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I. INTRODUCCION

Las bacterias que forman parte de la rizésfera y tienen la capacidad de generar un efecto
benéfico sobre el crecimiento de las plantas son definidas como Rizobacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) (Vacheron et al. 2013). Se ha
documentado que las PGPR pueden beneficiar a las plantas a través de diversos
mecanismos que favorecen a la planta de forma directa e indirecta, de acuerdo a esta
caracteristica se han clasificado a los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal en
dos grupos (Fibach-Paldi, Burdman, and Okon 2012; Rojas-Tapias et al. 2012): los que
realizan un efecto benéfico directo y los que realizan un efecto indirecto. Las bacterias con
mecanismos de efecto benéfico directo, proporcionan nutrientes en formas absorbibles. Por
ejemplo las rizobacterias fitoestimuladoras proporcionan nutrientes como fosfatos y
nitrégeno, mediante procesos como la fijacion bioldgica de nitrégeno o la solubilizacion de
fosfatos (Saleem et al. 2007). También en este grupo se ubican a las bacterias capaces de
producir fitohormonas como el acido indol acético, giberilinas y citosinas y la enzima 1-
aminociclopropano, 1 carboxilato (ACC) desaminasa (Kumar et al. 2016). Por otra parte,
las PGPR que cuentan con mecanismos de efecto benéfico indirecto llevan a cabo el control
biolégico de microorganismos patégenos, mediante la produccion de sustancias inhibitorias
como enzimas liticas, antibioticos, bacteriocinas, compuestos organicos volatiles (VOCs) y
sideroforos (do Carmo et al. 2011). Otro mecanismo indirecto ocurre a través de la
estimulacion de la resistencia sistémica inducida por rizobacterias (ISR por sus siglas en
inglés) (Van Loon 2007); donde una bacteria rizosférica o enddfita induce la respuesta de
defensa de las plantas y estas a su vez responden con la sintesis de compuestos que limitan
la colonizacién de un microorganismo patégeno. Los microorganismos benéficos que
realizan la degradacion de compuestos xenobidticos, que afectan el crecimiento de una
planta, también podria significar un mecanismo indirecto que permite el éxito competitivo
para el hospedero en ambientes contaminados adversos (Inostroza et al., 2017).

En resumen, las PGPR benefician a su planta hospedera incrementando el crecimiento
vegetal, la produccion y el mantenimiento de la salud de la planta, mediante el empleo de
diversos mecanismos de promocion del crecimiento celular (Malik and Sindhu 2011).

La interaccién PGPR -planta es importante para la promocion del crecimiento vegetal y
requiere que ocurra una adherencia adecuada a la semilla y una colonizacion efectiva de la
bacteria a las raices de la planta (Molina-Romero et al., 2015). La capacidad de
colonizacion de una bacteria PGPR y su supervivencia en la rizésfera en poblaciones
adecuadas, es una caracteristica imprescindible para considerarla como una PGPR exitosa
(Kumar et al., 2016).

Como parte de las actividades desarrolladas durante el doctorado se publicé una Revisién
sobre los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal de las PGPR que se han
estudiado y documentado, haciendo énfasis en las bacterias que han sido reportadas en
América (Molina-Romero et al., 2015). Mecanismos de fitoestimulacion por rizobacterias,
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Resumen

Varlas bactenas rizosféncas con potencial para estimular el
crocimiento de las plantas se han aislado de diforentes lugares y
regiones del mundo, Los mecanismos por los cuales estas bacterlas
tienen la capacidad de estimular el crecimiento de plantas
incluyen la produccion de fitohormonas, compuestos volitiles,
compuestos  antimicroblanos  (produccién de enzimas  liticas,
sideroforas), fijacion biologica de nitrogeno, la solubliizacion de
fosfato y otros. Sin embargo, estos mecanismos dependen de
la adherencia correcta de las bacterias a las raices de las plantas
y la colonizacion eficaz de la nzosfera. En diferentes lugaras del
continente americano so han reportado varios aislamientos
bacterianos con potencial para estimuler ol crecimiento de las
plantas y algunos de ellos han sido utilzados como formulaciones
de inoculantes para incrementar el rendimienta de los cultivos
El objetiva de esta revision fue mostrar una visidn global de los
mecanismos de promaocion de crecimiento de plantas y &l potenclal
agrobiotecnolégico de algunas nzobacterias aisladas en América

Palabras clave: bactorias tipo PGPR, inoculantes bacterianos,
sgrobiotecnolegla.

Introduccién

Las bacterias rizosféricas desempenan una funcion im-
portante al establecer asociaciones con las plantas. En
base al efecto que ejercen estos microorganismos sobre
el crecimiento de las plantas, éstas pueden clasificarse en
tres grupos: benéficas, neutras y patogenas (Beneduzi et
al, 2012). Kloeppler & Schroth (1978) introdujeron el tér-
mino de rizobacterias en sus experimentos con rabanos,
definiéndolo como la comunidad bacteriana que coloniza
competitivamente las raices de la planta, que estimulan su
crecimiento y reducen la incidencia de las enfermedades.
Posteriormente Kloeppler & Schroth (1981) designaron a
este grupo bacteriano como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés: Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Jha et al, 2012). Las
PGPR mejoran el crecimiento, la produccién y la salud de
las plantas, empleando una amplia variedad de mecanis-
mos moleculares (Malik & Sindhu, 2011). Las sustancias
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Mechanisms of plant growth stimulation by rhizobacteria,
isolations from America and biotechnological p ial
Abstract

Several rhizospheric bacteria with potential to stimulate the plant
arowth have heen isolated from different places and regions of the
world, The mechanisms by which rblzospheric bacteria have the
ability to stimulate plant growth include phytohormone production,
volatiles compounds, antimicrobial compounds (lytic enzymes
production, siderophores), blological nitrogen fixation, phosphate
solubilization and others. However, these mechanisms depend on
the right adhesion to plant roots and effective colonization from
rhizosphere, On different places of American continent have been
reported several bacterial isolations with potential to stimulate the
growth of plants and some of them have been used as inoculant
formulations to increment the culture yield. The objective of this
revision was shown & global view of the mechanisms of plamt
growth promotion and the agrobictechnological potential of
some rhizobacteria |solated from Americas.

Key words: Plant growth promotion rhizobacterla, bacterlal
inoculants, Agrobiotechnology.

que promueven el crecimiento vegetal son producidas
por las bacterias nizosféricas y pueden influir directa o indi-
rectamente sobre el metabolismo y fisiologia de la planta
(Saleem et al, 2007; Bhattacharyya, 2012).

Las PGPR son bacterias que habitan la rizésfera, regién
del suelo que fue descrita por Hiltner en 1904 como el area
del suelo influenciada por los exudados de la raiz, la rizés-
feraincluye el area del suelo unida a la raiz que se extiende a
pocos milimetros de la superficie del sistema radicular, ésta
se caracteriza por albergar una gran variedad de microar-
ganismos en comparacion con el resto del suelo (Do Carmo
et. al, 2011). Los exudados rizosféricos incluyen aminoaci-
dos, acidos grasos, nucledtidos, acidos organicos, fenoles,
reguladores de crecimiento, esteroles, azdcares y vitaminas
(Albareda et al,, 2006). Las rizobacterias compiten por estos
metabolitos y por el sitio que ocupan sobre la raizde fa plan-
ta; siendo las uniones entre las células epidérmicas y el area
donde emerge la ralz los sitios mas poblados (Lugtenberg &
Kamilova, 2009).

Los procesos de colonizacion y estimulacion del
crecimiento por parte de las rizobacterias podrian estar
sujetos a mecanismos estrictos de reconocimiento del
hospedero y procesos de senalizacion molecular entre la
bacteria y la planta hospedera (Kamilova et al, 2006), Las
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bacterias de tipo PGPR se han clasificado en grupos de
acuerdo al efecto benéfico que ejercen sobre la planta
(Fibach-Paldi et al, 2012); el cual puede ser directo o indirecto
(Ortiz-Castro et al, 2009), Entre las PGPR que realizan un
efecto directo se ubican las rizobacterias fitoestimuladoras
(Malik & Sindhu, 2011), las que proporcionan nutrientes
esenciales como las rizobacterias fijadoras de nitrégeno y
las solubilizadoras de fosfatos (Saleem et al, 2007). Las PGPR
que ejercen un efecto indirecto afectan el crecimiento de
fitopatogenos, lo que permite un mejor desarrolio de las
plantas hospederas (Van Loon, 2007). Las PGPR pueden
eliminar a los fitopatégencs a través de la produccién de
sustancias inhibitorias como enzimas liticas, antibioticos,
sideraforos o bacteriocinas, en un mecanismo conocido
como biocontrol {Do Carmo, 2011), Las bacterias tipo
PGPR también contrarrestan a los patégenos a través
del incremento de |a respuesta de defensa de las plantas,
en un mecanismo conocido como la estimulacién de la
resistencia sistémica inducida por rizobacterias (ISR por sus
siglas en inglés: Induced Systemic Resistance produced by
rhizobacteria) (Van Loon, 2007),

Aln cuando las PGPR se han clasificado en funcién de
su mecanismo para promover el crecimiento de plantas, en
realidad éstas ejercen su efecto benéfico empleando una
combinacion de mecanismos que permiten estimular el cre-
cimiento y el mantenimiento de su salud (Babaloba, 2010).
Para el buen desempeno de los mecanismos de estimu-

Produce

Mohorme

Estimulacein de ISR

ALL-Gasaminasa

Figura 1. Atraccié dhesién y colonizacién bacteriana como
determinantes para ejercer los i de lacién de
cracimiento vegetal,

Mecanismas, Mslamientos y potencal de riznbacterias

lacién del crecimiento vegetal, la mayoria de las rizobacte-

rias establecen tres pasos indispensables (Figura 1):

1. Atraccion de la bacteria hacia la rizésfera de su hospedero,
mediado por la quimiotaxis-especifica bacteriana hacia
exudados vegetales particulares, estos compuestos
pueden servir como fuente de carbono y funcionar
como moléculas de senalizacion (Albareda et al,, 2006).

2. Adhesién y colonizacion a la superficie de la raiz. Las
bacterias deben tener la capacidad de adherirse
a las semillas o raices de plantas, para la posterior
colonizacion; un proceso competitivo que es afectado
por caracteristicas genotipicas de la rizobacteria y la
variedad de planta hospedera (Mufioz-Rojas et al, 2003;
Oliveira et al, 2009). Ademas, se ha observado que la
adhesién de algunas cepas bacterianas es sitio especifica
alaraiz. presentando un patrén de colonizacién particular
en diferentes plantas (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

3. Funcionalidad de la simbiosis asociativa: implica un
establecimiento efectivo de la relacién microorganismo-
planta, lo que podria favorecer: 1) la modulacidn del
balance hormonal de la planta mediante la produccién
de fitohormonas, compuestos organicos volatiles o
por precursores del catabolismo de la planta. Il) El
mejoramiento en la nutricion de la planta mediante
fijacién biologica de nitrégeno y la solubilizacién de
fosfatos (Jha et al, 2012) y ) el mantenimiento de la
salud de la planta (Van Loon, 2007; Bordiec etal, 2011),

Mecanismos directos de promocién del
crecimiento vegetal

Fijacion Biolégica de Nitrogeno (FBN)
La FBN se define como la conversion de nitrogeno atmos-
férico (N_} a amonio (NH ), compuesto quimico del nitrégeno
que puede ser utilizado por la planta, la transformacion de
N, a nitrégeno biodisponible se consigue mediante la enzi-
ma denominada nitrogenasa {Annan et al,, 2012). La FBN se
lleva a cabo en bacterias asociadas a plantas y en bacterias
de vida libre (figura 2). Las bacterias fijadoras de nitrégeno
como Allorhizobium sp., Azhorhizobium sp., Bradyrhizobium
sp. Mesorhizobium sp. y Rhizobjum sp. (Fernandez-Aunion et
al, 2010) forman nédulos en las raices de plantas legumino-
sas como: soya, chicharo, cacahuate y alfalfa. El amonio gen-
erado por estas bacterias puede ser usado por las plantas
hospederas como fuente de nitrégeno, dando a cambio la
fuente de carbono requerida por las bacterias (Ferndndez-
Aunién et al,, 2010). Los miembros del género Frankia tam-
bién realizan la FBN en interaccion simbidtica con plantas
actinorricicas (Santi et al., 2013). Otros ejemplos de rizobac-
terias endofitas capaces de convertir nitrégeno atmosférico
a la forma disponible para las plantas son: Herbaspiriilum
spp. Azospirillum amazonense y Burkholderia tropica (Suman
et al, 2008); sin embargo el aporte de estas bacterias via FBN
hacia la planta es minimo (Munoz-Rojas & Caballero-Mella-
do, 2003; Saravanan et al, 2008).

