de temperatura

promedio de 25 °C (+- 5), fotoperiodo 12/12 h (luz/oscuridad), humedad relativa 50-70% (Szoboszlay

et al., 2015). Ademas, se aplico riego y nutricion con la solucion nutritiva Hoagland al 50%, 2 veces

por semana hasta obtener plantas con 5 hojas verdaderas, manteniendo homogeneidad en nutricion y

humedad. Se mantuvieron estas condiciones de manera homogénea entre los diferentes tratamientos

para poder atribuir los efectos observados a la inoculacion. Al cabo de 6 semanas las plantas de cada

uno de los tratamientos tuvieron al menos 5 hojas verdaderas y una estructura radicular formada (Dias

et al., 2023).

2.2.1.5. Induccion a la sequia y calculo de la humedad del suelo

Al alcanzar el estado fenologico V5 en la mayoria de las plantas se suspendio el riego en T4,

T5 y T6, se mantuvo el riego en T1, T2 y T3 al 100%. La fase de sequia se establecié durante un tiempo

estimado de 3 semanas, y 4 tiempos (dia 0, 7, 14 y 21) se midi6 la dinamica hidrica dado por el analisis

del contenido de humedad del suelo.
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Para la obtencion de la humedad de las muestras de suelo, se siguid la metodologia gravimétrica
sugerida por Rowe, (2018) con modificaciones. Primero, se procedio a la recoleccion de muestras de
suelo de cada tratamiento por triplicado, el suelo se recolecto longitudinalmente a la raiz abarcando toda
la superficie de la maceta. Para ello se midié un volumen de aproximadamente 50 mL de suelo fresco
utilizando una probeta graduada, y esta cantidad se colocd en la capsula previamente pesada y
etiquetada para registrar la masa del suelo himedo. Las capsulas con las muestras de suelo humedo se
introdujeron en un horno de secado configurado a 105 grados Celsius por un periodo de 48 horas hasta
que se secaron completamente. Una vez finalizado el proceso de secado, se volvieron a pesar las
capsulas con el suelo seco, y estos nuevos valores se registraron. Finalmente, el contenido de humedad

(base seca) se calculd con la siguiente formula:

(Masa Fresca (g) — Masa Seca (g))

Contenido de humedad: Masa Seca (g)

(Ecuacion 1)

2.2.1.6. Contenido de agua en la planta

Este proceso se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Ievinsh, (2023) con modificaciones.
La misma consisti6 en los siguientes pasos:
- Serecolectaron muestras de tejidos de maiz especificamente las 2 hojas mejor desarrolladas de
cada planta y se los corto en trozos pequefios para facilitar su desecacion.
- Después del muestreo, se determind la masa fresca (MF), pesando cada muestra de tejido fresco.
- Sedeterminé la masa seca (MS), después del pesaje inicial, las muestras se secaron en un horno
a 60°C hasta alcanzar un peso constante. Este peso represent6 la masa seca (MS).

Por ultimo, se calculo el contenido de agua utilizando la formula:

(Masa Fresca (g) — Masa Seca (g))
Masa Seca (g)

Contenido de agua:

(Ecuacion 2)

Este analisis se realizo en simultaneo con la cuantificacion de la humedad en la cual se determiné la

dindmica hidrica de las plantas durante la fase de 3 semanas con mediciones en 4 tiempos (dia 0, 7, 14

y2l)
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Figura 7
Cronologia del experimento.
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2.2.2. Determinacion de parametros de la arquitectura radicular en las plantas de maiz ensayadas

bajo estrés de sequia inoculadas con suelo con historial de sequia

2.2.2.1. Construccion del sistema rizotron

Se construyd el sistema de rizotron para la visualizacion y el estudio del crecimiento radicular
en tiempo real, el cual se disefio e implemento siguiendo el modelo de Metcalfe, (2006). Las unidades
de rizotron tuvieron como base laminas de vidrio transparente, con un angulo acorde para facilitar el
crecimiento radical contra la superficie observable. Una vez construidos se esterilizaron las unidades
con etanol al 70% seguida de lavado con agua estéril, ademas de verificar la funcionalidad del sistema.
Dentro de estos compartimentos, las plantas fueron cultivadas con las mismas condiciones para cada
tratamiento. Esto permitié la observacion directa y no destructiva, asi como el registro temporal del
desarrollo de las raices, posibilitando la cuantificacion de parametros clave de la arquitectura radicular

a lo largo del periodo experimental.

2.2.2.2. Evaluacion de los rasgos de crecimiento de la raiz

Todos los analisis se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Hazman & Brown,
(2018) con modificaciones, quien la utilizd para caracterizar la arquitectura radicular en plantas de

arroz.
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Una vez culminada la fase de experimentacion, se retird la planta del sustrato de manera que no sufriera
dafios en su estructura y se lavo con agua a baja presion hasta quitar la mayoria de sustrato hasta que
quedo limpia. Se cuantifico la biomasa seca total mediante la desecacion de la planta en estufa a 80 °C
durante 72 horas y posterior pesaje. Para obtener la biomasa seca de la raiz, se separaron las raices del

resto de la planta antes del secado y se pesaron por separado.

La relacion raiz/brote (R/S): Se calculd como el cociente entre la biomasa seca de la raiz y la biomasa
seca de la parte aérea, lo que permitio identificar cambios en la asignacion de recursos inducidos por la

inoculacién microbiana frente al estrés hidrico.

2.2.2.3 Evaluacion de rasgos arquitectonicos de la raiz

Para los siguientes analisis también, se lavo y limpio toda la estructura radicular. Ademas de
ello se selecciono la raiz principal y del mesocotilo de cada planta para el analisis de los respectivos
parametros, y se preservaron las muestras en etanol al 70% para su conservacion durante el periodo de
analisis. Se tomaron fotografias de alta resolucion tanto de toda la estructura radicular y también se la
raiz principal por separado de cada tratamiento con las que previo a una calibracion de la escala de
medidas se cuantificaron sus principales parametros mediante la utilizacion del software especializado

en analisis de raices RhizoVision Explorer, en donde se midio:

Profundidad maxima de la raiz: El registro de la profundidad maxima de la raiz se realiz6
directamente después de su remocion de la maceta donde se midi6 desde la base del tallo hasta la punta

de la raiz mas profunda utilizando una regla de medicion y el software de analisis de imagenes.

Numero de raices nodales: Se contd el niimero de raices emergentes de los nudos basales presentes en

el sistema radicular una vez lavado.

Densidad de ramificacion: Se calculdé como el nmimero de raices laterales por centimetro de raiz

principal, dado por la relaciéon del nimero de puntas por longitud total de raices laterales.

Longitud de raices laterales totales: La suma de las longitudes de las raices laterales grandes (LLR)
y pequeilas (SLR-emergentes) en la muestra de raiz principal preservada que permitié una evaluacion

detallada de la arquitectura radicular.
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2.2.2.4 Evaluacion de rasgos anatémicos de la raiz

Para los analisis anatomicos, se obtuvieron segmentos de la raiz principal y del mesocotilo

preservadas con la ayuda del bisturi, con una medida estimada de 30-40 micrémetros (um) de grosor,

los segmentos radicales se recolectaron por planta, en la raiz principal se tomo en la zona de 0,5-2 cm

del coleoptilo (cortex ancho-base de la raiz) y por parte del mesocdtilo se tomo la zona intermedia. Los

cortes se tifleron con azul de toluidina 0.1% por 3 minutos, para diferenciar los tejidos y a partir de ellos

se obtuvieron imagenes de las secciones transversales de la raiz utilizando el microscopio optico y una

camara fotografica.

