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RESUMEN. Los maices nativos de México concentran una gran diversidad genética y valiosos compuestos fenélicos como
antocianinas y flavonoides. La cianidina-3-glucdsido (C3G) es la antocianina predominante, y junto con flavonoides como la
catequina, colorean la testa de los granos, protegen a la planta de estrés oxidativo y confieren valor antioxidante y nutracettico
para la salud humana. Estudios recientes proponen que la simbiosis con hongos micorrizicos arbusculares (HMA), puede
estimular la produccion de metabolitos antioxidantes mediante modificaciones de sefializacion molecular en la planta. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la inoculacion con HMA en granos de maices nativos (Amarillo, Rojo y
Negro), sobre el contenido de polifenoles (cianidina-3-glucdsido y catequina) bajo condiciones de campo. Se aplicé un disefio
experimental con dos factores: variedad e inoculante micorrizico. Se midié el porcentaje de colonizacién micorrizica en etapa
vegetativa V7 y en etapa de transicion V. Las concentraciones de C3G y catequina en los granos se determinaron mediante
extracciones metandlicas y analisis espectrofotométrico a 535 y 450 nm respectivamente. Los tratamientos inoculados registraron
mayores porcentajes de colonizaciéon micorrizica (Amarillo 87.95%, Negro 73.82% y Rojo 72.02%). Se registr6 una mayor
concentracion de C3G en los maices Negro (51.26 mg kg') y Amarillo (12.68 mg kg) y un incremento del 9.65% de catequina
exclusivamente en el maiz negro inoculado. Estos resultados ponen en evidencia que la inoculacion con HMA puede ser una
herramienta 1til para incrementar el contenido de compuestos nutracetticos como los polifenoles, en granos de variedades
nativas de maiz.
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ABSTRACT. Native Mexican maize contain a wide range of genetic diversity and valuable phenolic compounds such as
anthocyanins and flavonoids. Cyanidin-3-glucoside (C3G) is the predominant anthocyanin, and together with flavonoids such
as catechin, it contributes to grain pericarp pigmentation, enhances plant protection against oxidative stress, and provides
antioxidant and nutraceutical benefits relevant to human health. Recent studies have proposed that symbiosis with arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) can stimulate the biosynthesis of antioxidant metabolites through modifications in plant molecular
signaling pathways. The objective of this study was to evaluate the effect of AMF inoculation on the content of polyphenols
(C3G and catechin) in native maize grains (Yellow, Red and Black) under field conditions. A two-factor experimental design
was established, with treatment factors “variety” and “mycorrhizal inoculum”.The percentage of mycorrhizal colonization was
measured at V7 vegetative stage and VT transition stage. Concentrations of C3G and catechin in grains were quantified through
methanolic extractions and spectrophotometric analysis at 535 nm and 450 nm, respectively. Inoculated treatments showed
higher rates of mycorrhizal colonization (Yellow: 87.95%, Black: 73.82%, Red: 72.02%). Higher concentrations of C3G were
observed in Black (51.26 mg kg™) and Yellow maize (12.68 mg kg), while a 9.65% increase in catechin was detected exclusively
in inoculated Black maize. The results obtained show that AMF inoculation can be a useful tool for increasing the nutraceutical
compounds contents, such as polyphenols, in grains of native maize varieties.
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INTRODUCCION

Mesoamérica es el centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz (Zea mays), uno de
los cultivos mas importantes para México, ya que constituye la base de la alimentacion, y juega un
papel central en la sociedad, cultura y economia del pais. En México se reconocen entre 41 y 65
razas de maiz, de las aproximadamente 220 a 300 existentes en todo el continente americano (Kato
et al. 2009). Estas razas se han agrupado en complejos basados en caracteres morfoldgicos,
adaptativos, genéticos (isoenzimas) y raciales (Caballero-Garcia et al. 2019). Sin embargo, cada raza
incluye multiples variantes con diferencias en forma de mazorca, color y textura de grano,
adaptaciones ecoldgicas y diversidad genética (Barrera-Guzman et al. 2020). A través del
conocimiento y la experiencia, los agricultores han logrado mantener y adaptar una vasta
diversidad de maices nativos (Castillo-Nonato 2016).