Las bacterias de vida libre también son capaces de fijar
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Figura 2, Eq«mdchﬁlﬂn lantas no-legumi donde Interacc bacterias de
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asociacion intima dentro da estructuras donominadas nodulas; donde las biactarias son protegidas
del oxigeno y | nitrogenasa puede realizar su actividad con mayoe eficiencia. En ambos casos las
bacterias recben fuente de carbono de las plantas (CHO) y & cambio ellas les proveen de nitrdgeno
combinado (NH,') obtenido del proceso de b FBN.

nitrégeno atmosfénco y algunos ejem-
plos incluyen a Burkholderia unamae
(Caballero-Mellado et al, 2004; Cabal-
lero-Mellado et al, 2007), Pseudomonas
fluorescens y algunas bacterias perte-
nencientes a Beijerinckia sp., Bacillus sp.,
Azoarcus sp., Azotobacter sp. (Guzman
et al, 2012), Herbaspirillum sp. y Azospi-
rillum sp. (Fibach-Paldi et al,, 2012), sin
embargo; ascciadas a plantas no pa-
recen otorgar aportes significativos de
nitrogeno y los mecanismos principales
de crecimiento son independientes a
esta via. Por ejemplo A. brasifense, posee
como mecanismo principal de promo-
cion del crecimiento vegetal la produc-
con de fitohormonas que estimulan
el incremento del desarrollo de la raiz,
impactando en el aumento de la toma
de agua y minerales (Castro-Sowinski et
at, 2007},

Biosolubilizacion de fosfatos

Otro nutriente importante que inter-
viene en el crecimiento de la planta es
el fésforo; que a pesar de encontrarse
en grandes cantidades en el suelo, solo
es soluble en las formas monobasica:

H,PO," y dibdsica: HPO,*, compuestos

26

disponibles para las plantas, aunque
en campo comunmente se mantienen
en bajas concentraciones (Castagno
et al, 2011), Algunas bacterias de tipo
PGPR presentan la capacidad de solu-
bilizar fosfatos a partir de compuestos
inorganicos u organicos, utilizando enz-
imas comox las fosfatasas no especificas,
fitasas, fosfonatasas y C-P liasas {Lugten-
berg & Kamilova, 2009). Un mecanismo
alternativo para la obtencion de este
nutriente es la liberacion de acidos
orgdnicos, capaces de quelar el fésforo
biodisponible en el suelo utilizando sus
radicales hidroxilo y carboxito (Vyas &
Gulati 2009),

Las enzimas C-P liasas solubilizan fos-
foro a partir de componentes organicos
del suelo, éstas cortan el enlace carbono-
fésforo de los compuestos organofosfo-
rados. La liberacién de las formas solu-
bles a partir del fosforo mineral, se realiza
con la produccion de acidos organicos
como el acdo gluconiko o 2-ceto-
glucdnico, la bioproduccion de estos
icidos depende de la fuente de carbono
disponible en la rizosfera {Ahemand et
al. 2012). Ejlemplos de bacterias de tipo
PGPR con capacidad de solubilizar fosfa-

Hiodogpcas | Vol 17, No. 2 | Didlembes 2015

tos estan dentro de los géneros Achro-
mobacter sp, Acinetobacter sp., Azospiril-
lum sp., Burkholderia sp., Flavobacterium
sp. Microccocus sp, Microbacterium sp,
Sematia, Beijerinckia sp. asi como las es-
pecies: Azotobacter chroococcumn, Bacll-
lus arculans, Cadosporium  harbarum,

nosarum (Rodriguez & Fraga 2006).

Produccion de fitohormonas

La fitoestimulacion es considerada el
mecanismo mas estudiado de las PGPR
(Lugtemberg & Kamilova 2009); siendo
las fitohormonas y algunos compues-
tos volatiles los responsables de este
mecanismo promotor de crecimiento,
Algunos de los microorganismos del
suelo tienen la capacidad de producir
fitchormonas que son responsables de
incrementar el sistema radicular de la
planta y el follaje (Bal et al, 2012). Las
fitohormonas son meléculas orgdni-
cas que regulan la expresion de genes
implicados en el crecimiento y desar-
rollo vegetal, estos compuestos son
sintetizados en diferentes estructuras
de la planta y su accion varia en fun-
cién de los cambios ambientales que
modifican la expresién génica del or-
ganismo (Aguilar-Piedras et al, 2008).
Recientemente se ha establecido que
las fitohormonas también estan impli-
cadas en las vias de represion cataboli-
ca y regulacion de la formacién de bio-
peliculas (Bhattacharyya 2012).

Las PGPR producen mas de un tipo
de fitohormonas como por ejemplo:
las  auxinas, citocininas, etileno,
giberelinas y acido abscicico (ABA)
(Vilchez & Manzanera 2011). Estas
moléculas exhiben diferentes efectos
especificos sobre la fisiologia vegetal,
como incrementar el volumen radicular,
aumentar la tasa de respiracion de la
raizde la planta hospedera y el flujo de
protones en la membrana de la raiz; en
consecuencia se aumenta la absorcion
de nutrientes y minerales solubles
(Fibach-Paldi et al,, 2012},

El acido-indol-3-acético (IAA) es la
auxina mas estudiada, producida por
las rizobacterias, esta fitohormona
esta implicada en el desarrollo de la
ralz e incrementa la division celular



(Ortiz-Castro et al, 2009); es sintetizada por diversas vias
metahdlicas en funcion de la bacteria implicada a partir del
triptofano también presente en fos exudados de las raices
(Camelo et al,, 2011). Entre las vias de biosintesis bacterianas
mas conocidas estan la del acido indaol-3-piravico (IPyA),
la indol 3-acetonitrilo (IAN), la triptamina (TAM} y la del
indol-3-acetamida (IAM). Para vegetales existe una via
independiente de triptéfano que aun no se ha descrito
en bacterias |Aguilar-Piedras et al, 2008). Entre las PGPR
reportadas con capacidad de producir AlA se ubican a G.
diazotrophicus (Fuentes-Ramirez et al, 1993), Aeromonas
veronii, Alcaligenes piechaudii, A. brasilense, Comamonas
acidovorans; Enterobacter cloacae, Rhizobium leguminosarum
y Bradyrhizobium sp. (Malik & Sindhu, 2011),

Las citocininas producidas por las PGPR favorecen la di-
vision celular en la raiz, la elongacion, diferenciacion celular
y el incremento del area de la raiz mediante la formacion
de raices adventicias, ademas la formacion de hojas (Ortiz-
Castro et al, 2009). Ejemplos de estas rizobacterias incluyen
a Arthrobacter giacomelloi, Azospirillum brasilense, Bradyrhi-
zobium japonicum, Bacillus licheniformis; Paenibacillus poly-
myxa en trigo; Pseudomonas fluorescens en soya y Rhizobium
legquminosarum en lechuga (Vacheron et al,, 2013),

Las giberelinas son moléculas complejas con grupos
di-terpenos tetracarboxilicos. Se han caracterizado 136
giberelinas distintas, entre las que estan las AG1, AG3 y
AGA4 (Kang et al, 2014). Estas fitohormonas influyen sobre
la germinacion mediante la interrupcion del periodo de
latencia de las semillas, |a elongacion del tallo, la floracion,
el desarrollo del fruto y la altura de la planta (Camelo et al,
2011). G. diazotroficus, A. lipoferum, A brasilense, Bacillus
pumilus, B. licheniformis, Herbaspirtlum seropedicea y R
phaseoli son especies bacterianas capaces de producir estos
compuestos (Babaloba 2010).

Mecanismos indirectos de promocion del
crecimiento vegetal

Mecanismos de biocontrol (Antagonismo)

Se han empleado microorganismos para control bioldgico
de enfermedades en plantas, algunas PGPR (agentes de
biocontrol} eliminan de forma natural a los fitopatogenos
(bacterias, hongos, maleza e Insectos); mediante |a
produccion de algunos metabolitos secundarios que son
excretados localmente o cerca de la superficie de la planta
(Bloemberg & Lugtenberg, 2001); es importante mencionar
que estas moléculas son biodegradables y no se necesitan
en cantidades elevadas, a diferencia de los agroquimicos
que son resistentes a la degradacion por microorganismos y
se aplican en grandes cantidades a los cultivos agricolas para
mantener la salud de las plantas, Se han caracterizado varias
clases de moléculas producidas por bacterias antagonicas
Gram negativas capaces de ejercer actividad de biocontrol
en contra de patogenos causantes de enfermedades de
la raiz; dentro de éstas se encuentran: el dcido cianidrico
(compuesta volatil), el acido fenazina-1-carboxilico, la
piolutecrina, la pirrolnitrina, los lipopeptidos ciclicos y el

Mecanismon, aislamisntos y potencial de rizobacteriss

diacetilfloroglucinol {DAPG) {Couillerot et al, 2013), este
antibiotico causa dafo a la membrana celular de patégenos
flingicos como Fusarium oxysporum y Phytium sp. (Vilchez &
Manzanera 2011),

Los tipos de sustancias inhibitorias producidas por
las PGPR que mas se han reportado se mencionan a
continuacion:

Antibiéticos

Este mecanismo se basa en la secrecion de moléculas
de amplio espectro capaces de eliminar o disminuir el
crecimientode algunos patogenos de plantas (Baletal, 2012).
Los mecanismos de accion de estos metabolitos incluyen: la
inhibicion de sintesis de pared celular, la desestabilizacion
estructural de la membrana celular y la inhibicion de la
formacion del complejo de iniciacion de la traduccion
de los fitopatagenaos (Beneduzi ef al, 2012). Ejemplos de
rizobacterias productoras de antibidticos corresponden a
los géneros Burkholderia sp. (Tenorio-Salgado et al, 2013),
Streptomyces venezuelae {Morales-Garcia et al, 2007; Kannan
& Prakash et al, 2011).

Sideroforos

Estos compuestos son péptidos de bajo peso molecular con
grupos funcionales que tienen alta afinidad y capacidad de
coordinar iones Fe* {Stearns et al, 2012). Esta ampliamente
documentada la participacion del hierro en diferentes pro-
cesos bioldgicos vitales para las células como cofactor de
una gran variedad de reacciones enzimaticas {Tenorio er
al, 2012) por lo que la limitaciép de este macronutriente
es letal para los microorganismos. Los sideréforos se han
clasificado en: carboxilatos, hidroxamatos, fenol catecoles y
pioverdinas, esta clasificacion se basa en las caracteristicas
estructurales, especificamente en los grupos funciones que
coordinan el hierro y los tipos de receptores {Rajkumar et al,
2012). El mecanismo de accién de los sideroforos inicia con
la formacion de un complejo siderdforo-Fe™, unido poste-
riormente a receptores de membrana dependientes de la
limitacién por hierro (Vacheron et al., 2013), posteriormente
¢l hierro s interiorizado y reducido en el citoplasma bacte-
riano al ion activo Fe®* (Beneduzi et al, 2012).

Las PGPR con capacidad de producir sideréforos
adquieren ventajas competitivas en la colonizacién de
la raiz, competencia por el nicho ecolégico e inhibicion
del crecimiento de hongos fitopatogenos por la baja
concentracion de Fe' disponible en suelos como ocurre con
B. altitudinis que antogonisa eficientemente a Thanatephorus
cucumeris (Sunar et al, 2013). Otras bacterias productoras
de sideroforos son Burkholderia gladioly (Marin-Cevada et al,,
2012), R meliloti, B, tropica (Tenorio-Salgado et.al, 2013) y £.
aeruginosa (Vyas & Gulati, 2009),

Enzimas liticas

Estas enzimas son capaces de destruir la pared celular
del hongo, entre las que se identificaron quitinasas (Zhu,
2007), celulasas, beta-1,3 glucanasas, proteasas y lipasas
(Lugtenberg & Kamilova, 2009). Algunas rizobacterias
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productoras de estas enzimas son Bacillus altitudinis, B.
amyloliquefaciens {Sunar et al, 2013).

Metabolitos antifingicos

La mayoria de las PGPR producen: fenazinas, pyrroinitrina,
24-diacetilfloroglucinol, pyoluteoring, visconinamida y
tensinas; ademas de enzimas como peroxidasas, oxidasa
polifenoly la fenilalanina amonio-liasa cuya funcion de estos
compuestos en la defensa contra los fitopatogenos fingicos
(Babaloba 2010). Entre los géneros con capacidad de
biocontrol contra hongos se han identificado: Azospinillum
sp.. Azotobacter sp., Baciflus sp., Enterobacter sp,, Paenibacillus
sp., Pseudomonas sp. y Streptomyces sp. estas rizobacterias
tienen la capacidad de suprimir patégenos como el virus del
mote del tomate, el virus necrosante del tabaco, Rhizoctonia
bataticola, Myzus persicae, Fusarium avenaceum entre otros
fitopatégenos (Babaloba 2010).

Controladores de estrés, requlacién de los niveles de

etileno en la planta.

Las rizobacterias con capacidad de producir la enzima 1-ami-
nociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, facilitan y
ayudan sustancialmente al crecimiento y desarrolio de |a

planta bajo condiciones de estrés mediante la disminucién

de los niveles de etileno thormona) (Shen 2012: Caballero-
Mellado 2007). Cuando la planta se enfrenta a altas concen-
traciones de etileno, esta sufre desfoliacion, inhibicidn de la

elongacion de las células, senecencia y otros procesos celu-
lares que podria mermar el desarrollo de la planta (Stearns
et al., 2012; Vacheron et al,, 2013). Estas bactenas utilizan el

1-aminociclopropano-1-carboxilato (precursor del etileno)

y lo metabolizan en alfa-cetobutirato y amonlaco. Entre los

géneros donde se ha evidenciado la produccion de esta

enzima encontramos a Achromobacter sp., Alcaligenes sp.,
Azospieilium sp, Badillus sp., Burkholderia sp. {Onofre-Lemus

et al,, 2009), Rhizobium, Rhodococcus; asi coma Enterobacter
cloacae, Klepsiella oxytoca, Methylobacterium fujisawaense,
Pseudomonas putida y Sinorhizobium meliloti (Jorquera et

al, 2012). Esta reaccion metabolica disminuye el estrés en

la planta generado por altas concentraciones de esta hor-
mona, afectando a algunas bacterias fitopatégenas; ademas

proporciona resistencia a hidrocarburos  poliaromaticos,
desecacion, salinidad y metales pesados comao niquel y cal-
cio (Bal et al, 2012).