Figura 8
Fenotipo vascular del maiz secciones transversales raiz y mesocatilo.
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Nota: Elaboracion propia adaptado de Szoboszlay et al., (2015).

Luego con el software de analisis de imagenes Image] se cuantificaron los siguientes parametros:

Al

- Area de la seccidn transversal total de la raiz y el mesocotilo

- Area de la estela de la raiz y el mesocétilo

- Larelacion entre la seccion transversal total el area de la estela en la raiz y el mesocotilo
- Numero de los vasos conductores en la raiz y el mesocotilo

- Area promedio de los vasos conductores en la raiz y el mesocétilo

- Relacion érea total raiz/mesocotilo

finalizar todas las fases de la experimentacion se realizaron los andlisis y pruebas

estadisticas pertinentes para evaluar y discutir los efectos de la variable estudiada.
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Figura 9

Cuantificacion de los parametros de la arquitectura y anatomia radicular.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se detallan los hallazgos experimentales derivados del ensayo de
inoculacion de una comunidad microbiana nativa de un suelo con historial de sequia en plantas de maiz

(Z. mays). Los resultados se presentan en un orden cronoldgico y tematico.

3.1. Vigor temprano y desarrollo fenolégico

La evaluacion de la fase de establecimiento, que abarca desde la siembra hasta el estado
fenologico V5, resulta indispensable para determinar el potencial bioestimulante intrinseco de la

comunidad microbiana nativa.

Tabla 2
Porcentaje de germinacion y t

Siempo de emergencia por tratamiento.

Porcentaje de
Dias hasta

T emergencia final .
(PEF), % emergencia
T4 95,00% 12,11
T1 90,00% 11,11
T6 95,00% 12,32
T3 95,00% 11,68
T2 100,00% 10,80
TS 100,00% 10,60

Nota: Los datos corresponden a las 2 primeras semanas desde el cultivo con monitoreo diario.

Figura 10

Germinacion y desarrollo temprano.

Nota: Comparacion visual del desarrollo temprano de plantulas de maiz (Z. mays) previo a la induccion

de estrés.
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Los resultados de la fase pre-estrés demostraron un efecto bioestimulante marcado por la inoculacion
(TS). En cuanto a la germinacion, el tratamiento T5 logré el 100% de emergencia final, acelerando el
tiempo de aparicion de la plantula a 10.60 dias, lo que contrasta favorablemente con el control estéril
(T4) que registr6 95.00% de emergencia final y un tiempo de emergencia de 12.11 dias. Ademas, se

observa la progresion fenoldgica desde la emergencia del coleoptilo hasta el establecimiento de la

plantula.
Figura 11
Efecto de la inoculacion con la comunidad microbiana nativa sobre el vigor temprano.
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Nota: Las barras representan la media de la altura de la planta + error estandar (n=20). Letras distintas

ay b indican diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.0001).

Al finalizar la Semana 6, las plantas inoculadas (T5) exhibieron un incremento estadisticamente
significativo del 64% en la altura respecto a las plantas control no inoculadas (p <0.0001). Visualmente,
las plantas inoculadas presentaron un mayor vigor, caracterizado por tallos mas robustos y una

expansion foliar mas avanzada en comparacion con los estadios iniciales del control.

El vigor acelerado observado en las plantas TS5 son altamente consistentes con la composicion
taxonomica del in6culo y su actividad promotora de crecimiento vegetal (PGP). El andlisis
metagendomico del inoculo microbiano nativo caracterizado por Gavilanes & Palacio, (2025) revelo
una alta abundancia del filo Proteobacteria (7461 ASV) y una presencia relevante de Actinobacteriota

(831 ASV) y Bacteroidota (2154 ASV).

La dominancia de Proteobacteria es clave, ya que incluye géneros como Pseudomonas, Rhizobium, y
Azospirillum (Sanchez et al., 2024). Estos géneros son reconocidos por su capacidad de sintetizar y

secretar fitohormonas y otros compuestos auxinicos (Dias et al., 2023). La literatura sugiere que la
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auxina microbiana exdgena podria ser fundamental en el control del desarrollo radicular y aéreo,
estimulando la rapida division celular y la elongacion en la raiz principal y la formacion de raices
laterales, lo cual se traduce en el crecimiento vertical acelerado del vastago (Kopecka et al., 2023). Los
filos Actinobacteriota y Proteobacteria también contribuyen a la bioestimulacién a través de la
solubilizacidon de nutrientes, ademads los microorganismos facilitan el suministro de elementos escasos,
como el nitrogeno con la fijaciéon atmosférica por diazotrofos y el fosforo por la solubilizacion de

compuestos recalcitrantes (Pascale et al., 2020).

En el presente estudio, la inoculacion con la comunidad nativa (T5) indujo una aceleraciéon metabdlica
temprana significativa. Este efecto bioestimulante contrasta con reportes previos en maiz donde la
inoculacion con comunidades sintéticas (SynCom) resultd en un retraso en la emergencia de hibridos
comerciales como el P3707VYH (Armanbhi et al., 2021), o donde la aplicacion de indculos edaficos
no generd diferencias significativas en las tasas de germinacion (Swift et al., 2023). La precocidad
observada en TS5 se atribuye a la composicion del inéculo, dominado por Proteobacteria y
Actinobacteriota; géneros funcionales dentro de estos filos, como Pseudomonas y Azospirillum, son
conocidos productores de AIA (Calzavara et al., 2018), fitohormona que activa la division celular
embrionaria y mimetiza los efectos de la aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento, acelerando

la ruptura de la dormancia.

Las plantas inoculadas (TS5) registraron un incremento del 64% en altura en comparacion con el control.
La magnitud de esta respuesta supera notablemente los rangos convencionales de promocion de
crecimiento reportados en la literatura; por ejemplo, ensayos con diazotrofos como Herbaspirillum
seropedicae en condiciones de nitrégeno optimo lograron incrementos de biomasa aérea de apenas un
18% (Dias et al., 2023), mientras que inoculaciones con cepas de Bacillus sp. reportaron ganancias del
17.6% (Calzavara et al., 2018). Esta diferencia cuantitativa sugiere un efecto sinérgico derivado de la
diversidad taxondmica del inoculo nativo, donde la alta abundancia de Proteobacteria (7461 ASV) y
Actinobacteriota no solo aporta capacidad de fijacion de nitrogeno, sino también una fuerte sefializacion
auxinica mediada por géneros como Streptomyces, optimizando la elongacion del tallo mas allé de lo

que logran cepas aisladas (Sanchez et al., 2024).