Las variedades criollas destacan por su riqueza en compuestos fendlicos con propiedades
antioxidantes (Salinas-Moreno et al. 2024). Estos metabolitos secundarios incluyen acidos fendlicos,
estilbenos, lighanos y, en mayor proporcidn, flavonoides, los cuales se agrupan en flavonas,
flavonoles, isoflavonas, flavanonas, flavanoles (taninos condensados) y antocianinas (Guo et al.
2024); y son responsables de la intensa coloracion de la testa de sus granos (Jiang et al. 2023). Sus
variaciones estructurales, junto con el pH y la presencia de grupos metoxilo e hidroxilo, determinan
las distintas gamas cromadticas observadas, por ejemplo, en soluciones acidas, predominan las
formas de ion oxonio o cation flavilio (AHY), que generan colores rojos intensos, y a medida que el
pH aumenta, se favorecen formas neutras o anidnicas que pueden mostrar colores purpuras o
azules (Alappat y Alappat 2020, Rabanal-Atalaya y Medina-Hoyos 2021). Se sabe que el grupo de
las antocianinas se encuentran conjugadas con aztcares en forma de heterésidos, lo que les confiere
solubilidad en agua y mayor estabilidad (Nurtiana 2019, Xue et al. 2024) influyendo en su
biodisponibilidad y actividad bioldgica en el organismo humano. Diversos estudios han
documentado que la ingesta de antocianinas puede tener efectos antioxidantes, antiinflamatorios
y cardioprotectores, ademas de modular la microbiota intestinal (Khoo et al. 2017). En particular, el
consumo regular de maiz pigmentado, rico en antocianinas, se ha asociado con la reduccién de
marcadores de estrés oxidativo y la mejora en pardmetros metabolicos relacionados con obesidad
y diabetes tipo 2 (Sasaki et al. 2007, Lao et al. 2017).

En términos bioldgicos, los compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas protegen a las plantas
de las especies reactivas de oxigeno (ERO), que pueden causar dafio oxidativo. También participan
en la atraccién de polinizadores y en la defensa contra organismos fitopatdégenos (Naing y Kim
2021). En el grano de maiz, la biosintesis de antocianinas ocurre en la aleurona y el pericarpio, y
esta regulada por genes estructurales y factores de transcripcion que se expresan durante el
desarrollo del grano (Li et al. 2019, Peniche-Pavia et al. 2022).

El uso de inoculantes microbianos a base de rizobacterias y hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), ha demostrado ser una alternativa ecoldgica para mejorar el rendimiento de cultivos y
aumentar el contenido de metabolitos secundarios, incluidos los compuestos nutracéuticos
(Mannino et al. 2021). Los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota y forman simbiosis con la
mayoria de las plantas vasculares, mejorando la absorcién de nutrientes poco disponibles como
fosforo y nitrogeno (Stiirmer y Kemmelmeier 2021). Ademas, se ha reportado que la colonizacion
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micorrizica activa rutas metabolicas en las plantas que promueven la acumulacion de compuestos
antioxidantes, incluidos los flavonoides y antocianinas, a través de las rutas de biosintesis de
fenilpropanoides (Simura et al. 2017, Sachdev et al. 2021).

En este contexto, se propuso evaluar el efecto de la inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares
en el contenido de compuestos fenolicos, especificamente flavonoides totales y antocianinas, en
tres variedades de maices criollos pigmentados, con miras a encontrar combinaciones funcionales
que permitan incrementar la concentracion de metabolitos con potencial nutracéutico y sirvan de
base para el desarrollo de alternativas sostenibles para un mejor desarrollo y productividad de
maices nativos.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en La Ordufia, Coatepec, Veracruz, en temporada otofio-invierno,
utilizando un diseno factorial 3 * 2, la variedad de maiz (amarilla, roja y negra) y la aplicacion de
inoculante micorrizico (con y sin inoculante micorrizico), evaluando en total seis tratamientos
resultantes de la combinacion de ambos factores. El disefio experimental correspondio a un disefio
de bloques completos al azar, con tres bloques para cada tratamiento, cada uno compuesto por 45
plantas, dando un total de 135 plantas por tratamiento. De casa tratamiento se seleccionaron 15
plantas, siguiendo un patron en zig-zag y evitando los bordes de las calles.