Resistencia sistémica inducida (ISR)

La interaccion de algunas PGPR con su planta hospedera
puede reducir el nimero de enfermedades de la planta o
la severidad de la sintomatologia de la infeccion generada
por algunas bactenas, hongos, virus, nematodos y algunos
insectos patogenos (Poupin et al, 2013). Esto ocurre
porque algunas de las rizobacterias desencadenan en las
plantas un proceso de capacidad defensiva por periodos
prolongados (“inmunidad®), conoddo como resistencia
sistémica inducida (ISR, por sus siglas en Inglés) (Lucas et
al, 2013). La respuesta ISR comparte muchas propiedades
con la respuesta inmune innata, este proceso depende de

la senalizacion del acido jasmonico y etileno en la planta.
La acumulacion de estas moléculas coordinan a nivel
sistémico la activacion y el mejoramiento de la capacidad
de defensa (Bordiec et al, 2011); mediante mecanismos
como: el refarzamiento de la pared celular, la produccion
de fitoalexinas anti-microbianas, peroxidasa, quitinasa, f1-3
glucanasa, fenilalalina amonio lasa, proteinas relacionadas
con la patogénesis y produccion de biosurfactantes {Sunar
etal, 2013},

Algunos organelos y moléculas bacterianas inducen la
respuesta ISR, tales como: lipopolisacanidos (LPS), flagelo,
dcido salicilico, sideroforos, lipopéptidos ciclicos, el factor
antifingico Phl, molécula (AHLs) y los degradadores de com-
puestos volitiles producidos por Bacillus subtilis rompen la
acetoina y 2,3-butaneidol. A diferencia con otros mecanis-
mos de biocontrol, para desencadenar el mecanismo ISR no
se requiere que s cepa colonice la ralz de la planta de forma
extensiva, como ha sido reportado para Bacillus altitudinis, B.
cereus, B, subtilis (Poupin et al, 2013). Otros ejemplos de rizo-
bacterias capaces de promaver el ISR en plantas son: 8, amy-
loliquefaciens, B. pasteuri, B, pumila, B. mycoide, B. sphaericus,
Burkholderia phytofirmans, Rhizobium leguminosarum; P. pu-
tida B9B-27 y Serratia marcescens (Bhattacharyya 2012),

Compuestos orgdnicos voldtiles (VOCs)

Estos compuestos se han identificado como moléculas
voldtiles de bajo peso molecular (VOCs) menor o igual
a 300g/mol; dentro de este grupo de moléculas se han
encontrado aldehidos, alcoholes, cetonas, hidrocarburos,
indoles, derivados de acidos grasos, terpenos y jasmonatos
(Van Loon 2007), Aungue algunos VOCs actdan de forma
directa como fitohormonas, la mayoria estimula de forma
indirecta a la promacion del crecimiento vegetal, Los VOCs
mas representativos son la acetoina y el 2,3-butanodiol
producidos por Enterobacter cloacae IM22 (Farag etal,, 2013),
Se ha propuesto que la biosintesis activa de los compuestos
organicos volatiles (VOCs) es un fendmeno cepa-especifico
(Park et al, 2013),

B. subtilis GBO3 produce VOCs que pueden activar las vias
de produccion de fitohormonas como auxinas, giberelinas,
citocininas, acido salicilico y brasinosteroides, promoviendo
¢l desarrollo de Arabidopsis sp. mediante la acumulacion
de auxinas en los sitios primordiales de la raiz; ademas de
modificar la pared celular que permite el alargamiento de
las células radiculares (Zhang, 2007).

Los VOCs producidos por las rizobacterias pueden
actuar como moléculas senal que median la interaccion
microorganismo-planta; cuando son  producidos en
suficiente copcentracion aumentan la respuesta inmunitaria,
estimulando  especificamente  la  resistencia  sistémica
inducida (ISR); requlan el crecimiento, morfogénesis de
la planta, antibiosis y biocontrol de fitopatogenos (Farag
et al, 2013). En 2009 Ortiz-Castro reporto que fos VOCs
amonio, butirolactonas, HCN y acido fenazina-1-carboxilico,
presentan actividad in vivo en diferentes especies de hongos,
inhiben el crecimiento del micelio y promueven la reduccion
de la esporulacion. 8. subtilis GBO3 y & amyloliquefaciens
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IN937a, producen acetoina y 2.3-butanediol, esta Gltima
PGPR estimula la resistencia sistémica inducida en contra
del pategeno Erwinia carotovora mediante senalizacion
independiente de etileno; a diferencia de & subtifis que
estimula el ISR via sefalizacion dependiente de etileno en
Arabidepsis sp. (Ryu er al, 2004). En 2013 Park evidencid
la capacidad de P. palimyxa £681 de producir hexadecano
(VOCs de cadena larga) que estimula fuertemente la ISR
de Arabidopsis sp. en contra de Pseudomonas syringae a
comparacion de la estimulacion generada por B subtilis
en contra de este mismo fitopatageno. Zhang en 2009
reportd que la produccion de VOC de 8. subtilis GBO3 mejora
la asimilacién de hierro y la fotosintesis de Arabidopsis sp.;
estimulando la sintesis del factor transcripcional inducido
por deficiencia de Fe (ftl-2), incrementando la produccion
de la enzima reductasa férrica y del transportador de Fe
IRT1; ademas de acidificar el medic, lo que incrementa la
disponibilidad de este macronutriente. Estos efectos fueron
observados en la planta silvestre y en la mutante ftl-2
complementada,

Otra funcion recientemente propuesta para los VOCs
(producidos por las PGPR) es aumentar la resistencia al
estrés abidtico de las plantas bajo condiciones de salinidad,

sequia y metales pesados (Farag et al, 2013).

Aislamientos de bacterias benéficas en
América

En las tablas 1a y 1b se organizan las cepas PGPR aisladas
en Aménica, en la mayoria de estos trabajos se ha sugerido
el mecanismos probable de accion que las rizobacterias
ejercen sobre su planta hospedera, asi como los paises
donde fueron localizadas estas PGPR. Esta tabla ofrece un
panorama global del conocimiento generado en América,
ademds muestra varios trabajos que han contribuido
a fortalecer y elucidar el conocimiento de los diversos

¥p | de

mecanismos de promocion del crecimiento vegetal que
emplean estas rizobacterias,

Azospirillum sp. y Pseudomonas sp. han sido aisladas de
una gran variedad de cultivos en diversos paises americanas,
obteniendo resultados similares a los reportados por otras
investigaciones desarrolladas en el resto del mundo, en
referencia a la capacidad de promover el crecimiento
de plantas. Diversas cepas del genero Azospinflum sp.
aisladas en América potencian el crecimiento de maiz soja,
lechuga, la graminea Eulalia, algoddn, pimentdn, arbustos
de manglares y mangle rojo, En naciones como Colombia,
Azospinllum sp. Lag10 aumenta el crecimiento de algodén,
suginendo que el mecanismo empleado por esta PGPR es la
produccion de AlA (Guzman et al,, 2012); en Rio de Janeiro,
Brasil, este género fue aislado del mangle rojo asi como
de Eulalia (Do Carmo et al, 2011}, En Tachira, Venezuela
se aislaron varias cepas del género Azospirillum sp. cepa
23 a partir de pimenton y maiz, estas incrementaron el
crecimiento de estos vegetales probablemente mediante
la produccion de fitohormonas y siderdforos, (Reyes et
al, 2008). En Plata, Argentina Azopinfium brasilense Sp245
promovio el crecimiento de lechugas en comparacién a
lechugas no inoculadas, sugiriendo mecanismos como:
produccion de auxinas, giberelinas, solubilizacion de
fosfatos y de sideroforos (Fasciglione et al, 2012,

Pseudomonas fluorescens ABE66285 y Psedomonas
sp. HM011621 fueron aisladas de un arbusto conocido
como Gobernadora en Chile, en este estudio se sugiere la
produccion de ACC desaminasa y solubilizacion de fosfatos
en ambas rizobacterias (Jorquera et al, 2012). P. fluorescens
M25 se aisla de raices de una leguminosa forrajera en Rio
Salado, Argentina, esta rizobactena es capaz de solubilizar
fosfatos (Castagno et al, 2011). En Rio de Janeiro, Brasil fué
aislada Pseudomonas sp. Avi 5 del mangle rojo y mangle
preto (Do Carmo et. al, 2011}, mostrando la versatilidad de

Tabla 1a. Ejemplos de bacterias tipo PGPR aisladas en Norteamarica, SGAC sitio de geogrifico de aslamiento de 1 cepa. PS5 produccion
de s&denslocm SF: solubilizacion de fosfatos, AlA: produccion de dcido indol acético, B: Biocontrol, DAPG: 2.4 diacetypholoroglucinol, ACC: enzima

NI
fopropano-1-c

desaminasa, ISR respuests sistémica mducde por rizobacterias, AN: antimicrobianos, FBN: fijacién bioldgica de

nihdgcno.

T Weemuieds T Wecsme P SaAC | Releenda

P asruginzosa A1) PS, HCN y SF Escoba amarga NY-EUA Kumar et al, 2013

A brasilense UAP-154 y CFN-535 i Maiz México  Dobbelaere ef af, 2001

B subtilis DN, MZ y BH ACCd Guayaba Gto-México Gomez Luna etal, 2012

B tropica MTo 293 | VOC, FBN. PSy SF Maiz  OaxMéxico  Tenorioetal, 2012

Enterobacter sp. UAPSO3001 Desconocido Malz TaxMéxico | Morales-Garcia et al, 2011

B unarmae MTH641' | FBN.AACA Tomate MoeMbxco  Caballero-Mellado et al, 2004

B tropicaMCu-831 FBN Maiz MorMéxico  Rels etal, 2004

G. diazotrophicus UAP.CRIS  FBN, A Cafeto Puo-México Jiménes Salgado etal, 1997

G johannae CFN-CFSS" | Desconocido Cafeto ChisMéxico  Fuentes-Ramvirez ef af, 2001

B subtilis ta Papa ' Gto-Mésico ijmmaat.m\

B vietnormiensis MM-324 FON Maiz MorMérko  Estrada-delos Santos et al, 2001
Hiokigicas | Vol 17, No. 7| Diciembre 7015 29
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Tabla 1b. Ejemplos de bacterias tipo PGPR aisladas en Sudamérica. SGAL: sitio de geogrifico de aislamiento de la cepe. PS: produccién de
sideroforas, SFi solubilizacion de fosfatas, AIA: produccian de acido indol acético, B: Biocontrol, DAPG: 2.4 diacetypholorogiucinol, ACC: enzima
T-aminoaciiclopropano-1-carboxylato desaminasa, ISR respuesta sistémica inducida por rizobactenas, AN: antimscroblanos, FBN: figacson bloldgica de

nitrégena,

Azospirillum sp. SRGM2 SF

Colombia Cardenas-Caro et al, 2014

8 diczoeMciens CPAC FBN, AlA Soja, Maiz | Londrine- Brasit  Marks etal, 2013
Azotobocter sp. MFb1 y MES. FBNy SF Maiz TachiaVenezuela  Valery & Reyes etat, 2013
Asotobocter sp. NAT 13 BN Algodan | Tolime-Colombie | Guzmin etal. 2012
P Muarescens ABEG6285 ACCdy SF Gobernadora ' Chile ' Joequera et al, 2012
Bacitfus sp. LMAS AlA, SF Cactus Brasil Kavamura etal, 2013
Psewdomonas sp. Avi S . FBN, SF y AlA 7 manghe rojo y preto . FU-Brasil .Dcc‘lmo.tfal,zml
Pontoea eucalypt M9) S Gramineaforrajera RioSal-Atgentina  Castagnoetal, 2011
B. amylaliquefociens BacIM6 A AA, SF Papa A M. andinas- Perd A Calva. etol, 2010
Azosoiillum sp. Cepa 23 PS, FBN * Frijol | TachiaVenezuela | Reyeseral, 2008

B sivatiantico PPCR-7 Dasconocida Cana de aziow RJ- Brasil Perin et o, 2005

A doebereinerae GSF71" N pasto tropical | Beasil  Eckert et al, 2001

cepas del género Pseudomonas para interaccionar con una
granvariedad de vegetales, haciendo a estas candidatas para
ser usadas en agrobiotecnologia, debido a su adaptacion
efectiva.