3.2. Dinamica hidrica

La tolerancia a la sequia a menudo se manifiesta mediante estrategias que gestionan el balance
hidrico. Por lo tanto, resulta esencial un analisis acoplado que contraste la oferta de agua disponible en
el sustrato (humedad gravimétrica) con el estado de hidratacion interna de la planta, medido como

Contenido de Agua (CA) foliar.
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Figura 12

Curva de descenso del contenido de agua.
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Nota: A) Cinética de desecacion del sustrato (humedad gravimétrica %) en macetas de maiz bajo
condiciones de suspension de riego. La linea punteada indica el umbral de estrés hidrico severo (~20-
10% humedad). B) Dinamica del Contenido de Agua (CA) en hojas de maiz bajo condiciones de estrés

hidrico progresivo. Las lineas representan el promedio del CA (%) medido a los 0, 7, 14 y 21 dias

después de la suspension del riego.

28



Es crucial notar que el tratamiento con suelo autoclavado (T6), a pesar de contener la misma matriz
fisica de suelo que T5, mostré un comportamiento fisioldgico indistinguible del control estéril (T4),
cayendo su CA a niveles cercanos al 74% (Anexo 8). Esto confirma que la homeostasis hidrica
observada en TS5 (> 90 %) no se debe a las propiedades fisicas del suelo, sino estrictamente a la actividad
biologica de la comunidad microbiana viva. Se evidencia que T5 presentd una tasa de descenso de
humedad del sustrato mas rapida, alcanzando el umbral de estrés hidrico severo (=10—20% de humedad

gravimétrica) antes que el control sin inoculo (T4).

Figura 13

Relacion entre la disponibilidad de agua en el suelo y el estado hidrico de la planta estrés hidrico.
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Nota: Las flechas indican la progresion temporal (D0 a D21). T4 linea gris, TS linea morada

Mientras que el tratamiento control T4 muestra una pérdida lineal de turgencia correlacionada con el
secado del suelo (R? > 0.9), el tratamiento inoculado con la comunidad nativa T5 exhibe un
comportamiento de homeostasis hidrica, manteniendo un CA > 90 % incluso cuando la humedad del
suelo descendid a niveles criticos en el dia 21. Este patron se interpreta como una estrategia de
extraccion activa o evitacion de la sequia donde la planta, asistida por el microbioma, invierte
activamente el agua disponible para sostener la turgencia foliar y el metabolismo, evitando la

deshidratacion tisular severa.

El coctel microbiano se caracteriza por la alta abundancia de Proteobacteria (7461 ASV), incluyendo
géneros como Pseudomonas y Allorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium, Rhizobium (ASV1,

ASV2, ASV4, etc.). También se identifico) una presencia relevante de Actinobacteriota (831 ASV),
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especificamente el género Streptomyces. Estos géneros son conocidos promotores del crecimiento

vegetal (PGPR) (Gavilanes & Palacio, 2025).

Géneros como Pseudomonas y Rhizobium son productores de exopolisacaridos (EPS) (Bonkowski et
al., 2021; Carter et al., 2023). Los EPS son polimeros mucilaginosos que se secretan a la rizosfera
(Shrivastava et al., 2014). Estos compuestos hidrofilicos actlan como una rizovaina biologica,
aumentando la capacidad de retencion de agua en la capa inmediata alrededor de la raiz, lo que reduce
la pérdida por evaporacion y mantiene la hidratacion critica para los pelos radiculares, facilitando la
absorcion de agua incluso cuando el suelo circundante experimenta desecacion severa (Galindo et al.,

2022; Tiepo et al., 2024).

El mantenimiento de un CA > 90 % en TS es el resultado de un eficiente ajuste osmotico celular. Esto
es indicativo que el indculo estimuld la rapida acumulacion de prolina en la planta. La prolina actia
como un osmoprotector que reduce el potencial hidrico interno de la célula, permitiendo la succion de
agua desde un sustrato mas seco y estabilizando las estructuras celulares (Protto et al., 2024; Zhang
et al., 2024). La sefializacion microbiana, probablemente involucrando fitohormonas producidas por
Pseudomonas 'y Rhizobium, activa el "priming" del sistema de defensa, preparando a la planta para la
sequia mediante una sintesis rapida y sostenida de prolina (Pascale et al., 2020). Ademas, otros estudios
han reportado que la inoculacion con bacterias puede modular el metaboloma de la hoja, afectando la
concentracion de moléculas como la arginina, que contribuyen a la regulaciéon osmotica y el estado

redox (Abou Jaoudé et al., 2025).

En relacion con el uso del agua, el tratamiento inoculado T5 mostrd una tasa de extraccion de humedad
del suelo notablemente mas rapida que el control, lo que refleja una mayor demanda transpiratoria y
una estrategia activa de gasto de agua. Este comportamiento difiere del patron de conservacion
tipicamente asociado a la tolerancia; por ejemplo, Carter et al. (2023) reportaron que microbiomas
acondicionados a la sequia inducen una pérdida de humedad mas lenta, con tasas de decaimiento de
0.54% vol/dia, como mecanismo de ahorro. En contraste, la tasa de extraccion observada en T5 se
asemeja mas a la de microbiomas acondicionados a riego optimo (0.60% vol/dia), sugiriendo que la
inoculacion mantuvo la funcionalidad hidraulica al méximo. Esta capacidad de extraccion agresiva se
explica por la composicion del indculo nativo, rico en Proteobacteria (Pseudomonas) y Actinobacteriota
(Streptomyces); la produccion de auxinas por estos géneros estimula el crecimiento axial de las raices
y aumenta la conductancia hidraulica, permitiendo a la planta acceder y transportar agua desde el

subsuelo con mayor eficiencia para sostener la fotosintesis (Jiang et al., 2012; Kopecka et al., 2023).

Estudios en genotipos de maiz mejorados para tolerancia a la sequia reportan tipicamente valores de
RWC (CA) en el rango del 70-80% bajo estrés terminal, representando mejoras de apenas un 19-29%
respecto a lineas sensibles (Chimungu, 2015). El mantenimiento de un CA >90% en T5 sugiere una

proteccion casi total de la turgencia, atribuible a dos mecanismos mediados por la comunidad
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microbiana: primero, la regulacion del cierre estomatico mediante la modulacion de etileno, que evita
el cierre prematuro; y segundo, el ajuste osmotico celular inducido por la acumulacion de solutos
compatibles como la prolina, cuya sintesis es estimulada por la interaccion planta-microorganismo

(Kopecka et al., 2023; Pascale et al., 2020).

3.3. Arquitectura radicular

La arquitectura del sistema radicular (RSA) es un determinante critico de la capacidad de la

planta para la adquisicion de recursos hidricos y nutrientes.

Figura 14

Estructura radicular completa.

Nota: Estructura general de las raices obtenidas mediante el sistema rizotron. Las fotos fueron
procesadas en el software RhizoVision Explorer para la medicion de sus parametros principales. A) T1

Control con riego. B) (T4): Control bajo sequia. C) (T5): Tratamiento inoculado bajo sequia

La grafica muestra que T1 posee un sistema equilibrado y extenso mientras que T1 exhibe un fenotipo
restringido con elongacion de la raiz principal pero drastica reduccion en la proliferacion lateral. Y, por
otro lado, TS presenta un fenotipo altamente ramificado y denso, con una notable preservacion de la
biomasa de raices laterales y cabellera radicular a pesar del déficit hidrico, superando visualmente

incluso al control irrigado en complejidad estructural.
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Figura 15

Comparacion raiz principal.