Los granos de maiz fueron sembrados en un sistema de labranza cero (2 afios) a una profundidad
de 5+ 1 cm y en una densidad de siembra de 50 000 plantas ha (40 * 50 cm). A los tratamientos
inoculados se les realizo dos aplicaciones de indculo por planta, 15 gramos al momento de la
siembra y una dosis igual 15 dias después. La inoculaciéon de HMA se hizo mediante el producto
Rizofermic®, consorcio conformado por las especies A. morrowiae, A. spinosa, A. scrobiculata, F.
mosseae, F. geosporus, G. rosea, G. decipiens, G. macrocarpum, G. aggregatum, R. intraradices, S. pellucida
y C. etunicatum, todos nativos de suelos veracruzanos con una concentracion de 60 propagulos
viables por gramo de producto (Trejo et al. 2021).

Evaluacién del porcentaje de colonizacion micorrizica
Se realizaron colectas de raices en los estadios V7 y VT (40 y 80 dias después de la siembra
respectivamente) a una profundidad de 10 cm en la periferia de la zona radicular excluyendo raices
gruesas (didmetro > 3 mm). Las raices colectadas fueron lavadas con agua corriente y se
conservaron en agua y alcohol (1:1 v/v, Bagyaraj y Stiirmer 2012). Posteriormente, se sometieron a
un proceso de clareo y tincion siguiendo la técnica modificada de Philips y Hayman (1970). El
porcentaje de colonizaciéon (% cm) fue cuantificado mediante el método de gradiente de
interseccion descrito por Giovannetti y Mosse (1980), utilizando la siguiente férmula:
Numero total de intersecciones con raices micorrizadas

%cm=( )*100

numero total de intersecciones entre la raiz y las lineas de la cuadricula

Cuantificacion de antocianidinas y flavonoides en grano
Se realiz6 la cosecha de cada parcela experimental y las mazorcas procedentes de las plantas
seleccionadas se separaron en bolsas plasticas debidamente rotuladas. Las mazorcas se
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deshidrataron mediante secado al aire hasta conseguir un 14% de humedad, posteriormente se
desgranaron manualmente y las semillas se almacenaron en sobres de papel previamente
identificados, segiin el protocolo de CIMMYT (2012). Posteriormente, se elaboré una muestra
compuesta con los granos, la cual fue molida para su procesamiento.

Lo granos molidos y tamizados a 100 um fueron extraidos con 90 mL de metanol al 70% y 10 mL
de HCI 1N, segtin el método de Abdel-Aal y Hucl (1999), modificado ex profeso para este trabajo.
Dicha modificacion consistio en que posterior al tamizado y previo a la extraccion metandlica, se
realizé un ablandamiento de la muestra con agua a 95° por 5 minutos. El coeficiente de extincion
molar para cianidina-3-glucdsido de 25 965 cm™ M a se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:
e =A/CL, a una longitud de onda de 535 nm. La concentracién de antocianidinas se calcul6
utilizando un patrén de cianidina-3-glucésido, utilizando la siguiente formula:

- (Ax PM % 1000 * Vol = 1000)

€ * peso de muestra de maiz

Donde C = concentracion (en mg Kg); A = absorbancia; ¢ = absortividad molar de cianidina 3-
glucdsido (25 965 cm™ M1); Vol. = volumen inicial del extracto utilizado; y PM = peso molecular de
cianidina 3-glucosido (449 g M™).

La cuantificacidon de flavonoides totales se realizd6 mediante la técnica de cloruro de aluminio
(Gupta 2013), modificada para el presente trabajo, para la cual se realizé la extraccion de 10 g de
maiz molido y tamizado a 100 pm, con un volumen de 30 mL de etanol al 90% en agua, utilizando
agitacion continua a 350 RPM durante 24 horas; el extracto se filtr6 y se tomaron 300 pL en tubos
de ensayo; se agregaron 80 pL de solucion de nitrito de sodio al 5%, la mezcla se incubd durante 5
minutos; (4) a continuacion, se adicionaron 80 uL de solucion de tricloruro de aluminio al 10% y se
incubd a temperatura ambiente por un minuto; se anadieron 500 uL de una solucion de hidroxido
de sodio 1M y se mezclé hasta homogeneizar (6) se realizé la lectura de absorbancia en un
espectrofotometro UV a 450 nm, utilizando como blanco agua destilada, contrastando con un
patron de catequina tratado de la misma manera. Este procedimiento se realiz6 para 5 muestras de
cada bloque, totalizando 15 muestras por tratamiento. La concentracion se calculé como catequina
con la siguiente formula:
A x PM * Vol
¢= €