El género Burkholderia ha sido aislade de una gran
diversidad de plantas de importancia agricola como el caso
de Bhurkholderia siivatiantica SRMch-20" aislada de cana
de azucar y maiz en Rio de Janeiro Brasil (Perin et.al,, 2005),
En Morelos, México se aislé a Bhurkholderia unamae MTH-
641" de plantas de tomate, en este estudio se evidencio su
capacidad de producir ACC desaminasa y fijacion biologica
de nitrogeno (Caballero-Mellado et al, 2004). Bhurkholderia
tropica Ppe8T fue aislada de cana de azdcar en Brasil y
en México del teosintle, esta rizobacteria es capaz de
realizar fijacion biologica de nitrogeno (Reis et al, 2004},
B. vietnamiensis TVWW7ST fué aislada de las raices de maiz y
café, donde se observé su capacidad de fijor nitrégeno, los
aislamientos se realizaron en algunos estados de Méxica
como Morelos, Chiapas y Oaxaca (Estrada-de los Santos et
al, 2001).

Potencialidades de bacterias benéficas
como inoculantes para la agricultura

Por sus caracteristicas metabolicas  versatiles, las
rzobacterias poseen un potencial biotecnologico para la
formulacion de inoculantes; entre los que destacamos a los
biofertilizantes (bacterias fijadoras de nitrégeno) (Saravanan
et al, 2008), fitoestimulantes (bacterias productoras de
hormonas), agentes de biocontrol (bacterias que eliminan
patégenos) (Marin-Cevada 2012; Ortiz-Castro et al,, 2009),
entre otras. Ejemplo de lo anterior es el modelo bacteriana
de Azaspirilfum sp. y Pseudomonas sp.; cuyos mecanismos de
accion han sido ampliamente estudiados (Castro-Sowinski
et al,, 2007). Con los resultados generados a partir de estos

30

estudios, se han formulado y comercializado inoculantes
(tipo biofertilizantes) con A, brasilense & A. lipoferum; estos
inoculantes se han aplicado en cientos de miles de hectareas
principalmente en Latinoamérica (Caballero-Mellado 2006;
Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado 2005, Atieno et al,
2012; Fasciglioni et al,, 2012). El empleo a gran escala de los
biofertilizantes resulta atractivo a la préctica agricola por el
incremento en la produccion de cultivos; ademas de seruna
opcion para cubrir la gran demanda actual de alimentos, asi
como por la reduccion del uso de fertilizantes quimicos y
agroquimicos, impactando de forma directa en la reducciaon
de la contaminacion de los suelos agricolas y mantos
acuiteros {(Rumjanek et al, 1993; Guzman et al,, 2012).

En México se han generado empresas dedicadas a
producir y comercializar biofertilizantes, entre las que
ubicamos a Biofabrica Siglo XXI que ha desarrollado
productos como Azofer, inoculante formulado a base de
A. brasifense; Rhizofer, formulado con Rhizobium etli, la
produccion de losinoculantesa nivel industrial surgio a partir
de un licenciamiento tecnoldgico celebrado con el Centro
de Ciencias Gendmicas UNAM (hitp://www.biofabrica com,
mx/about html). Biosustenta es otra empresa mexicana
dedicada al desarrollo y produccién de insumos biologicos
como el inoculante Ferbiliq, formulado a base de A. brasilense
y Glomus intrarradices; Endomaz, biofertilizante hecho a
base de A, brasitense (http:/cosustenta.com/catalogohtml).
Fertilizantes Mexicanos es otra empresa que comercializa
biofertilizantes formulados con bacterias fijadoras de
nitrogeno (Azoton AA Plus); Biomtrics es formulado con
bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos,
otros de sus productos son Bioespiril y Raizinn Bio (http//
biofertilizantes.mx/index.html). También Bio Organica
Mexicana comercializa biofertilizantes coma: Ultralite AZO
(http//www.bio-organicacomamy). Todas las empresas
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antes mencionandas ofrecen al agricultor una alternativa
ecolagica para incrementar la produccion de sus cultivos,
ademas de un impacto favorable a su economia, por los
costos menores de estos productos en comparacion con los
fertilizantes quimicos.

Argentina es otro de los paises que ha desarrollo
agrobiotecnologia desde hace 50 anos, empleando a las
PGPR aisladas de este pals para laformulacion de inoculantes
bacterianos, estas formulaciones se desarrollaron para
mejorar el crecimiento y aumentar la productividad de
plantas leguminosas y cereales de importancia agricola de
esta region, dentro de las leguminosas encontramos a soja,
alfalfa, tréboles blanco y rojo, haba, cacahuate, chicharo,
lentejas, frijol, garbanzos y cereales como maiz y trigo,
Dentro de las empresas con mas trayectoria en esta area
biotecnoldgica ubicamos a NITRASOIL ARGENTINA S. A,
que ha desarrollado un inoculante que contiene bacterias
del género Azospirillum sp. cepa AZ39, recomendada por
el INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria)
por ser considerada la mejor entre las disponibles hasta
el momento (http//wwwinitrasoilcomar). La  Empresa
Rizobacter Argentina S. A. Microbiologia agricola (http//www,
viarural.com.art cuenta con una variedad de productos cuya
formulacion estd dirigida a soja, maiz y trigo. Las bacterias
que emplean para el desarroflo de estos inoculantes son
Pseudomonas flucrenscens, Bradyrhizobium sp, Mesorhizobium
cicerfl, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium legumonisrum biovar
trifoli y Bradyrhizobium japonicurm. La firma Nitrasoil 5. A, se
dedica a la formulacion y comercializacion de fertilzantes e
inoculantes bioldgicos para el sector agricola, también FPC
Argentina SA. (hitpd/weewfpcinoculantes.comar); (bttp/
geadecolon.com.ar GEA: Graneros y Elevadores Argentinos
de Colon Soc. Coop. Ltda y bionet (hitp//vaww blonetstlcom/
inoculantes-bionet-soja-premium.php). Estas empresas son
las mas representativas de América que han aplicado las
caracteristicas metabolicas versatiles de las rizobacterias
promotoras del crecimiente vegetal aisladas de este
continente para la formulacion de inoculantes bacterianos,

Conclusiones

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
poseen mecanismos moleculares que impactan de forma
favorable al crecimiento, la produccion y la salud de las
plantas con las que interaccionan. Las PGPR promueven el
crecimiento vegetal de forma directa e indirecta. El efecto
es considerado como directo, cuando el microorganismo
aporta nutrientes esenciales a la planta o fitchormonas,
El efecto indirecto se establece cuando las rizobacterias
que protegen a la planta de patégenos mediante la
activacion de la ISR o cuando efectian el biocontrol. La gran
mayoria de las PGPR cuentan con mas de un mecanismo
de promocion del crecimiento vegetal ejerciendo el
efecto benéfico tanto de forma directa como indirecta
sobre la planta. Ejemplo de lo anterior son algunas de
las rizobacterias aisladas en América. La versatilidad
metabolica de las PGPR aisladas de diversas regiones
del mundo tienen potencial agrobiotecnolégico para la

¥ i de tizobacterm

produccion de Biofertilizantes, ejemplo fehaciente son las
empresas mexicanas y argentinas dedicadas a la produccion
y comercializacion de esta aplicacion biotecnolégica. Los
incculantes son una alternativa en favor de la agricultura
sustentable, que incrementan el rendimiento, disminuyen
la contaminacion y los costos de produccion en la practica
agricola. Sin embargo, aun falta conocimiento relacionado
con la interaccion microorganismo-planta y elucidar
como ocurren varios de los mecanismos de interaccion las
bacterias asodiadas a las plantas, en especial es de particular
interés conocer cuales son los mecanismos de promocion
de creamiento que las bacterias expresan asocados a
plantas y bajo qué condiciones ambientales lo llevan a
cabo. Los esfuerzos de la aplicacion de las bacterias PGPR
para explotar sus beneficios potenciales son aun muy pocos
en el mundo. En América a pesar de que existen empresas
que fabrican inoculantes con bacterias benéficas, aun na
existe una cultura de aplicacion de los microorganismos
PGPR y las formulaciones comerciales tendrdn que ser mas
eficientes para convencer a los agricultores de que su uso
es imprescindible para potenciar el crecimiento de plantas.
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Inoculantes

La capacidad de las PGPR para potenciar el crecimiento de las plantas, ha desencadenado
la formulacién de inoculantes para una aplicacion biotecnoldgica-agricola en diferentes
lugares del mundo. Los inoculantes son formulaciones constituidas por un soporte (solido,
liquido o gel) que contiene bacterias vivas capaces de beneficiar a su planta hospedera
mediante el aumento de la germinacién, biomasa y la proteccion en contra de
fitopatogenos, ademés de conferirles mayor resistencia a las plantas a condiciones
estresantes ambientales; como la congelacion, salinidad (Rojas-Tapias et al. 2012),
desecacion (Thakur et al. 2017) y contaminacién por compuestos xenobi6ticos (Singh et al.
2014); (Vilchez and Manzanera 2011).

Dependiendo del mecanismo y el tipo de beneficio que confiere el microorganismo a la
planta, los inoculantes podrian clasificarse en diferentes tipos. Los fitoestimulantes; son
aquellos inoculantes con rizobacterias productoras de hormonas (Reddy and Saravanan
2013). Los biofertilizantes son los inoculantes que contienen microorganismos con
capacidad de fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos. Los agentes de biocontrol son
inoculantes formulados con bacterias que eliminan patdégenos (Marin-Cevada et al. 2012;
Ortiz-Castro et al. 2009). Los inoculantes que contienen PGPR biorremediadoras son
capaces de remover xenobidticos toxicos que contaminan y que afectan negativamente a la
salud de la planta (Vilchez and Manzanera 2011).

Los modelos de rizobacterias que se han estudiado y probado ampliamente para la
formulacién de inoculantes son Azospirillum sp. y Pseudomonas sp. (Kang et al. 2014;
Rojas-Tapias et al. 2012).

Los biofertilizantes formulados con A. brasilense y A. lipoferum se han aplicado a cientos
de miles de hectareas en Latinoamérica (Fuentes Ramirez and Caballero Mellado 2005;
Chauhan et al. 2015; Atieno et al. 2012; Fasciglione et al. 2012), con resultados donde se
observo el incremento de la biomasa y el rendimiento de diversas plantas de importancia
agricola, para la mayoria de los cultivos analizados (Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado
2005). Sin embargo, también se han observado resultados en donde los parametros de
crecimiento y produccion no estan incrementados, sugiriendo que algunos factores como el
tipo de suelo (Mosimann et al. 2017), la interaccion inadecuada de genotipo de la bacteria y
variedad de la planta (Imran et al. 2015; De Oliveira et al. 2006; J. Mufioz-Rojas and
Caballero-Mellado 2003), el estrés hidrico, entre otros, impiden una adecuada interaccion
bacteria-planta 0 una expresién disminuida de genes de relevancia (Baez-Rogelio et al.
2017).

El empleo de inoculantes en la practica agricola, resulta una opcidn atractiva para
desarrollar una agricultura sustentable y amigable con el ambiente, lo que podria contribuir
al incremento de la productividad, la disminucion del deterioro del suelo agricola y
concomitantemente una disminucion de la contaminacion de los mantos acuiferos, debido
al mejor aprovechamiento de los compuestos nitrogenados y la disminucion del uso de
pesticidas y/o herbicidas (Rumjanek et al., 1993; Guzman et al., 2012; Pazos-Rojas et al.,
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2016). Ademas los inoculantes impactan de forma importante en los costos de los insumos
agricolas disminuyendo los costos en comparacion con el uso tradicional de fertilizantes
quimicos (Barea et al., 2002; Thilagar et al,. 2016).

Inoculantes de segunda generacién: consorcios microbianos

En el suelo los microorganismos viven en comunidades, algunas rizobacterias proporcionan
diversos beneficios a la planta. Cuando los consorcios son empleados como inoculantes,
estos interactdan con su planta hospedera, simulando las interacciones que se llevan a cabo
en el suelo (Sarma et al., 2015).

Se ha documentado en diversos estudios que la inoculacion de mas de dos PGPR
(consorcio) a la semilla, mejora notablemente la promocién del crecimiento de la planta en
comparacion con la inoculacién de una sola PGPR, cuyo andlisis experimental se ha
realizado en diferentes modelos vegetales (Singh et al. 2014; Sundaramoorthy et al. 2012;
Kumar et al. 2016). Los beneficios de las plantas al ser inoculadas con un consorcio
bacteriano, son de mayor impacto en comparacion a los beneficios que recibe la planta
cuando es inoculada con una sola especie bacteriana, como ha sido reportado para la
promocion de crecimiento y la estimulacion de respuesta de la Respuesta Sistémica
Inducida (ISR por sus siglas en inglés) en una planta hospedera (Sarma et al. 2015). Sin
embargo, el disefio, formulacion y optimizacion de una eficiente mezcla bacteriana
(consorcio) requiere desarrollar un entendimiento de la interaccion béasica, como la
adhesion de las bacterias a la semilla y su capacidad de colonizar las raices de las plantas
(Sundaramoorthy et al. 2012; Singh et al. 2014) y otros factores de la co-interaccion
bacteria-bacteria y bacteria-planta.