Nota: Estructura simplificada de las raices principales procesadas en el software Rhizo Vision Explorer,
lineas finas rojas representa las raices laterales grandes y pequefias mientras que la linea gruesa a la raiz
principal. A) T1: Control con riego. B) T4: Control bajo sequia. C) T5: Tratamiento inoculado bajo
sequia

Figura 16

Analisis multidimensional de la arquitectura radicular.
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Nota: El gréfico radial ilustra la plasticidad fenotipica dada por los pardmetros de numero de raices
nodales, profundidad maxima radicular, densidad de ramificacion y longitud lateral total. T4 poligono

gris, TS poligono morado.

Bajo déficit hidrico, las plantas control no inoculadas (T4) desarrollaron un fenotipo restringido o
parsimonioso, caracterizado por una drastica reduccion en la proliferacion lateral. Se observo un bajo
numero de raices nodales (3.0 £+ 1.0). En marcado contraste, la inoculacion (T5) indujo una expansion
agresiva del sistema radicular, resultando en un fenotipo densamente ramificado. Se cuantificod un
incremento del 93% en la longitud total de raices laterales en TS5 respecto a T4. Adicionalmente, se
registr6 una mayor proliferacion de raices nodales (4.33 £ 0.5), superando al control irrigado en
complejidad estructural. Esta inversion en tejido radicular, a pesar del alto costo metabdlico que supone

el estrés hidrico, revirtio la inhibicion del crecimiento lateral tipica de la sequia.

La plasticidad arquitectonica que favorece la expansion agresiva en TS se explica por la modulacién de
las rutas hormonales de la planta huésped, impulsada por la composicion taxondémica del inéculo (Abou

Jaoudé et al., 2025).

El coctel microbiano nativo presenta una alta abundancia de Proteobacteria (7461 ASV), que incluye
géneros como Pseudomonas y Azospirillum, y una presencia relevante de Actinobacteriota (831 ASV),
como Streptomyces (Gavilanes & Palacio, 2025). Estos géneros son reconocidos por su capacidad de
sintetizar y secretar AIA, una fitohormona clave en el desarrollo radicular (Calzavara et al., 2018). Es
probable que la auxina microbiana haya estimulado la formacion de primordios de raices laterales y el
crecimiento de pelos radiculares, contrarrestando la supresion que induce el estrés hidrico (Carter et

al., 2023; Protto et al., 2024).

El efecto neto de esta proliferacion lateral es un aumento exponencial del area superficial radicular
(RSA) (Abou Jaoudé et al., 2025). Un RSA mayor, facilitado por el microbioma, mejora la capacidad
de la planta para el forrajeo (adquisicion activa de agua), permitiendo acceder al agua retenida en los
microporos del suelo que son inaccesibles para las raices axiales mas gruesas (Galindo et al., 2022;
Lynch, 2018). Esta mayor infraestructura radicular es el prerrequisito fisico para sostener la alta

demanda de agua.

La proliferacion lateral bajo condiciones de sequia, la inoculacion TS5 revirtio la restriccion del
crecimiento radicular tipica del estrés, induciendo una plasticidad agresiva que se tradujo en un
incremento del 93% en la longitud total de raices laterales respecto al control. Esta respuesta es
cuantitativamente superior a la reportada por (Carter et al., 2023), quienes observaron un aumento del
33.5% en la longitud de raices al inocular maiz con microbiomas acondicionados a la limitacion hidrica.
Aunque la magnitud de la respuesta en TS5 no alcanza los extremos de plasticidad registrados en
genotipos de maiz altamente tolerantes —como el SC3, que puede aumentar la longitud lateral hasta un

1410% (Hazman & Kabil, 2022), el incremento del 93% representa una mejora sustancial mediada
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bioldégicamente y no genéticamente. Este fenomeno se atribuye a la actividad de Proteobacteria y
Actinobacteriota presentes en el indculo nativo; la produccion bacteriana de auxinas (AIA) estimula la
division del periciclo y la emergencia de raices laterales, aumentando la superficie especifica de

absorcion necesaria para la estrategia de extraccion hidrica (Jiang et al., 2012).

Paralelamente, se registro una mayor complejidad estructural en TS5, con un promedio de 4.33 raices
nodales frente a las 3.0 del control, lo que implica un aumento del 44.3%. Este incremento es
comparable a la respuesta del maiz frente a la alta fertilizacion nitrogenada, donde se han reportado
aumentos del 38-40% en el nimero de raices nodales (Zhan et al., 2019). Sin embargo, este fenotipo
denso discrepa del ideotipo "Steep, Cheap, and Deep" propuesto por Lynch, (2018) para la tolerancia a
la sequia, el cual aboga por reducir el nimero de raices axiales para disminuir el costo metabolico. La
estrategia de TS5 sugiere que el microbioma, mediante la sobreestimulacion auxinica de genes de

desarrollo como RTCS, induce una inversion masiva en lugar de ahorro (Zhan et al., 2019).

3.4. Estrategia de asignacion de recursos

La asignacion de carbono, o particionamiento de biomasa entre el vastago (produccién) y el
sistema radicular (adquisicion de recursos), representa una decision de costo biologico fundamental

para la planta, especialmente bajo condiciones de estrés hidrico.

Figura 17

Estructura completa de la planta.
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Nota: Fotografias luego de la etapa de sequia dia 21. A) T1: Control con riego. B) T4: Control bajo

sequia. C) T5: Tratamiento inoculado bajo sequia

Figura 18

Acumulacion de biomasa seca en el vastago y la raiz.
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Nota: Biomasa seca obtenida por analisis gravimétrico. Las barras representan la media acumulada

(n=3).

Los resultados de biomasa confirmaron que el microbioma nativo mitigé la "parada metabolica"
inducida por la sequia, permitiendo una asignacion de recursos equilibrada y productiva. El estrés
hidrico severo redujo la biomasa total del control no inoculado (T4) en mas del 60% respecto al control
irrigado (T1). Sin embargo, el tratamiento inoculado (TS5) recupero significativamente el crecimiento,
alcanzando una biomasa total estadisticamente similar o superior al control con riego 6ptimo (T2), con

una notable inversion en tejido aéreo (vastago).



Figura 19

Alometria de la biomasa bajo estres.
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Nota: La altura de cada barra representa la media aritmética de la relacion Raiz/Brote, la linea roja
representa el umbral de equilibrio (1.0) que indica un desvio significativo hacia la biomasa radicular.

Significancia (p < 0.05) entre ambos grupos.

Los fenotipos de asignacion de recursos contrastaron marcadamente, en T4 las plantas no inoculadas
mostraron un indice R/S elevado (1.38 = 0.51). Esto indica una asignacion desproporcionada a la raiz,
donde el crecimiento del vastago se detuvo casi por completo, interpretado como un sintoma de estrés
severo y "modo supervivencia". Las plantas inoculadas exhibieron un indice R/S equilibrado (0.82 +

0.17), el cual fue estadisticamente similar al indice observado en las plantas control sanas (T2, 0.90).