Donde: C = la concentracién (mg mL); A = absorbancia; ¢ = absortividad molar (catequina = 2
211.000 cm* M); Vol = volumen inicial del extracto utilizado; PM peso molecular de catequina (290
g 1IM1). Finalmente, se referenciaron a la masa de grano de maiz usada.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) para cada variedad de
maiz, los resultados significativos se comprobaron a través de la prueba HSD de Tukey y
comprobacion de supuestos, Shapiro-Wilk para normalidad, Levene para homogeneidad de
varianzas y Estadistico de Durbin-Watson para independencia. El nivel de significancia
considerado para todas las pruebas fue de 0.05.
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La captura y tabulacién de los datos se realizd mediante el software Microsoft Excel®, el analisis
estadistico se llevo a cabo a través de los softwares estadisticos R y su interfaz grafica RStudio®,
finalmente, la elaboracion de gréficos se hizo con Minitab® 14.1.

RESULTADOS

Las tres variedades de maices nativos inoculadas alcanzaron porcentajes de colonizacion
micorrizica superiores a los observados en los tratamientos sin inocular. Las plantas de estos
ultimos también presentaron colonizacion radical, atribuida a la presencia de propagulos nativos
de HMA en el suelo del sitio experimental, con una densidad de 12 x 10 propagulos g'. En las
plantas inoculadas, se observé un incremento progresivo del porcentaje de colonizacion conforme
avanzaron las etapas vegetativas. En la etapa fenoldgica V7, todas las variedades inoculadas
registraron valores por encima del 50%, y al llegar la etapa VT se registraron valores superiores al
70%. Sin embargo, solo en la etapa VT se observaron diferencias significativas en la colonizacion
entre tratamientos inoculados y no inoculados. La variedad Amarillo inoculada presento el mayor
porcentaje de colonizacion con un 87.95% (Figura 1) y alcanzo una diferencia porcentual de 64.47%
respecto de su tratamiento testigo (ANI). La variedad Negro inoculado (NI) también mostr6 una
colonizacidn superior a la observada en el tratamiento sin inocular. La variedad Rojo registré la
mayor diferencia porcentual de colonizacion entre tratamientos con un 94.29%.
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Figura 1. Evaluacién de colonizaciéon micorrizica en etapa VT (p < 0.05).

Unicamente las variedades Amarillo y Negro mostraron una correlacién positiva entre la etapa
vegetativa y el porcentaje de colonizacién micorrizica (coeficiente de 0.93) en tratamientos
inoculados y sin inocular. La variedad Amarillo inoculada presentd la mayor diferencia porcentual
de colonizacion micorrizica entre etapas con 33.9%. La variedad Rojo no inoculada mostré una
disminucién en el grado de colonizacién al alcanzar la etapa VT registrando una diferencia
porcentual negativa (-0.19%).

La micorrizacién generd respuestas diferenciales en la concentracion de flavonoides (expresado
como catequina) y antocianinas monoméricas (expresado como cianidina 3-glucdsido, C3G) en las
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tres variedades de maiz. Aunque ambos compuestos fenolicos comparten una parte de la ruta de
biosintesis, no se encontr6 una correlacion significativa entre ellos (coeficiente de correlacion de
0.569). Las tres variedades de maiz presentaron una mayor concentracion de C3G en los
tratamientos inoculados en comparacion con los no inoculados (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacion de cianidina 3-glucdsido en granos de maiz (p < 0.05).