Como ejemplos de consorcios efectivos se ha reportado que el consorcio microbiano
formulado con Funneliformis mosseae y Bacillus sonorensis, mostraron un efecto sinérgico
que promovié la produccion de plantas de chile, asi como el crecimiento y su contenido
nutricional (Thilagar et al., 2016). Otro consorcio formulado con Pseudomonas aeruginosa
(PHUQ94), Trichoderma harzianum (THUO0816) y Mesorhizobium sp. (RL091), fue capaz
de incrementar el crecimiento de chicharo y ademas de estimular la produccion de
compuestos fendlicos en la planta para potenciar la defensa contra Sclerotium rolfsii (Singh
et al. 2014). También ya se ha documentado que los consorcios (formulados con dos
bacterias) mejoran la cascada de sefializacion de defensa guiando a un incremento de la
activacion transcripcional de algunas vias metabdlicas (Singh et al. 2014; Wang et al.
2012). Sin embargo, se ha documentado que algunos consorcios microbianos no
proporcionan efectos benéficos a su planta hospedera (Sarma et al. 2015), por lo que es
importante evaluar cada consorcio que se proponga como inoculante para su uso en la
agricultura, a pesar de que las bacterias sean promotoras del crecimiento de plantas cuando
se inoculan de forma independiente. Los posibles efectos antagonistas entre las bacterias de
un consorcio deben ser evaluadas ya que de una buena compatibilidad entre
microorganismos de un consorcio derivara un buen establecimiento de los microorganismos
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es su ambiente y por lo tanto de una buena oportunidad para observar los efectos deseados
(Vivanco-Calixto et al. 2016). Por lo anterior, es importante estudiar los efectos
antagonicos que se pudieran establecer entre los géneros bacterianos que conforman el
consorcio.

Relaciones antagonicas

Los microorganismos compiten intensamente por los nutrientes en su habitat, por lo que
han desarrollado diversas estrategias entre las que destaca el antagonismo (Czaran,
Hoekstra, and L 2002). El antagonismo de un microorganismo hacia otro podria ser
causado por diversas sustancias antimicrobianas que son producidos durante la interaccion
entre las que destacan los antibidticos, sideréforos y bacteriocinas. Estas interacciones
desempefian una funcién importante en la rizésfera del ambiente (Jesis Mufioz-Rojas,
Fuentes-Ramirez, and Caballero-Mellado 2005).

Las bacteriocinas son moléculas de bajo peso molecular de naturaleza proteica, que son
consideradas como sistemas de defensa para las bacterias productoras, estas moléculas
presentan motivos con actividad biologica bactericida, esta familia incluye una gran
diversidad de proteinas con diversos tamafios, blancos microbianos, mecanismos de
inmunidad y diversos modos de accion (Riley and Wertz 2002). Se ha documentado que el
99% de todas las bacterias por lo menos producen un tipo de bacteriocina; también se ha
estudiado que la produccion de este mecanismo antimicrobiano genera un importante gasto
energético de la cepa productora, y que las bacteriocinas juegan un papel importante
mediando las poblaciones bacterianas y la interaccion en la comunidad microbiana de un
ambiente (Riley 2009).

Las bacteriocinas pueden actuar como anticompetidores que permiten la invasion de una
cepa en una comunidad microbiana establecida, otra funcion de estas moléculas es la
defensa en contra de otras cepas u otras especies bacterianas, para evitar que otras bacterias
ocupen el habitat o limiten el establecimiento de células vecinas; otro papel que se ha
documentado a las bacteriocinas gram positivas es la mediacion del quorum sensing
(Hibbing et al. 2010); se ha evidenciado que la funcion de las bacteriocinas cambia a
medida que cambian las condiciones ambientales bidticas como abidticas (Riley & and
Wertz 2002).

Se ha propuesto un modelo de como las bacteriocinas permiten un equilibrio quasi-estable,
en la interaccion de tres cepas que pueden persistir en una comunidad establecida. El
modelo de piedra, papel o tijera, explica que la cepa productora de la bacteriocina supera a
la cepa sensible, debido al efecto toxico de la proteina sobre la bacteria sensible; por otra
parte la cepa sensible supera a la cepa resistente a la bacteriocina, porque la bacteria
resistente presenta un gasto energético para generar inmunidad (Riley and Wertz 2002). La
cepa resistente supera a la bacteria productora, por el enorme gasto energético para producir
la bacteriocina en contra de menor gasto energético para generar resistencia. En un entorno
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estructurado, esta interaccion permite ciclos periodicos, en los que los tres (sensible,
resistente y productora) tipo de cepas co-existen indefinidamente pero cada cepa con una
poblacion fluctuante (Hibbing et al. 2010).

Por otra parte, los sider6foros bacterianos son péptidos y moléculas de bajo peso molecular,
con capacidad de quelar y reducir la forma insoluble de Fe3*, estas moléculas tienen un
gran potencial para el control biolégico de hongos y bacterias fitopatogenas (Beneduzi et
al., 2012). Debido a la importancia de este elemento en diversos procesos celulares, ya que
la disponibilidad de este elemento es determinante en el éxito o fracaso de
microorganismos patdgenos o simbidticos para invadir o colonizar a su organismo blanco,
excluyendo a los microorganismos no productores de sideréforos de estos habitats
(Rajkumar et al. 2012; Aguado-Santacruz et al. 2012). Las PGPR productoras de
sideroforos emplean estas moléculas como un mecanismo indirecto de promocion del
crecimiento vegetal, mediante el biocontrol de fitopatogenos (Beneduzi et al., 2012).

Otras sustancias producidas por las rizobacterias para establecer relaciones antagonicas son
los antiboticos, por ejemplo el 2,4-diacetilfluroglucinol (DAPG) es una molécula
antibidtica producida por bacterias pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, esta
molécula es capaz de dafiar membrana celular de algunos hongos fitopatégenos (Beneduzi,
Ambrosini, and Passaglia 2012), por otra parte DAPG es una molécula sefial capaz de
inducir la Resistencia Sistémica inducida (ISR, por sus siglas en Inglés) (Vacheron et al.
2013).

En general, las PGPR producen sustancias inhibitorias utilizadas como mecanismo de
competencia para ganar nutrimentos y para estimular el crecimiento vegetal de forma
indirecta (bacteriocinas, sideroforos o antibidticos) (Babalola 2010; Beneduzi, Ambrosini,
and Passaglia 2012). A pesar de producir sustancias antagonistas, estas rizobacterias son
capaces de coexistir en consorcio con multiples microorganismos e interactuar con alguna
planta para promover su crecimiento.

Maiz e inoculantes

El maiz (Zea mays) es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen y en la
actualidad es de gran importancia econémica. Pertenece a la familia de las Poaceas
(Gramineas), un pasto gigante doméstico de la tribu Maydeas; es la unica especie cultivada
de este género. Se considera que el centro de origen, domesticacion y diversificacion del
maiz es México. Este cereal tiene una gran variabilidad genética como resultado de los
procesos de seleccidn, adaptacién y manejo humano. Existen 59 razas de acuerdo con la
clasificacion basada en caracteristicas fenotipicas y polimdrfismos de algunas isoenzimas
(Salinas-Moreno, Jesus, and Edgar 2010; Suarez, Morales, and Galvez 2013), no obstante,
es importante mencionar que muchas de las variedades criollas ain no han sido
caracterizadas.
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El maiz es una planta de ciclo biolégico anual y crecimiento determinado. Una
caracteristica de esta graminea es su tamafio; sus hojas son alargadas y angostas, ubicadas
una frente a la otra con un tallo rigido; ademas de distinguirse por tener flores imperfectas
que separan los sexos de las mismas en las distan estructuras florales. EI maiz produce
flores femeninas ubicadas &pice de los primordios de las ramas laterales que emergen de las
axilas foliares mientras que las flores masculinas coronan a la plata en el apice del tallo
(Salvador 2001).

La diversidad de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maiz es mucho mayor que la
de cualquier otro cultivo. Se clasifica como una planta C4 (alto metabolismo fotosintético).
Germina de dos a tres dias en temperatura calidas de 15 a 20 °C, asi como en baja
intensidad de luz solar y un buen grado de humedad, adaptandose adecuadamente a
cualquier tipo de suelo. Sin embargo, los suelos 6ptimos son aquellos con un rango de pH
de 6 a 7 (Salvador 2001). Bajo condiciones de laboratorio se pueden obtener semillas
axénicas que son germinadas adecuadamente en un tiempo de 3 dias (Corral-Lugo et al.
2012; Morales-Garcia et al. 2012).

Este cereal presenta diferentes razas y diversos fenotipos de coloraciones de grano: blanco,
amarillo, naranja, azul, morado y rojo, debido a la presencia de pigmentos como
antocianinas o carotenoides y compuestos fendlicos; que son sintetizados en la planta por
metabolismo secundario, aunque estos pigmentos no representan un valor nutritivo, si
confieren beneficios a la salud por su actividad antioxidante y bioactivadores; con
capacidad de disminuir enfermedades cardiovasculares, cataratas, enfermedades
degenerativas del cerebro y cancer (Lopez-Martinez et al. 2009).

El desarrollo de la tecnologia para el cultivo del maiz ha propiciado una revolucion agricola
generalizada en muchas partes del mundo. Actualmente es el cultivo con mayor produccion
a nivel mundial, superando al trigo y al arroz. Es el cereal con mayor rendimiento de grano
por hectarea, y estd en segundo lugar, después del trigo, en produccion total (Zalud et al.
2017). El maiz es ampliamente cultivado en diversos climas como tropical, subtropical y
templado.

El maiz es de gran importancia econdmica a nivel mundial ya sea como alimento humano,
alimento forrajero y materia prima para un gran ndmero de productos industriales como
fibras, aceites, fuente de almiddn, bebidas, combustible biodegradable, alcohol, materia
prima para pegamentos y botanas entre otros (Suarez, Morales, and Galvez 2013; Zalud et
al. 2017). Es el unico cereal que puede ser utilizado como alimento en distintas etapas del
desarrollo de la planta (Suarez, Morales, and Galvez 2013; Lopez-Martinez et al. 2009).

En México este cereal es destinado diferentes rubros, 69% del maiz producido es destinado
al consumo humano, 20% al sector pecuario, 10% a la industrializacion el 1% a la
produccién de semilla (Salinas-Moreno, Jesus, and Edgar 2010).

21



Se puede clasificar al maiz en: maiz tropical y maiz templado, dependiendo de la zona de
su cultivo (Dowswell et al. 1996). El maiz tropical es aquel que se siembra en ambientes
calidos en la linea ecuatorial y a 30° latitud norte y sur. Mientras que el maiz sembrado a
altitudes mayores de 34° de altitud norte y sur, son clasificados como maiz de zona
templada. Los maices subtropicales crecen entre las latitudes de 30° y 34° de ambos
hemisferios. Esta es una descripcién muy general ya que los maices tropicales y templados
no obedecen a limites regionales o latitudinales rigidos (Dowswell et al. 1996). Gracias a la
versatilidad de su crecimiento, en la actualidad el maiz también se cultiva en paises donde
tradicionalmente no habia sido sembrado como en Benin (Africa) y China (Asia)
(Adjanohoum et al. 2011; Noumavo et al. 2013; Sheng et al. 2012).

Los principales paises de produccion de maiz son: Estados Unidos, China, Paises de la
Union Europea, Brasil, Argentina y México. Entre el afio 2000 y 2010 la superficie
sembrada de maiz en México disminuy6 7.1%, al pasar de 8.4 a 7.8 millones de hectareas,
mientras que la superficie cosechada se mantuvo en promedio en 7.2 millones de hectéareas
en ese periodo.

En afios recientes se ha reportado el cultivo de 8 millones de hectareas de toda la superficie
nacional, esto representa alrededor del 90% de la produccién nacional, esta produccién de
maiz fue destinada al consumo humano; y en 2014 se report6 una produccién de maiz de 18
millones de toneladas anuales (Paulino-Flores et al. 2017).

En nuestro pais existe una gran diversidad de variedades de maiz azul, estas se agrupan en
varias razas, la raza Chalquefio empleada para cultivo en riego y la raza Conico para cultivo
en temporal predominan en Valles Altos de la Mesa Central; mientras que en el noreste
predomina la raza Tabloncillo (Agama-Acevedo et al. 2011).

Dependiendo de la raza, los fenotipos presentan variabilidad en tamafio, densidad,
morfologia del grano de almidon y dureza del grano y su composicién quimica, la
variabilidad fenotipica también depende de las practicas de cultivo, condiciones climaticas
y tipo de suelo, asi como la interaccion entre estos factores (Agama-Acevedo et al. 2011).

Los principales estados de la Mesa Central donde se cultiva maiz azul son: Puebla,
Tlaxcala, México e Hidalgo. Los rendimientos por hectarea del grano azul en zonas de
riego oscilan de 1.02 a 3.36 tonelada por hectarea (t/ha); sin embargo, se ha reportado para
la raza Chalquefio un rendimiento de 2.9 a 5.4 t/ha (Salinas-Moreno et al., 2010) y otros
reportes de rendimiento para esta raza ha sido de 6.7 t/ha.

La mayoria de los maices azules son tipicamente de grano harinoso; el endospermo es de
textura suave y el color azul se encuentra en la capa celular aleurona, en esta capa es donde
se acumulan las antocianinas, pigmentos solubles en agua y que pertenecen al grupo de los
flavonoides (Salinas-Moreno et al., 2010). Las antocianinas simples reportadas para maiz
son: cianidina 3- glucosido (grano azul y morado), pelargonidina 3-glucosido y peonidina
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3-glucdsido (grano rojo).