El mantenimiento de un indice R/S bajo y la produccion sostenida de biomasa aérea en TS, a pesar de
las sefiales de déficit hidrico, se explica por la modulacién de la sefializacion hormonal del estrés,
especificamente la regulacion del etileno (ET), facilitada por los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPR) (Dias et al., 2023; Tiepo et al., 2024). El coctel microbiano contiene una
alta abundancia del filo Proteobacteria (7461 ASV), incluyendo el género Pseudomonas y otros PGPR

son reconocidos por su capacidad de producir la enzima ACC desaminasa (Gavilanes & Palacio, 2025).
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La preservacion de la biomasa aérea en TS5 es consistente con el modelo de accion de la enzima ACC
desaminasa. Dado que el indculo es rico en Pseudomonas (género reconocido por esta actividad
enzimatica), sugerimos que la mitigacion del estrés se logré mediante la escision del ACC, reduciendo
la sefal de 'panico’ (etileno) y evitando la detencion del crecimiento (Pascale et al., 2020). Al disminuir
la concentracion de ET, la planta inoculada (T5) no entra en el modo supervivencia que detiene el
crecimiento aéreo. En consecuencia, la planta puede continuar la division celular y la elongacion, lo
que se traduce en la preservacion de tejido fotosintético y una asignacion balanceada de recursos,

permitiendo la acumulacion de biomasa total superior (Kumari et al., 2022).

La respuesta de modo supervivencia reportada en la literatura, donde el estrés hidrico tipicamente
incrementa la R:S priorizando la raiz a expensas del brote; por ejemplo, en maiz bajo sequia moderada,
controles no inoculados han alcanzado valores de R:S de hasta 1.63 (Tiepo et al., 2024). Sin embargo,
el valor de 0.82 en TS5 se aproxima mas al efecto de inoculantes especificos de alto rendimiento, como
Bacillus velezensis, que bajo condiciones similares redujo la R:S a 0.49, redistribuyendo recursos hacia
el crecimiento aéreo. Esta capacidad de TS5 para evitar la desproporcion en la asignacion de carbono se
atribuye a la abundancia de Proteobacteria y Actinobacteriota en el indculo nativo; la produccion de
auxinas y citoquininas por géneros como Azospirillum y Bacillus contrarresta la sefializacion inhibitoria
del acido abscisico (ABA), promoviendo el crecimiento simultaneo de vastago y raiz (Calzavara et al.,

2018; Kopecka et al., 2023; Riiger et al., 2021).

La inoculacion evité la detencion del crecimiento aéreo en TS5, sugiriendo una reduccion efectiva de los
niveles de etileno, una hormona que se acumula bajo estrés e inhibe la expansion celular. Esta
observacion se alinea con estudios donde la supresion transgénica o microbiana de la biosintesis de
etileno ha incrementado el rendimiento de grano en maiz bajo sequia de campo, y donde la inoculacién
con comunidades sintéticas (SynCom) ha logrado aumentar el Indice de Cosecha (HI) entre 3.2 y 4
veces en hibridos comerciales sometidos a estrés (Pascale et al., 2020). La preservacion de biomasa en
TS se explica mecanisticamente por la actividad de la enzima ACC desaminasa, producida por géneros
abundantes en el indculo como Pseudomonas; al clivar el precursor del etileno (ACC), las bacterias
disminuyen la sefial de panico metabolico, permitiendo que la planta mantenga procesos anabodlicos y

turgencia celular en lugar de entrar en senescencia prematura (Jiang et al., 2012; Kopecka et al., 2023).

3.5. Adaptacion de la anatomia radicular

El analisis de la anatomia del tejido celular, particularmente del metaxilema, es esencial, ya que
el didmetro de estos vasos es el principal determinante de la conductividad hidraulica axial de la raiz

que es un parametro importante para la eficiencia hidrica de la planta.
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Figura 20

Micrografias de las secciones de la raiz y el mesocatilo.

A) Raiz Mesocotilo
T5

Vasos
conductores

Estela

Seccion
transversal

Nota: Micrografias Opticas de secciones transversales tefiidas con azul de toluidina, capturadas por
microscopia y procesadas en el software Imaje J. A) Panel Superior: Representacion ilustrativa de las
secciones del tejido vascular para TS en la raiz (lado izquierdo) y el mesocotilo (lado derecho). B) Panel
Inferior: Ilustraciones del tejido vascular para T1 y T4 en la raiz (lado izquierdo) y el mesocétilo (lado

derecho).
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La inoculaciéon microbiana (T5) indujo una expansion evidente de los elementos vasculares en contraste
con el fenotipo de constriccidon observado en el control de sequia (T4). El control bajo sequia (T4)
presentd una constriccion del cilindro vascular (estela) y vasos del metaxilema de menor calibre. El
4rea promedio de los vasos del metaxilema en la base de la raiz fue de aproximadamente 3128 um?. El
tratamiento inoculado (T5) exhibi6 una estela expandida, con vasos de metaxilema visiblemente mas
amplios y numerosos. El analisis cuantitativo reveld que T5 desarrollé vasos con un area promedio de
7120 um? en la zona de absorcion radicular, lo que constituye un incremento del 127% respecto al
control T4. Este patron de "tuberias grandes" se replico en el tejido de transporte vertical (mesocotilo),
donde T5 mostrd vasos un 69% mas amplios y un mayor niimero de elementos conductores (13.3 vs

7.0 vasos promedio).

Figura 21

Modificacion de la arquitectura hidrdaulica vascular

8000 mmm T4: Control Sequia
I T5: Inoculado + Sequia

7000 A
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5000 ~

4000 ~

3000 ~

2000 ~

Area Promedio de Vasos Metaxilema (um?)

1000 +

Raiz Base (Captacion) Mesocdtilo (Transporte)

Nota: La altura de cada columna representa el promedio del area transversal de los vasos del
metaxilema. Diferencias significativas (p < 0.01) entre el tratamiento inoculado y el control estéril para

ambos tipos de tejido la raiz y el mesocotilo.

Estos resultados demuestran que la inoculacion mitigo la restriccion vascular tipica del estrés hidrico,
promoviendo una anatomia orientada a la méxima eficiencia de transporte. La expansion masiva de los
vasos del metaxilema es el resultado de la modulacion hormonal ejercida por el indculo, que prioriza el

crecimiento vascular sobre la sefializacion de estrés (Calzavara et al., 2018; Zhan et al., 2019).
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El in6culo se caracteriza por la alta abundancia del filo Proteobacteria (7461 ASV), que incluye géneros
como Pseudomonas y Azospirillum géneros PGPR que son productores de auxinas (AIA), que son
compuestos inddlicos (Sanchez et al., 2024; Shrivastava et al., 2014). La auxina tiene un papel
fundamental en la diferenciacion del sistema vascular de la planta (Dias et al., 2023). La sintesis de
auxina por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) puede inducir una mayor

diferenciacion de las células del procambium en vasos (Calzavara et al., 2018).

El crecimiento del diametro de la estela suele ser inhibido por altos niveles de etileno (ET), una hormona
clave en la respuesta al estrés (Pascale et al., 2020). Bacterias como Pseudomonas son conocidas por
producir la enzima ACC desaminasa (Shrivastava et al., 2014). Esta enzima escinde el ACC, el
precursor inmediato del ET en la planta (Kopecka et al., 2023). Al reducir los niveles de ET, se atenta
la sefial de estrés que ascenderia desde la raiz para inhibir el crecimiento del vastago (Hochholdinger,
2009; Kim & Lee, 2023). La atenuacion de esta sefal permite que la expansion celular del xilema
ocurra plenamente, facilitando el desarrollo de vasos mas grandes y numerosos (Calzavara et al., 2018;

Tiepo et al., 2024).