En la variedad Amarillo, el tratamiento inoculado mostré un aumento estadisticamente
significativo del 24% en el contenido de C3G, con una concentracion promedio de 125 mg kg
comparado con los 105.0 mg kg del tratamiento control. Por su parte, la variedad Negro inoculado
presento la mayor concentracion de antocianinas entre las variedades estudiadas (512.6 mg kg') y
un incremento del 9.65% en el contenido de catequina en comparacion con el maiz negro no
inoculado. En la variedad Rojo, no se observaron diferencias estadisticas en el contenido de C3G
entre los tratamientos inoculados y no inoculados, pero si registrd diferencias estadisticas en el
contenido de catequina (Figura 3).
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Figura 3. Evaluacién de flavonoides (eq. de catequina) en granos de maiz (p < 0.05).
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DISCUSION

Se observo una variacion en la respuesta de los maices nativos a la micorrizacion en raiz y al
contenido de polifenoles en granos. La inoculacion con HMA fue altamente eficiente para
establecer la simbiosis en comparacion con los hongos micorrizicos arbusculares nativos presentes
en el sitio. Los porcentajes de colonizacion registrados en las plantas inoculadas superaron los
reportados recientemente para algunos maices nativos inoculados con HMA (Ramirez-Silva et al.
2022, Quinones-Aguilar et al. 2023). No obstante, los elevados valores de colonizacién micorrizica,
la respuesta no fue homogénea, encontrandose diferencias significativas entre tratamientos
inoculados. Se sabe que existe una gran diversidad funcional de especies de HMA que condiciona
el establecimiento de la simbiosis con la planta hospedera (Guigard et al. 2023), las diferencias aqui
encontradas, pueden estar relacionadas con la variacién genética y especificidad ecoldgica de
ambos simbiontes. Es posible que la variacion en el porcentaje de micorrizacion se deba a la alta
diversidad de especies del indculo (consorcio de 12 especies locales) (Trejo et al. 2021), lo que habria
generado que las distintas variedades de maiz no se asociaran con el mismo ensamble de especies
de HMA. Se sabe que las especies de HMA difieren ampliamente en sus estrategias para colonizar
las raices de las plantas y que los genotipos de maiz pueden asociarse con distintas especies de
micosimbiontes (Sangabriel-Conde et al. 2015, Londofo et al. 2020), por lo tanto, es factible que la
variedad que registré mayor colonizacion (Amarillo) esté asociada con HMA mas eficientes para
colonizar tempranamente y crecer rapido dentro de las raices, y aquellas con menor colonizacion
(Negro y Rojo) estén asociadas con micosimbiontes de colonizacién mas lenta y mayor demanda
de recursos a la planta hospedera (Camenzind et al. 2024). Por ejemplo, algunas especies del género
Acaulospora presentes en el consorcio utilizado han sido reportadas como altamente eficientes
(A.scrobiculata) o poco eficientes (A. morrowiae, A, spinosa) para favorecer el desarrollo de la planta
hospedera. Futuras investigaciones podrian enforcarse en evaluar la eficacia de especies
individuales o en identificar combinaciones especificas de HMA o6ptimas para cada variedad de
maiz.

También se observé una variabilidad en la concentracion de catequina y antocianinas monoméricas
entre las tres variedades de maiz, pero con una tendencia a una mayor concentraciéon en las
variedades inoculadas con HMA, mostrando por primera vez que la simbiosis micorrizica tiene un
efecto en la produccién de metabolitos secundarios en maices nativos. Algunos estudios han
mostrado que las diferencias genéticas entre variedades de maiz nativo pueden generar
concentraciones distintas de dichos metabolitos, por ejemplo, genotipos de maiz de grano purpura
han registrado mayores concentraciones de fenoles totales, flavonoides y proantocianidinas,
maices amarillos presentan mayor contenido de carotenoides y maices rojos se destacan por un
mayor contenido de tocoles totales (Suriano ef al. 2021, Feregrino-Pérez et al. 2024). En este estudio
los maices de color negro y amarillo registraron las mayores concentraciones de antocianinas
monomeéricas cuando se inocularon con HMA. Es probable que este resultado esté relacionado con
los altos porcentajes de colonizacion y una mayor produccion de estrigolactonas. Se sabe que las
estrigolactonas estan directamente relacionadas con la colonizacién micorrizica (Kodama et al.
2022) y que existen genes que regulan su biosintesis en maiz (Chachar et al. 2024), los cuales podrian
estar relacionados con la sintesis de antocianinas (Charnikhova et al. 2017). Por lo tanto, es posible
que a mayores concentraciones de estrigolactonas la planta genere un mayor contenido de
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antocianinas, esto se ha documentado en otras especies vegetales (An et al. 2024). Si bien existen
numerosos estudios que reportan el efecto de los HMA en la produccidon de compuestos fenolicos
en plantas de interés agricola (Torres et al. 2019, Nacoon et al. 2023, Ge et al. 2025), poco se ha
reportado sobre los cambios en la concentracion de dichos compuestos en variedades maiz (Silva
et al. 2019) y hasta el momento no existen reportes del efecto de la micorrizacion en el contenido de
compuestos fenolicos en los granos de maices nativos.