Varios genes controlan la expresion de color en la capa aleurona, el color purpura intenso
requiere la presencia de un alelo dominante en cada gen: A-1, A-2, Bz-2, C-1, C-2, Dek-1,
Pr, R y Vp-1. La pigmentacion azul se intensifica si el gen que codifica el factor in es
homacigo recesivo (Ramirez et al. 2003).

El maiz azul reporta caracteristicas nutricionales peculiares como: menor cantidad de
almidon, un indice glucémico inferior en comparacion a maiz amarillo; y una carga proteica
20% superior en comparacion al maiz blanco (Marin-Cevada et al. 2012)(Castafieda-
Sanchez 2011).

En nuestro pais el maiz azul es uno de los fenotipos de maiz mas utilizados para preparar la
comida tradicional como: tlacoyos, pinole y elotes, por otra parte tiene potencial para la
extraccion de antocininas para la extraccion de pigmentos naturales que son empleados
como colorantes en vinos, mermeladas y jugos de frutas (Ramirez et al. 2003); ademas este
cereal se ha empleado para elaborar comida funcional como tortillas, frituras y barras de
cereal, debido a su alto contenido de antocianinas; estas son compuestos fendlicos con
caracteristicas antioxidantes y actividad antiproliferativa (Camelo-Méndez et al. 2016), con
potencial para la promocién y mantenimiento de la salud humana (Lopez-Martinez et al.
2009).

La temperatura 6ptima de crecimiento del maiz es de 25°C; sin embargo, cuando este cereal
se enfrenta a temperaturas mayores a 35°C y a baja humedad relativa provoca la desecacién
de los estigmas. Por otra parte, cuando la planta se enfrenta a temperaturas superiores a 38°
C se reduce la viabilidad del polen, también se ha sugerido que por cada grado centigrado
que se incrementa la temperatura por arriba de la 6ptima se reduce el rendimiento del grano
entre 3a4 % (Lu et al. 2013).

La inoculacion de bacterias tipo PGPR en el cultivo de maiz, se ha tomado como una
alternativa interesante, debido a la gran demanda de este cereal a nivel alimenticio y su
caracter de materia prima en la industrial. Por otro lado, algunas variedades de maiz
requieren altas tasas de fertilizacion, particularmente la fertilizacion nitrogenada para
alcanzar el maximo de la produccion del cereal, no obstante, la absorcion del nitrégeno en
la planta solo alcanza de un 30-50% del total del fertilizante nitrogenado aplicado a la
planta (Hodge, Robinson, and Fitter 2000), el resto de nitrodgeno es absorbido por el suelo o
lixiviado al subsuelo y provoca efectos adversos sobre el medio ambiente (Pazos-Rojas et
al. 2016).

El empleo de PGPR, como biofertilizantes para vegetales, con capacidad de fijar nitrogeno
puede disminuir la aplicacion de fertilizacion quimica e incrementar el crecimiento y la
productividad de la planta (Lugtenberg and Kamilova 2009).
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Otro beneficio atractivo del uso de inoculantes bacterianos es la disminucion de costos de
produccion agricola (Inostroza et al. 2017) debido la reduccion de fertilizantes quimicos, el
empleo de inoculantes puede impactar en el incremento de la produccion de forma
similares o superiores en comparacion a al uso de fertilizantes quimicos. Impactando de
forma directa en menor contaminacion ambiental (Thilagar, Bagyaraj, and Raoca 2016;
Chauhan et al. 2015). Algunos ejemplos del efecto de inoculantes sobre el crecimiento de
maiz se muestran a continuacion:

Se ha documentado el efecto de la inoculacién de maiz con Glomus intraradices y
Pseudomonas fluorescens cuando es inoculado con ambos microrganismos y en forma
individual, reportando mejores parametros de crecimiento para el maiz cuando es co-
inoculado en comparacion a la mono-inoculacién y el control no inoculado, en este trabajo
se reportd mayor produccion de grano, contenido de fésforo y nitrogeno en el grano, y un
indice de cosecha bajo en condiciones de estrés por déficit de agua (Ehteshami et al. 2007).

Otro ejemplo de la aplicacion de biofertilizantes en maiz es la inoculacién de PGPR
aisladas: Klebsiella sp. Brl, Klebsiella pneumoniae Frl, Bacillus pumilus S1rl y
Acinetobacter sp. S3r2 y la cepa de referencia Bacillus subtilis UPMB10, todas estas
bacterias presentaron solubilizacion de fosfatos, produccién de auxinas y fijacion bioldgica
de nitrégeno in vitro. La inoculacién de maiz con cada rhizobacteria fue superior en
comparacion al tratamiento no inoculado; sin embargo, la inoculacién de Bacillus pumilus
S1rl registré el mayor incremento en la biomasa de parte aérea y la raiz, contenido de
nitrogeno, ademé&s de retraso en la senescencia del maiz, este Ultimo parametro es un
indicativo de mejor produccién de grano (Kuan et al. 2016).

También se ha evaluado el efecto de la inoculacion de rizobacterias aisladas con la
capacidad de producir la enzima aminocliclopropano- 1- carboxilato (ACC) desaminasa y
fijar nitrdgeno atmosférico. Los resultados observados de la inoculacién de maiz con la
cepa AN8 fue una méaxima eficiencia en el incremento de la altura de la parte aérea,
longitud de la raiz, mayor cantidad de clorofila a, b y carotenoides, proteinas y prolina,
ademas de presentar mayor actividad enzimatica peroxidasa, catalasa y glutation S-
transferasa y también les confirio a las plantas de maiz mayor resistencia ante
concentraciones altas de plomo, disminuyendo los efectos deletéreos a las plantas por la
presencia de este metal pesado (Hassan et al. 2014).

Los trabajos antes mencionados y otros ya reportados han estudiado la inoculacion del maiz
amarillo con diversos géneros de PGPR, sin embargo, ain no se ha explorado la
inoculacion de maiz azul criollo, variedad autdctona de México.
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Desecacién bacteriana

La desecacion representa un estrés abidtico altamente limitante para el crecimiento y
supervivencia de cualquier organismo, tanto procarionte como eucarionte (Potts 1994). Se
han reportado algunos organismos que pueden tolerar la pérdida de agua intracelular hasta
alcanzar 0.01 g de agua por 1 g de masa celular seca, estos organismos son llamados
anhidrobidticos y se caracterizan por reanudar su actividad metabdlica y fisiol6gica ante el
proceso de rehidratacion (Vilchez and Manzanera 2011).

En la agricultura la escasez de agua impacta de forma negativa en la productividad de las
plantas y se ha estimado la reduccion de la productividad de un 9 a10% y la biomasa para el
ensilaje (Ngumbi and Kloepper 2016; Zalud et al. 2017); incluso se ha reportado que la
sequia agricola lleva a la pérdida de las cosechas, reportdndose estos episodios con mayor
frecuencia en Europa Central en recientes afios (Zalud et al. 2017). Por lo anterior, existe la
necesidad de encontrar una estrategia para incrementar la tolerancia de las plantas a la
desecacion y que permita el crecimiento de las cosechas a pesar de crecer en condiciones
limitadas de agua para solventar la demanda de alimentos (Ngumbi and Kloepper 2016).

Se ha documentado que las PGPR pueden solventar y ayudar a las plantas a tolerar este tipo
de estrés. Estas rizobacterias se adhieren y colonizan la rizésfera de las plantas con las que
interacttan y les confieren efectos benéficos (Vilchez et al. 2016; Thakur et al. 2017).
Estos microorganismos benéficos presentan diversos mecanismos para tolerar a la
desecacion como: produccion de exopolisacéarido (EPS) (Alami et al. 2000), la enzima 1-
aminociclopropano, 1 carboxilato (ACC) desaminasa (Thakur et al. 2017; Vilchez et al.
2016), produccidn de fitohormonas AlA (Kang et al. 2014), compuestos organicos volatiles
(VOC) (Molina-Favero et al. 2008), induciendo la acumulacion de osmolitos (Sandhya et
al. 2010; Ansary et al. 2012; Vilchez et al. 2016), antioxidantes (Sandhya et al. 2010;
Kumar et al. 2016), estimulacion de la expresion de genes a respuestas a estrés (Timmusk
and Wagner 1999); en planta en particular estimulan el cambio morfolégico en el sistema
radicular para tolerar la desecacion (Vurukonda et al. 2016).

Se ha reportado que la produccion exogena de fitohormonas por parte de las PGPR,
desempefian como funcion principal la estimulacién de la produccion de hormonas
enddgenas de la planta, lo que confiere a la planta una mayor resistencia a la desecacion, un
ejemplo es A. brasilense que produce Oxido nitrico, esta molécula actia como molécula
sefial en la via de sintesis de AIA, en consecuencia, la sintesis de la fitohormona controla la
senescencia de la planta y ayuda al desarrollo de las raices adventicias en las plantas de
tomate para contender el déficit de agua (Molina-Favero et al. 2008; Vurukonda et al.
2016). También se ha reportado que en plantulas de maiz inoculadas con A. brasilense y A.
lipoferum se mejora el contenido de agua absoluta y relativa comparada con plantas no
inoculadas, bajo condicion de estrés por desecacién, ademas de incrementar el crecimiento
de la raiz, area foliar, la biomasa y acumulacion de prolina en hojas y raiz (Bano et al.
2013; Vurukonda et al. 2016). Por otra parte se ha reportado que plantas de soja inoculadas
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con giberelinas secretadas de P. putida H-2-3 mejoran el crecimiento de la planta bajo
condiciones de estrés hidrico (Kang et al. 2014).

Las PGPR secretan osmolitos en respuesta a estrés por desecacion e incrementan la
produccién de prolina en maiz cuando es inoculado con P. fluorescens bajo condiciones de
desecacion, estos actlan sinérgicamente con los osmolitos producidos por la planta, este
osmolito ayuda a la membrana de planta proporcionando el balance osmotico (Ansary et al.
2012). La acumulacion de prolina actia como buffer redox celular potencial bajo
diferentes estreses como desecacion y alta concentracion salina (Kumar et al. 2016).

La mayoria de los inoculantes son aplicados a la semilla, mediante la técnica de adhesion
de la formulacidn a las semillas; posteriormente estas pueden ser: almacenadas, vendidas o
sembradas. La sobrevivencia de las bacterias en las semillas inoculadas, incluso en la
misma formulacion puede ser afectada por factores como desecacion y altas temperaturas,
lo que impacta directamente en las poblaciones bacterianas con la que estdn formuladas los
inoculantes (Albareda et al. 2008).

Se ha documentado que algunos organismos anhidrobioticos son capaces de acumular
grandes cantidades de exopolisacaridos (EPS) o disacaridos como sacarosa y trehalosa
(Reina-Bueno et al. 2012), para tolerar la desecacion, sugiriendo una funcién de proteccién
a las enzimas, mediante el reemplazo de las moléculas del agua que interaccionan con las
biomoléculas (Potts 1994; Leslie et al. 1995). EI EPS genera un microambiente que evita la
pérdida de agua de forma rapida, mejorando la agregacion del suelo y manteniendo un
potencial de agua alto alrededor de la raiz, en consecuencia se incrementa la absorcion de
nutrientes en la planta, generando un incremento del crecimiento vegetal y la proteccién de
las rizobacterias y las raices de las plantas en contra de la desecacion (Vurukonda et al.
2016).

El estrés por desecacidn es particularmente importante cuando se formulan inoculantes con
rizobias, presentando disminucion de la viabilidad durante el almacenaje del inoculante y
después de la inoculacion de semillas y al sembrarlas en el suelo si no hay disponibilidad
oportuna de agua (Reina-Bueno et al. 2012; Streeter 2003). Sin embargo, existen otras
rizobacterias capaces de tolerar la desecacion en suelo y en inoculantes durante una vida de
anaquel, con esta tolerancia estas bacterias podrian mejorar la colonizaciéon de la planta
bajo condiciones de baja disponibilidad de agua (Albareda et al. 2008; Streeter 2003).

La exploracion de las capacidades de tolerancia a la desecacion en bacterias benéficas ain
no ha sido explorada exhaustivamente. Sin embrago, las bacterias que toleren mejor a la
desecacion seran las que a pesar de la baja disponibilidad de agua, seran mas efectivas para
recuperar sus funciones beneficiosas para las plantas ( Mufioz-Rojas 2011).
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ANTECEDENTES

Se ha probado una amplia variedad de PGPR para la promociédn del crecimiento vegetal de
maiz en mono-inoculacion con efectos positivos en el incremento de produccion y biomasa.
Por otra parte, hay estudios donde se ha probado la co-inoculacion de dos cepas bacterianas
como el caso de A. brasilense AZ39 y Bradyrhizobium sp., donde se evidencio la capacidad
de fitoestimulacion de las dos bacterias tanto en forma individual como en consorcio,
observando que en consorcio el beneficio es superior, tanto para la germinacion temprana
como para el incremento del peso seco de la parte aérea maiz y soya (Cassan et al. 2009).

La inoculacion de un consorcio de tres microorganismos (Pseudomonas sp., Bacillus sp.y
micorriza arbuscular (AMF) en maiz, también ha sido explorada, observando que el
consorcio mejora la tolerancia de planta de maiz al estrés por sequia, aumenta el contenido
de minerales en hojas e incrementa la produccion de biomasa en el maiz inoculado en
comparacion a la inoculacion de plantas con cada microorganismo (Zoppellari et al. 2014).