A nivel anatomico, el tratamiento inoculado TS5 indujo una expansion vascular masiva en la raiz,
desarrollando vasos de metaxilema con un 4rea promedio de 7120 um?, lo que representa un incremento
del 127% respecto a los vasos severamente constrictos del control (3128 pm?). Este grado de plasticidad
es excepcional en comparacion con la literatura; tipicamente, el estrés hidrico reduce el numero y calibre
de los vasos entre un 0% y 20% como medida de seguridad (Weerathaworn et al., 1992), ¢ incluso la
inoculacion con cepas promotoras como Bacillus sp. bajo condiciones dptimas de riego ha reportado
incrementos de diametro de solo un 31-36% (Zhan et al., 2019). El valor obtenido en T5 no solo revirtid
la constriccion del control, sino que restaurd la capacidad hidraulica a niveles comparables a los de
plantas de maiz sin estrés (~7667 um?) (Tiepo et al., 2024). Esta respuesta se asocia directamente a la
composicion del indculo nativo, rico en Proteobacteria (Azospirillum, Pseudomonas); la produccion de
auxinas (AIA) por estas bacterias estimula la diferenciacion del cambium vascular y la expansion de
los elementos traqueales, facilitando el transporte ascendente de agua y nutrientes (Calzavara et al.,

2018).

Aunque la teoria clasica de tolerancia a la sequia sugiere reducir el didmetro vascular para minimizar
el riesgo de cavitacion (Carter et al., 2023), los resultados de T5 coinciden con modelos de alta
productividad donde una mayor conductancia axial es necesaria para sostener la fotosintesis (Hazman
& Kabil, 2022). La viabilidad de esta estrategia arriesgada se explica por la regulacion hormonal
mediada por el microbioma. Al mantener bajos los niveles de la hormona del estrés que normalmente
induciria el cierre estomatico y la constriccion vascular, la planta pudo mantener vasos expandidos y
funcionales asegurando que la alta tasa de extraccion de agua desde las raices profundas fluyera sin

restricciones hacia el vastago, evitando el fallo hidraulico (Protto et al., 2024).
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IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

- Laaplicacion de la comunidad microbiana nativa confiere una tolerancia integral a la sequia en
Zea mays, no solo al promover la exploracion intensiva del suelo, sino al inducir una
reprogramacion sistémica al combinar la plasticidad morfologica radicular con una adaptacion
hidraulica superior. Esta estrategia mitigd la restriccion metabolica y de crecimiento tipica del
estrés hidrico, permitiendo que la planta sostuviera un equilibrio 6ptimo en la asignacion de
recursos.

- El ensayo realizado en condiciones de invernadero demostré que el indculo microbiano nativo
actud eficazmente como un bioestimulante en la fase pre-estrés, acelerando el vigor temprano
y el desarrollo fenologico de las plantulas de maiz. Bajo condiciones de déficit hidrico, la
comunidad microbiana facilitdé una estrategia de evitacion de la sequia en la planta, logrando
mantener una homeostasis hidrica foliar consistente a expensas de una mayor y mas rapida
extraccion de la humedad disponible del sustrato.

- La determinacion de los rasgos de la Arquitectura del Sistema Radicular (RSA) confirmé que
la inoculacién revirtié la inhibicion del crecimiento radicular inducida por la sequia. El
microbioma nativo promovio6 una plasticidad fenotipica, caracterizada por un sistema radicular
densamente ramificado, con una proliferacion lateral significativamente mayor y incremento
significativo de la profundidad maxima de enraizamiento en comparacion con los controles.

- Elanalisis anatomico radicular reveld un mecanismo crucial de tolerancia, la inoculacién indujo
una expansion de los vasos del metaxilema. Este ensanchamiento vascular, que se replico en el
mesocotilo, mitigo la constriccion hidraulica tipica bajo estrés. Este aumento en la capacidad
conductora axial fue el prerrequisito funcional que permiti6 el flujo eficiente de agua desde las
raices exploradoras profundas hacia el vastago, evitando el fallo hidraulico y preservando la

biomasa aérea productiva.

4.2 RECOMENDACIONES

- Aislar y caracterizar funcionalmente las cepas microbianas clave como Proteobacteria y
Actinobacteriota cuantificando in vitro la actividad de ACC desaminasa y la produccion de
acido indolacético (AIA), para establecer la relacion causal entre la modulaciéon hormonal
bacteriana (auxinas/etileno) y la expansion masiva de los vasos del metaxilema y la

proliferacion lateral observada.
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ANEXOS

Anexo 1

Proceso de preparacion del inoculo microbiano y cultivo.

Nota: Serie de fotografias que documentan la manipulacion inicial del suelo con historial de sequia y

el proceso de inoculacion y cultivo.

Anexo 2

Fotografia del montaje experimental en el sistema rizotron.

Nota: Esterilizacion del sustrato de turba/perlita e Implementacion de las unidades de rizotron,
observandose la configuracion experimental y el angulo de la lamina de vidrio transparente, la cual se
utiliz6 para facilitar la visualizacidon y el registro del desarrollo de las raices contra la superficie

observable.
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Anexo 3

Aspecto visual de las plantas previo a la induccion del estrés hidrico (Estado V5).
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Nota: Comparacion visual de la homogeneidad de los grupos experimentales (T1 a T6), que corresponde

al estado fenologico V5, antes de la suspension del riego para inducir la sequia.

Anexo 4

Meétodo gravimétrico del calculo de la cantidad de agua en la planta y el sustrato.

Nota: En el caso de la cuantificacion del contenido de agua en la planta se lo realizo tomando las 2

hojas mejor desarrolladas de cada planta mientras que el sustrato se tomo una muestra de suelo

realizando una excavacion longitudinal a la raiz de la planta.
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Anexo 5

Contraste fenotipico al final del periodo de sequia (Dia 21) y sistema rizotron.

(

Nota: Imagenes comparativas del aspecto aéreo de las plantas cosechadas y de las raices lavadas,
documentando la diferencia visual de los sintomas de estrés entre el control no inoculado (T4) y la
mitigacion del estrés lograda en el tratamiento inoculado (T5). Sistema rizotron después del lavado de

las raices para el procesamiento de imagenes.
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Anexo 6

Tabla de datos crudos de Arquitectura Radicular (RSA).

Profundidad ) Densidad de Longitud . Numero
Numero Longitud Longitud
maxima de ramificacion total de de
de raices total de
T Rep 1la raiz o raiz raices puntas
raices principales la  raiz
general principal laterales de
nodales (cm) (cm)
(cm) (raices/cm)  (cm) raices
1 15,4 4 13,1 0,255 56,16 78,6 20
T1 2 273 2 14,5 0,210 59,8 71,4 15
329 4 9,6 0,226 574 93,1 21
1 39,5 4 14,2 0,354 73,16 87,5 31
T 2 312 5 11,8 0,368 71,9 65,3 24
3 377 5 17,1 0,385 74,6 101,2 39
1 22,8 4 10,0 0,266 53,15 75,3 20
T3 2 19,3 3 15,3 0,296 52 64,1 19
3 19,5 3 11,2 0,248 54 80,6 20
1 254 2 8,5 0,236 42,26 55,2 13
T4 2 237 3 7,0 0,188 40,8 63,7 12
3 245 4 10,0 0,248 43,1 56,4 14
1 33,5 5 11,0 0,312 81,26 93,0 29
T5 2 409 4 14,3 0,404 79,9 106,4 43
3 30,1 4 10,0 0,318 82,7 94,3 30
1 18,5 5 11,2 0,257 50,46 70,1 18
T6 2 398 3 9,2 0,247 49,2 68,9 17
3223 3 8,5 0,197 51,6 91,3 18

Nota: La siguiente tabla detalla las mediciones individuales (n=3) de los rasgos arquitectonicos
radiculares cuantificados mediante visualizacion directa y en el software Rhizo Vision Explorer para
cada tratamiento, al finalizar el periodo de sequia. Se incluyen la profundidad maxima y la longitud

total de las raices laterales y el nimero de puntas de raices.
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Anexo 7
Tabla de datos crudos morfométricos y de biomasa.