Se considera que el maiz es una planta con elevada respuesta a la micorrizacion, particularmente
en suelos agricolas, y diversos trabajos muestran diferencias en dicha respuesta entre genotipos de
maiz (desarrollo, rendimiento, asimilacion de nutrientes, tolerancia a estrés, produccién de
metabolitos secundarios (Ma et al. 2020, Pérez-Luna y Alvarez 2021, Islam et al. 2023, Pierre et al.
2023). En este trabajo también se encontraron diferencias en la acumulacion de productos fendlicos,
y es posible que dichas diferencias se relacionen también con factores genéticos o fisioldgicos, entre
ellos la regulacion de la via biosintética de estos pigmentos modificada por la simbiosis micorrizica.
Algunos estudios han mostrado que la expresion de genes clave en la biosintesis de antocianinas
puede variar entre razas de maiz, favoreciendo una mayor produccion en aquellas de pigmentacion
oscura (Jiang et al. 2023) y, experimentos con lineas mutantes, han encontrado que ciertos alelos en
maices negros promueven una mayor activacion de genes involucrados en esta ruta metabolica en
comparacion con maices de menor pigmentacion. También, algunas investigaciones han reportado
un aumento en la acumulaciéon de estos compuestos en frutos de plantas micorrizadas,
atribuyéndolo a una regulacion del metabolismo secundario. Por ejemplo, Torres et al. (2019)
encontraron que en plantas de Vitis vinifera, la micorrizacion influye en la produccion de
antocianinas mediante la regulacion del acido abscisico. De manera similar en Cyamopsis
tetragonoloba se ha observado que la inoculaciéon con HMA promueve la sintesis de antocianinas y
poliaminas, sugiriendo una conexion metabdlica entre estas rutas biosintéticas.

En esta investigacién, no solo se incrementd la concentracién de antocianinas monomeéricas,
también la cantidad de catequina fue mayor en los granos de maiz inoculado con HMA, lo que
indica un efecto positivo de la simbiosis micorrizica en la produccion de ambos compuestos. El
incremento en la concentracion de compuestos fenolicos en granos de maices nativos en simbiosis
con HMA podria potenciar los beneficios que dichos granos confieren a la salud humana y a la
salud animal cuando se usan como forraje (Eng-Khoo et al. 2017). Se sabe que los compuestos
fendlicos poseen importantes propiedades como la actividad antioxidante, antiviral, antitumoral y
antiinflamatoria, con implicaciones benéficas en la salud cardiovascular, en la funcidén neuroldgica
o incluso en la prevencion del cancer (Gao et al. 2025). En este contexto, la inoculacién micorrizica
podria ser una alternativa para el cultivo de variedades de maiz nativo con una mayor
concentracion de compuestos fenolicos en los granos.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la inoculacion con HMA induce una respuesta diferencial en términos
de colonizacién radicular y acumulacion de compuestos fendlicos, en funcion de la variedad de
maiz nativo. Este estudio sugiere que la inoculacion micorrizica arbuscular puede ser una
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herramienta util para mejorar la calidad nutracéutica del maiz nativo, particularmente en
variedades pigmentadas, y destaca la necesidad de integrar enfoques genéticos, metabolicos y
ecologicos en las investigaciones de campo para optimizar los beneficios de esta simbiosis en
sistemas agricolas diversos.
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