Por otra parte, se han documentado los beneficios que proporciona la multi-inoculacion de
PGPR en diversos modelos vegetales diferentes al maiz; un ejemplo es el estudio en
chicharo que fue multi-inoculado con Serratia marcescens (SF3), Serratia spp. (ST9), y
Mesorhizobium ciceri, reportando el incremento del nimero de nddulos por planta, el peso
seco de los nddulos, produccién de grano, contenido de proteina y la cantidad de clorofila,
en comparacion con la inoculacion de plantas de chicharo con las bacterias de forma
individual (Shahzad et al. 2013). En cafia de azlcar se ha demostrado que la multi-
inoculacion con cinco rizobacterias: Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. Amazonense, Paraburkholderia tropica incrementa la
produccién de tallo en suelo con bajo nivel de fertilizacion (De Oliveira et al. 2006).

En el grupo de investigacion de Ecologia Molecular Microbiana una de las lineas de
investigacion se centra en generar formulaciones de inoculantes multi-especies (consorcios)
gue sean compatibles. Morales-Garcia et al., 2013 exploré las relaciones inhibitorias entre
diversos géneros bacterianos, con los resultados de estos experimentos se propuso una
formulacion bacteriana para la elaboracion de inoculantes multi-especies denominada
EMMIM-1 y que fue patentada ante el Instituto Mexicano de Propiedad Industrial (IMPI)
(Morales-Garcia et al. 2016). La formulacion multiespecies EMMIM-1 esta conformada
por seis cepas bacterianas: P. putida KT2440, Paraburkholderia unamae MTL-641T,
Sphingomonas sp. OF178, Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5, Bradyrhizobium sp
MS22 y Azospirillum brasilense Sp7. Cinco de estas cepas han sido reportadas como
promotoras del crecimiento de plantas, 4 como bioremediadoras de toxicos y las 6 como
productoras de sustancias inhibitorias contra patdgenos; pero a pesar de la produccion de
estas sustancias inhibitorias son compatibles entre ellas, tanto en medios de cultivo como en
asociacion con plantas ( Morales-Garcia et al., 2013). Se realizaron experimentos de
inoculacion de este consorcio en maiz rojo criollo, bajo condiciones de invernadero,
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observando resultados positivos en el tamafio de las plantas en comparacion a las mono-
inoculadas y las no inoculadas. Posteriormente en campo se observé que el rendimiento en
la produccion de mazorca debido la inoculacion del consorcio EMMIM-1 en el maiz rojo,
fue de seis veces mayor al de plantas control (no inoculadas). La promocion del
crecimiento de diferentes variedades de maiz inoculadas con el consorcio EMMIM-1 ha
sido explorada bajo condiciones de campo (Morales-Garcia et al.,2012). Los resultados
obtenidos muestran que el consorcio promueve el crecimiento de algunas variedades como
el pozolero, amarillo, rojo y pinto criollo; sin embargo, no se observo una buena promocion
de crecimiento con las variedades blanco y azul criollo. Esta formulacion multi-especies
posteriormente fue explorada en diversas plantas con resultados positivos ( Morales-Garcia
et al. 2016). Por ejemplo, En 2014 Santiago-Saenz probd el inoculante multi-especie
EMMIM-1 para evidenciar su capacidad de estimular el crecimiento vegetal de la papa
(Solanum tuberosum variedad Atlantic) (Santiago-Saenz & Mufioz-Rojas 2014), los
resultados obtenidos demostraron que el consorcio EMMIM-1 estimulé el incremento de la
longitud del tallo, longitud de la raiz, pesos secos de parte aérea y raiz, ademas de
incrementar la produccién y el peso seco de los tubérculos en comparacion a las plantas
control. Debido al éxito en la promocion de crecimiento otorgado por la formulacion multi-
especies EMMIM-1 un convenio entre la Asociacion Nacional de Empresas Campesinas y
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla fue establecido para usar este producto en
campos agricolas de México (Vivanco-Calixto et al. 2016).

En 2013 Alatorre-Cruz propuso tres consorcios bacterianos, cuyas caracteristicas fueron:
bacterias resistentes a la desecacion y que promovieran de forma superior la promocion del
crecimiento de la cactacea en comparacion a la promocion del crecimiento de la
inoculacién individual (Alatorre-Cruz & Mufioz-Rojas 2013).

La mezcla de bacterias EMMIM-3 se formuld con Paraburkholderia unamae MTL-6417, y
dos cepas metilotroficas denominadas 4MePi8 y RhP14, la inoculacion individual de estas
cepas promovié el crecimiento vegetal, sin embargo, en consorcio no se observo sinergia
entre las bacterias, donde se observé el desarrollo de la cacticea similar al tratamiento
control (no inoculado). El consorcio EMMIM-4 formulado con las cepas: RhPf3, 4AMEPI8,
Sphingomonas sp. OF178 y P. putida KT2440, incremento la biomasa de E. platyacanthus.
Por otra parte, el consorcio EMMIM-JMAC constituido por las cepas metilotréficas RhPf3,
4AMEPI8 y P. putida KT2440, mostr6 una sinergia entre las bacterias incrementando la
biomasa e incremento la nacencia de las semillas en comparacion a los controles y a la
inoculacion individual.

El éxito de una formulacién multi-especies podria deberse a que alguno de los
microorganismos presentes en la formulacion podrian actuar positivamente en alguna de las
condiciones exploradas a pesar de que los otros no sean efectivos en esa condicion.
Contrario a lo que ocurre con una formulacion mono-especie, Si ese microorganismo no
actua en la condicion explorada, no observaremos ningun beneficio tras la inoculacion. Aun
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falta por explorar el comportamiento de mas inoculantes multi-especies y una de las
limitantes mas fuertes es contar con medios de seleccion para cada cepa que conforma un
inoculante que discrimine efectivamente el crecimiento de las otras cepas, con el fin de
seguir el comportamiento de cada cepa durante la co-interaccion. Esfuerzos recientes para
la caracterizacion molecular de los miembros de un inoculante multi-especies también se
estan iniciando con el proposito de monitorear a los miembros de un consorcio de una
forma mas efectiva (Morales Garcia Yolanda Elizabeth, Rodriguez Andrade Osvaldo,
Tenorio Ana Laura, Juarez Hernandez Dalia, and Jesus 2014).

JUSTIFICACION

Los inoculantes bacterianos formulados con una especie son una alternativa para la
agricultura actual, se ha invertido méas una década para su estudio, desarrollo y aplicacion,
sin embargo, se evidencié que bajo ciertas condiciones ambientales como la escasez de
agua, principal factor de estrés para el desarrollo vegetal; asi como la variedad de la planta
entre otros factores bidticos y abiéticos, el resultado de la promocion del crecimiento
vegetal al emplear estos inoculantes fue muy bajo 6 nulo. Los inoculantes multi-especies
podrian ser una alternativa para asegurar los resultados positivos en la promocién de
crecimiento de plantas. Es importante mencionar, que ya existen estudios referentes a la
formulaciéon de inoculantes multi-especies, sin embargo, los consorcios mas estudiados
emplean dos géneros bacterianos y han sido probados en leguminosas, cafia de azUcar, trigo
entre otros.

Pocos estudios se han desarrollado sobre consorcios, de mas de 3 géneros bacterianos, que
estén enfocados a estimular el crecimiento vegetal del maiz, modelo vegetal de importancia
agricola en nuestro pais, con aplicacion alimenticia, industrial y cultural. Por lo planteado
anteriormente se propone estudiar las relaciones antagonicas de bacterias con potencial
PGPR, que presenten resistencia a la desecacion, ademas de contar con mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal para la formulacién de una mezcla bacteriana que
estimule el crecimiento del maiz criollo azul, bajo condiciones de escasez de agua.

La formulacion de este consorcio sentara las bases para la aplicacion y estudio de la mezcla
a nivel de campo; para brindar alternativas metodoldgicas a la préctica agricola actual para
obtener mejores rendimientos, que sean amigables con el ambiente, asi como abaratar
costos de produccién, que impacten a favor del productor.
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HIPOTESIS

La formulacion de un inoculante multi-especies con bacterias PGPR con capacidad de
resistencia a la desecacion y que pueden coexistir en un consorcio promovera el
crecimiento de maiz eficazmente bajo condiciones de escasez de agua y con hidratacion
adecuada.

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar y evaluar la capacidad de diversas bacterias de interés agricola para tolerar la
desecacion, con el fin de desarrollar un inoculante multi-especies destinado para su empleo
en zonas aridas o de escasez de agua.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la co-existencia entre diversas especies bacterianas.
2. Estimar la tolerancia a la desecacién de diversas bacterias de interés agricola.
3. Disefiar un inoculante multi-especies que contenga cepas resistentes a la desecacion.

4. Evaluar la promocién de crecimiento vegetal del maiz (criollo azul) cuando es
aplicado el multi-inoculante bajo condiciones hidratadas, a nivel de invernadero.

5. Evaluar la promocion de crecimiento vegetal del maiz (criollo azul) cuando es
aplicado el multi-inoculante bajo condiciones de desecacion antes de la
germinacion, a nivel de invernadero.

MATERIAL Y METODOS

ENSAYO DE ANTAGONISMO

Se realiz6 la metodologia de agar en doble capa donde se probaron a todas las cepas como
posibles productoras y como posibles indicadoras, la metodologia se registrd en:
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.j4mcqu6
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ENSAYO DE DESECACION

Las cepas se cultivaron hasta fase estacionaria, para alcanzar poblaciones de 1 x 109
CFU/mL, posteriormente, las bacterias fueron lavadas por centrifugacion y se
resuspendieron en el mismo volumen de agua destilada estéril, y réplicas de 500 pl de la
suspension obtenida fueron dispensadas en tubos Eppendorf que se colocaron baja
condiciones para llevar a cabo la desecacion extrema a 30° C, 50% de humedad relativa, el
protocolo detallado esté registrado en: dx.doi.org/10.17504/protocols.io.j4icque

Para cada ensayo se determind la Tasa de supervivencia bacteriana (Bacterial Survival
Ratio: BSR) la cual es la relacion del logaritmo del nimero de células bacterianas presentes
en la suspension después del comienzo de la desecacion (AbD) méas uno entre el nimero de
células viables antes de la desecacion (BD), multiplicado por 100, es decir, BSR = (log
AbD + 1/ log BD) x 100 (Jesus Mufioz-Rojas, Fuentes-Ramirez, and Caballero-Mellado
2005). La BSR es un parametro que nos permitié cuantificar la tolerancia a la desecacion de
las bacterias.

CARACTERIZACION DE LA CEPA Acynetobacter sp. EMMO02.

El ADN de la cepa en cuestion se extrajo utilizando un kit de purificacion de ADN
gendémico (PROMEGA). De cada muestra de ADN extraido, el gen que codifica para el
RNA ribosomal16S (16S rRNA) se amplific6 mediante la técnica de PCR usando los
oligonucledtidos universales fD1: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 y rD1: 5 -
AAGGAGGTGATCCAGCC-3 (Weisburg et al. 1991), que amplifican casi la longitud
completa del gen (1500 pb), con el reactivo Master MIX ( Invitrogen). La amplificacién se
realizd6 como se describe en Morales-Garcia et al.,, 2011 y se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa. EI gen amplificado se purifico usando un kit de
purificacion de PCR (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
amplificado purificado se envi6 a secuenciar a la unidad de servicio de secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La secuencia obtenida se compard en la base de
datos publica NCBI mediante BLASTA y se deposit6 en la base de datos GenBank con el
namero de acceso KU686485.

COMPATIBILIDAD DE LAS CEPAS BACTERIANAS SELECCIONADAS PARA EL
INOCULANTE MULTI-ESPECIES BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE
CRECIMIENTO.

Las bacterias se cultivaron individualmente y en conjunto en medio liquido SYP y PY-Ca a
30 ° C y 200 rpm durante 120 horas; cada cultivo se gener6 por triplicado. EI nimero de
células cultivables se cuantificd en quintuplicado utilizando el método “Goteo por Sellado
en Placa Masivo” (GSPM) (Corral-Lugo et al. 2012) con placas de medio selectivo para
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identificar cualquier relacion inhibidora entre las cepas co-inoculadas como se describe en
trabajos previos (Jesus Mufioz-Rojas, Fuentes-Ramirez, and Caballero-Mellado 2005;
Marin-Cevada et al. 2012).

INFLUENCIA DEL TIPO DE SUELO SOBRE LA RESISTENCIA A LA DESECACION
DE LAS CEPAS SELECCIONADAS PARA FORMULAR LA MEZCLA
BACTERIANA.