PESO_SECO (gr) Relacion

T Rep
Vastago Raiz R/S
1 0,1508 0,1165
T1 2 0,1219 0,1225 1,14
3 0,0988 0,1632
1 0,279 0,2645
T2 2 0,3533 0,3155 0,90
3 0,2675 0,2336
1 0,1345 0,1953
T3 2 0,1535 0,2059 1,36
3 0,1751 0,2272
1 0,2651 0,2261
T4 2 0,1249 0,1779 1,38
3 0,0951 0,1775
1 0,3162 0,3138
T5 2 0,3352 0,279 0,82
3 0,3836 0,2468
1 0,1501 0,1702
T6 2 0,1422 0,1646 1,15
3 0,0828 0,0956

Nota: Contiene los datos individuales (n=3) de la biomasa seca de raiz y vastago, asi como la Relacion
Raiz/Brote (R/S), que fueron analizados al final del experimento y sirvieron de base para los analisis de

la asignacion de biomasa.

Anexo 8

Tabla de datos crudos del % contenido de agua en planta.

T Rep Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
1 90,49 91,12 87,44 93,07
T1 2 91,67 91,52 90,82 91,75
3 88,29 90,29 87,73 92,49
1 90,84 96,93 91,12 89,36
T2 2 92,04 93,55 89,75 89,14
3 90,85 82,45 91,72 90,07
T3 1 91,09 88,19 84,71 90,94
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2 88,76 89,88 86,82 87,24

3 93,35 91,41 89,86 89,38
1 96,28 89,54 74,57 61,58
T4 2 90,32 90,97 77,82 79,10
3 94,03 89,49 79,02 76,00
1 97,64 89,53 90,91 91,37
TS 2 91,16 91,87 89,70 91,20
3 90,32 89,56 91,04 91,39
1 91,00 92,60 72,59 73,41
T6 2 93,15 88,76 77,82 74,75
3 92,68 91,29 85,80 76,35

Nota: Detalle de las mediciones individuales del contenido de agua (CA) foliar, Los datos crudos

sustentan las curvas de dinamica hidrica presentadas en el Capitulo II1.

Anexo 9

Tabla de datos crudos del % contenido de humedad en sustrato.

T Rep Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
1 57,80 51,08 53,27 58,90
T1 2 55,64 53,20 60,77 56,75
3 56,84 59,26 57,72 60,74
1 48,23 43,49 40,26 45,57
T2 2 47,43 42,25 49,38 52,23
3 47,40 40,97 47,59 40,26
1 47,01 46,72 50,00 50,32
T3 2 47,39 48,53 49,41 48,21
3 43,91 47,62 51,20 47,98
1 52,66 50,47 57,54 13,63
T4 2 23,10 48,01 38,52 19,28
3 82,55 50,14 47,90 27,65
1 44,74 29,53 23,47 25,85
TS5 2 4533 38,92 20,07 18,01
3 48,42 25,72 21,73 16,49
1 49,68 36,71 34,08 25,06
T6 2 49,08 48,74 52,11 22,54
3 45,66 50,37 43,42 18,86

Nota: Detalle de las mediciones individuales de humedad Gravimétrica del sustrato. Los datos crudos

sustentan las curvas de dinamica hidrica presentadas en el Capitulo III.
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Anexo 10

Tabla de datos crudos de anatomia radicular del mesocotilo.

Relacion Area

Area Total Area Estela Area Prom Vaso B
T REP Num Vasos Estela / Area
(um?) ((pm?) ((pm?)
Transversal
1 6851354,57  791420,47 7 2360,16217 0,11551299
Tl 2 7025010,12  815300,41 8 2606,08571 0,11605683
3 6689156,65  763282,88 6 2221,42167 0,11410749
1 4753168,2 675578,35 11 2635,08455 0,14213222
T2 2 4899420,77  696800,22 10 3209,329 0,14222094
3 4627019,88  654906,41 10 3094,515 0,14153957
1 8335838,99  974784,06 9 2778,14625 0,11693893
T3 2 8542040,84 1002100,72 8 2998,73125 0,11731397
3 8102480,21  940814,55 8 2673,79167 0,11611439
1 548242524  474398,92 7 1649,63286 0,08653085
T4 2 5668843,45 492100,88 7 1776,72571 0,08680799
3 5283015,14 452707,3 7 1476,12286 0,08569109
1 6031567,15 1031313,21 17 2858,42813 0,17098595
T5 2 6249794,31 1073200,55 14 2729,56786 0,17171774
3 5825741,31  1005504.,9 9 2706,28 0,1725969
1 4048687,69  574409,77 10 2670,604 0,14187554
T6 2 4175681,26  591300,11 8 2905,51 0,14160566
3 3928361,55 55690647 8 2404,98 0,14176558

Nota: Datos individuales (n=33) de las variables anatomicas radiculares, incluyendo el area y numero
de vasos del metaxilema,, y el area de la estela, cuantificados mediante el software ImagelJ para el

mesocotilo.

Anexo 11

Tabla de datos crudos de anatomia radicular de la raiz.

Relacion Area

Area Total Area Estela Area Prom Vaso B
T REP 5 ) N Vasos 5 Estela / Area
((um?) ((um*) ((um?)
Transversal
1 1509918,17 196888,94 6 2944,672 0,13039709
T1 2 1578205,54 201900,12 5 3172,754 0,12793018
3 1463202,11 191443,77 5 2775,972 0,13083891
- 1 1136498,96 176323,22 6 293487167 0,15514596
2 1184208,65 182900,55 6 3158,95833 0,1544496
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3 1098585,55 170876,66 5 3161,68167 0,15554242
1 1095315,98 169747,51 5 2708,614 0,15497584
T3 2 1132123,11 174500,66 6 2918,284 0,15413576
3 1059249,74 163935,98 5 2361,684 0,15476613
1 794395,57 130854,97 4 3272,446 0,16472268
T4 2 820482,41 135900,84 5 3253,735 0,16563529
3 760138,54 125491,11 5 2859,728 0,16508979
1 1799190,49 257726,57 6 6367,785 0,14324585
5 2 1858492,77 267900,3 5 7870,23667 0,14414923
3 1712183,12 248870,14 6 7123,79167 0,14535253
1 892931,86 114830,25 5 2055,18 0,12859912
T6 2 926708,14 118900,24 4 2263,906 0,12830387
3 859707,41 109303,55 5 1811,328 0,12714041

Nota: Datos individuales (n=33) de las variables anatomicas radiculares, incluyendo el area y numero

de vasos del metaxilema, y el area de la estela, cuantificados mediante el software ImagelJ para la raiz.

Anexo 12

Andalisis de Varianza (ANOVA) para la altura de la planta al finalizar el experimento (Semana 6).

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor F Probabilidad
Variacion Cuadrados (SS) Libertad (df) Medio (MS) (p-value)
Tratamiento  1262.43 5 252.49 6.64 <0.001*
Error 3649.66 96 38.02
(Residual)
Total 4912.09 101
Nota: El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del
95% (p <0.05).
Anexo 13

Analisis de Varianza (ANOVA) para el Contenido de Humedad del Suelo en la etapa media de estrés.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor F Probabilidad
Variacion Cuadrados (SS) Libertad (df) Medio (MS) (p-value)
Tratamiento 2183.09 5 436.62 12.30 <0.001*
Error

) 426.10 12 35.51
(Residual)
Total 2609.19 17

Nota: El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0.05).
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Anexo 14

Analisis de Varianza (ANOVA) para el Contenido de Agua (CA) al finalizar el periodo de estrés (Dia

21).
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor F Probabilidad
Variacion Cuadrados (SS) Libertad (df) Medio (MS) (p-value)
Tratamiento  1198.95 5 239.79 15.35 <0.001*
Error 187.44 12 15.62
(Residual)
Total 1386.39 17
Nota: El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del
95% (p <0.05).
Anexo 15

Andlisis de Varianza (ANOVA) para la Relacion Raiz/Brote (R/S)

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor F Probabilidad
Variacion Cuadrados (SS) Libertad (df) Medio (MS) (p-value)
Tratamiento  0.790 5 0.158 1.88 0.171 (ns)
Error 1.009 12 0.084
(Residual)
Total 1.799 17
Nota: El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del
95% (p <0.05).
Anexo 16

Tablas de Analisis de Varianza para la Arquitectura Radicular y Anatomia Vascular

GL
Variable Dependiente (Trat) GL (Error)  Valor F Valor p Significancia
Arquitectura Radicular

Longitud Raices 5 12 357.65 <0.001 ook
Laterales (cm)
Dens.ldad de 5 12 11.89 <0.001 ok
Ramificacion
Profundidad Maxi

rofundidad Maxima 5 12 3.57 0.033 *
(em)

Anatomia Vascular

Area Estela Raiz B

rea Estela Raiz Base 5 12 202.13 <0.001 o

(um?)
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Area Prom. Vaso Raiz

Base (um?)

Area Prom. Vaso
Mesocétilo (um?)

N° Vasos Mesocotilo

5

5

12 73.86 <0.001 ook
12 16.94 <0.001 Ak
12 541 0.008 ox

Nota: Grados de libertad; *** (p < 0.001); ** (p <0.01); * (p < 0.05). Modelo: ANOVA de una via

comparando tratamientos T1 a T6.

Anexo 17

Resumen de la Prueba Post-Hoc (Tukey HSD, alpha=0.05).

) Diferencia
Variable ] Valor p ¢ES .
) de Medias o Interpretacion Bioldgica
Analizada ajustado  significativa?
(T5-T4)
Longitud . ,
) _ T5 desarroll6 casi 40 cm mas de red de
Raices +39.23 cm  0.000 SI .
exploracion que T4.
Laterales
Densidad de ; T5 es  significativamente  mas
... +0.12n/cm 0.006 Sl ] -
Ramificacion compleja/ramificada.
Area Estela +127,416 0.000 si T5 duplicé la infraestructura central de
(Raiz Base)  (um? ' transporte.
Area Vaso +3,992 0.000 si La conductividad hidraulica es
(Raiz Base) (um? ' masivamente superior en T5.
Area Vaso +1,130 0.000 si El transporte vertical también se
(Mesocétilo)  (um? ' optimizo estadisticamente.
N° Vasos ) ; T5 formo casi el doble de canales de
. +6.33 unid.  0.010 Sl
(Mesocdtilo) transporte.
Aunque T5 fue mas profunda (34 vs 24
cm), la variabilidad en T1y T6 hizo que
Profundidad esta diferencia especifica no fuera
+10.30 cm  0.559 NO

Maxima

estadisticamente "(nica" en el ajuste
global, aunque la tendencia bioldgica es

clara.

Nota: Se presentan los resultados detallados de la prueba post-hoc utilizada para determinar las

diferencias especificas entre las medias de los tratamientos,

estadisticamente significativas entre los grupos clave.
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Anexo 18

Captura de pantalla de la interfaz de configuracion en RhizoVision Explorer.

$ RhizoVision Explorer
File Edit View Help

OPE ORE B@ | @B B |mwe e oni ] st i ]
Analysis Options g x

4 Image pre-processing |

Analysis mode Iwhole root 'I

[+ Convert pixels to physical units

7.52 Pixels per mm 'I

Image thresholding level
|
|

r Keep largest component

[+ Filter nonroot objects

Maximum size (mm sq.) : |1

[+ Fill holes in root ohjects

Maximum size (mm sq.) : |1

[+ Enable edge smoathing

Edge smoothing threshold : |2

Preview segmented image |

P Feature extraction |

¥ Output display |

Nota: Laimagen evidencia el ingreso del valor de resolucion (DPI) o la escala de pixeles calculada, La
calibracion se fundamentd en una relacion de proporcionalidad directa. Se establecid midiendo la
longitud fisica total de una raiz control (L,.,;) mediante estandarizacion manual, la cual se contrasto
con su longitud digital en la imagen no calibrada ((Lyy). El cociente resultante ((Lyeq/Lpx determind
el factor de conversion (pixeles por milimetro) ingresado en RhizoVision Explorer, asegurando que
todas las mediciones morfométricas posteriores reflejaran las dimensiones biologicas reales con

precision
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Anexo 19

Captura de pantalla de la interfaz de configuracion en Imaje J

f9¢ (Fiji Is Just) Image! = O
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Djo|c|ofl <|#NA|p|@ /] o fs|wis|s]a] |>]
Fiji Is Just) ImageJ 2.16.0/1.54p; Java 21.0.7 [64-bit]: Click here to searc

R IMG_20251105_122736.jpg (3.1% | < | % SetScale X
12288x16320 pixels; RGB; 765MB

Distance in pixels: [9280.2207
Known distance: 5000
1.0

Pixel aspectratio

Unit of length
Click to Remove Scale |

v Global

Scale: 1.8560 pixels/micrometros

OK ‘ Cancell Help|

EI—’ r
File Edit Font Results

AR Round |[Solidity |Length d
).000 |0.000 [NaN 9280.221

Nota: La calibracion métrica se fundament6 en el didmetro fisico del campo de vision (FOV), calculado
tedricamente a partir del nimero de campo del ocular (FN = 20 mm). Mediante la relacion FOV =
FN /Aumento, se determinaron distancias reales de 5000 um para el objetivo 4X (utilizado en raiz) y
2000 pm para el objetivo 10X (utilizado en mesocoétilo). En el software Imagel, se empleo la
herramienta Straight para trazar el diametro total de la imagen capturada, asignando a esta longitud
digital (pixeles) el valor fisico calculado correspondiente en la funcion Set Scale. Este procedimiento

establecio la resolucion micrométrica exacta para la cuantificacion anatdémica.
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