Se utilizaron dos tipos de suelos, colectados en dos zonas geogréaficas distintas: el suelo
arenoso limoso fue colectado en Huejotzingo, Puebla México (19° 0600 N; 98°
20°00”°W) vy el suelo arenoso fue colectado en Domingo Arenas, Puebla, México (19°
09°00"" N; 98° 96°00""0). Las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos se determinaron
como en estudios previos (Shahzad et al. 2013). Se obtuvo una suspension bacteriana como
se indica en la seccion "Ensayos de desecacion bacteriana”, y se cuantifico el nimero de
células cultivables en quintuplicado utilizando el método GSPM con placas de medio SYP.
Para cada cepa, se llenaron treinta tubos Eppendorf estériles con 500 mg de suelo
experimental mas 500 puL de la suspension bacteriana; se mezclaron vigorosamente y se
cubrieron con tapones de algodén estéril. Se incluyeron tratamientos con 500 pL de
suspension bacteriana sin suelo para soporte. Todos los tubos se colocaron en una camara
de desecacién a 30 °C y 55% de humedad relativa (HR). El agua en cada tubo se evaporo
completamente 5 dias después de colocar los tubos en la camara de desecacion. El recuento
de células cultivables se realiz6 cada tres dias durante un periodo de doce dias utilizando el
método MSDP. Para las muestras de 3 dias posteriores al inicio de la desecacion (Days
After the Biginning of Desiccation DABD), se usaron cinco tubos para evaluar, ajustando
el volumen de liquido de cada tubo a los 500 pL iniciales. Para las muestras completamente
desecadas (6, 9 y 12 DABD), se agregaron 500 pL de agua a las células, y después de 40
minutos de agitacion ocasional, se logro la rehidratacion.

CARACTERISTICAS PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO DE PLANTAS DE LAS
CEPAS SELECCIONADAS PARA FORMULAR EL INOCULANTE MULTI-
ESPECIES.

La evaluacién de la capacidad de solubilizacion de fosfatos de las cepas exploradas, se
realizd6 en medio caldo Pikovskaya complementado, que contenia 5 g/L de Caz(PO4).
después de 5 dias de crecimiento del cultivo a 30 °C (Pikovskaya 1948; Gulati et al. 2009).
Los compuestos de tipo indol se evaluaron utilizando el ensayo colorimétrico basado en el
reactivo de Salkowski y utilizando el reactivo PC y medio K-lactato suplementado con
triptéfano (100 ppm) (Shahzad et al. 2014; Carrefio-Lopez et al. 2000).

El contenido de siderdforos se determiné de acuerdo con el metodo rapido y universal que
implica azurol S de cromo (CAS) con una técnica de superposicion en la que un medio O-
CAS modificado se coloca sobre placas de agar de cultivo (Pérez-Miranda et al. 2007). Las
bacterias se cultivaron en placas de agar LB para 8 h a 30 °C, y luego una capa se tratd con
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30 ml de medio O-CAS sin nutrientes y se incub6 a 30 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, se observé un cambio en el color de azul a naranja en torno al crecimiento
de las cepas bacterianas productoras de sideréforos.

MEDIOS DE SELECCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS DEL INOCULANTE
MULTI-ESPECIE.

Para monitorear el comportamiento de las cepas en los diferentes experimentos fue
necesario contar con medios de seleccion que permitieran el crecimiento de una cepa y
discriminaran el crecimiento de las otras presentes en la misma mezcla o ambiente. Se
exploraron distintas fuentes de carbono, diferentes concentraciones de antibidticos, metales
pesados y se consideraron datos previamente obtenidos en el “Laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana“ (Morales-Garcia et al., 2013). Los medios que en este trabajo
permitieron una adecuada seleccién para las cepas del inoculante multi-especies propuesto
se muestran en la tabla siguiente:

Cepas bacterianas Medios de seleccién
Azospirillum brasilense Sp7 Rojo Congo- CRO
Acinetobacter sp. EMMO02 BAc- CFX
Sphingomonas sp. OF178 LB 5%- AK
Pseudomonas putida KT2440 Citrato de Simons -Cm

Medio BAc: 0.2% Acido azelaico, 0.02% Citrulina, 0.04% K;HPOQ4, 0.04% KH:POs, y
0.02%, MgSO4. 7H,0), y 16g de agar/ H.O L pH 5.7. CTX=cefotaxima 70 pg /ml.

Medio Rojo Congo: 0.59 KoHPOa, 0.2g MgSOs4. 7H20, 0.1 g NaCl, 0.5 g extracto de
levadura, 0.015 g FeCls 6 H.0O, 59 Acido malico, 4.8g KOH, y 16g agar/ H2O L.
Cro=Ceftriaxona 100 pg /ml

Medio Luria Bertani modificado 5% AK: 0.5 g peptona de caseina, 0.25 g extracto de
levadura, 0.25 g NaCl, y 16g de agar/ H2O L. AK= amikacina 30 pg /ml.
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Medio citrato de Simmons: (NH4):HPO4 1g, K2HPO4 1g, NaCl 5g, NaH2(C3Hs0 (COOQ)s)
20, MgSO4 0.02g, azul de bromotimol 0.08g y 16g de agar/ H2O L. Cm= cloranfenicol 100

pg /mil.

OBTENCION DE MAIZ AXENICO

Las semillas de maiz azul fueron esterilizadas superficialmente usando hipoclorito de
sodio al 6.5% en acuerdo a trabajo previamente realizado (Morales-Garcia et al. 2011). El
maiz fue enjuagado 10 veces con agua destilada estéril en una campana de flujo laminar para
mantener condiciones de esterilidad. Los maices axénicos fueron usados para los ensayos de
inoculacion con bacterias.

OBTENCION DE LA SUSPENSION BACTERIANA PARA INOCULAR SEMILLAS
DE MAIZ

Las bacterias fueron crecidas en medio LB liquido a 30 °C durante 24 horas, pero algunas
variantes de los medios y crecimiento son mencionadas y aclaradas en los resultados de los
experimentos especificos. A partir del primer crecimiento se inocul6 un matraz Erlenmeyer
de 250 ml conteniendo 100 ml de medio LB. Los cultivos fueron colocados en agitacion a
200 rpm y 30 °C durante 24 horas para alcanzar una densidad maxima (fase estacionaria).
El crecimiento bacteriano de los cultivos fue centrifugado a 4 °C durante 10 minutos a
5,000 rpm. El pellet obtenido fue re-suspendido en el mismo volumen inicial con agua
destilada estéril, la suspension resultante se diluyé en proporcion 1:100 y el numero de
bacterias fue determinado por quintuplicado mediante el método de conteo denominado
“Goteo por Sellado en Placa Masivo” (GSPM) (Corral-Lugo et al. 2012). La suspension
bacteriana sirvio para inocular 55 semillas para cada tratamiento ensayado: dos a 30 °C
(inoculado y no inoculado) y dos a 40 °C (inoculado y no inoculado). Para ello, las semillas
fueron sumergidas durante una hora, tiempo suficiente para que esta bacteria se adhiera a la
superficie de las semillas de maiz (Morales-Garcia et al. 2011). Los controles consistieron
en sumergir el mismo nimero de semillas axénicas en agua destilada estéril. Se
consideraron tratamientos de inoculacion con la mezcla de bacterias propuesta en caso de
ser explorada esta posibilidad.

ENSAYOS DE DESECACION DE SEMILLAS INOCULADAS

Ochenta y cinco semillas de cada tratamiento de inoculacion se colocaron en placas de Petri
que contenian papel de filtro estéril seco (Whatman No. 1). Las placas que contienen
semillas se colocaron en una cdmara de desecacion a 30 ° C, 55% de HR. El agua se perdio
por completo a 1 DABD en estas condiciones. Cada tres dias despues del comienzo de la
desecacion, se extrajeron cinco semillas de la camara de desecacion. Cada uno se coloco en
un tubo Falcon de 15 ml de capacidad que contenia 3 ml de agua esteéril durante 2 h, y los
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tubos se agitaron vigorosamente usando un agitador mecanico (vortex). El nimero de
bacterias cultivables se cuantificé usando el método MSDP, y se calculé la BSR.

SEMBRADO DE LAS SEMILLAS, ADHESION Y COLONIZACION BACTERIANA

Tanto las semillas inoculadas como las no inoculadas, de cada tratamiento, fueron
colocadas en macetas conteniendo 1L de vermiculita estéril; un soporte inerte ampliamente
usado para evaluacion de la colonizacion de bacterias en plantas (J. Mufioz-Rojas and
Caballero-Mellado 2003; Rodriguez-Andrade et al. 2015). En cada maceta fue sembrada
solo una semilla y posteriormente fueron regadas con 100 ml de solucion MSJ (Rodriguez-
Andrade et al. 2015) y agua destilada estéril. Las macetas fueron rotuladas para su
identificacion y se colocaron aleatoriamente bajo condiciones de invernadero, con
fotoperiodo 16/8 luz/obscuridad, humedad relativa de 70 % y bajo dos condiciones
diferentes de temperatura para el crecimiento de plantas: la primera fue a temperatura
maxima de 30 °C durante el dia y 20 °C en la noche. La segunda condicién de crecimiento
fue a una temperatura maxima de 40 °C durante el dia y a 30 °C en la noche. Las plantas
fueron regadas periddicamente a lo largo del experimento.

La adhesion de la bacteria fue evaluada 12 horas posteriores a la inoculacién (Morales-
Garcia et al. 2011), para ello 5 semillas de cada tratamiento fueron extraidas de macetas
independientes, cada una fue sumergida en 3 ml de agua destilada estéril y agitadas
vigorosamente en vortex. La suspension obtenida fue usada para cuantificar el nimero de
bacterias que fueron capaces de adherirse a las semillas, para ello la suspension fue diluida
en factor 1:10 con agua destilada estéril y se usé el método de recuento GSPM mediante el
sellado en placas de Petri con los medios de seleccion. Semillas de tratamientos sin inocular
se procesaron de la misma forma.

La colonizacion de bacterias fue evaluada a los 15, 30 y 45 dias posteriores a la
inoculacion (dpi). Para ello, cinco plantas de cada tratamiento (inoculadas y controles)
fueron extraidas de sus macetas, la vermiculita fue sacudida y las raices con vermiculita méas
adherida fueron sumergidas en suficiente agua destilada estéril, se agitd vigorosamente y la
suspension obtenida fue diluida en factor 1:10 (peso/volumen) para realizar el recuento de
bacterias mediante el método GSPM. En este trabajo la vermiculita mas adherida a las raices
fue considerada como suelo rizosférico y se considerd que la suspension resultante contiene
bacterias de la rizosfera, como se ha sugerido en otros trabajos (J. Mufioz-Rojas and
Caballero-Mellado 2003; Morales-Garcia et al. 2011; Rodriguez-Andrade et al. 2015). El
peso de la vermiculita mas adherida fue obtenido mediante el secado de las muestras sin las
raices a 70 °C durante 3 dias y este valor fue considerado para ajustar el nimero de unidades
formadoras de colonia por mililitro (No. UFC/ml) al nimero de unidades formadoras de
colonia por gramo de vermiculita (No. UFC/g V) (Rodriguez-Andrade et al. 2015).
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EVALUACION DE LA ESTIMULACION DE CRECIMIENTO

La capacidad de las cepas individuales y en consorcio para promover el crecimiento de
plantas de maiz fue evaluada a los 45 dpi en 30 plantas para cada tratamiento. En este
trabajo se midid el peso seco de las plantas, para ello, éstas fueron extraidas de las macetas y
las raices fueron lavadas con cuidado para eliminar la vermiculita. Después, las raices fueron
separadas de la region aérea y se colocaron en bolsas de papel de forma independiente con
etiquetas del tratamiento correspondiente. Las muestras fueron colocadas en una estufa para
su secado a 70 °C durante 20 dias. Después de este tiempo las muestras fueron sacadas de la
estufa y colocadas a temperatura ambiente para pesarlas en una balanza analitica. Las
mediciones fueron realizadas en 30 plantas para cada tratamiento. Los datos del peso seco
fueron analizados de forma pareada usando la prueba t-student a una P<0.05 mediante el
programa Sigma Plot de Handel scientific Software. Cuando hubo diferencias estadisticas
los tratamientos fueron marcados con letras diferentes.

COMPROBACION DE LA IDENTIDAD DE LAS CEPAS AISLADAS DE PLANTAS.

La comprobacion se realizé usando métodos moleculares que incluyeron la extraccion de
ADNA genomico, amplificacion de genes que codifican para el 16S RNAr y patrones de
restriccion. EI ADN de la cepa se extrajo utilizando un kit de purificacion de ADN
genémico (PROMEGA). De cada muestra de ADN extraido, el gen que codifica para el
16S rRNA se amplificO mediante PCR usando los oligonucleotidos universales fD1: 5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 y rD1: 5 - AAGGAGGTGATCCAGCC-3 (Weisburg
et al. 1991), que amplifican casi la longitud completa del gen 16S rRNA (1500 pb), con el
reactivo Master MIX (Invitrogen). La amplificacion se realiz6 como se describe en (Y.E.
Morales-Garcia et al. 2011). La amplificacion por PCR se verific6 mediante electroforesis
en gel de agarosa, y el gen amplificado se purificé usando un kit de purificacion de PCR
(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El amplificado purificado se envid
a secuenciar.

Para cada cepa de referencia y cepa aislada de la rizésfera, el gen amplificado que codifica
16S rRNA se digirio con 5 U de diferentes enzimas de restriccion (Alul, Hhal, Hinfl, Rsal,
Mbol y Mspl). Las longitudes de los fragmentos de restriccion generados para cada cepa
probada se determinaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% usando un
marcador comercial de peso molecular (escala de ADN de 100 pb), y los patrones de las
cepas aisladas se compararon con los de cepas de referencia inoculadas inicialmente
(Bogino et al. 2013).
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RESULTADOS

Ensayos de antagonismo para la seleccion de cepas compatibles

Se exploraron 25 cepas bacterianas pertenecientes a los géneros: Azospirillum,
Acinetobacter,  Bradyrhizobium,  Rhizobium,  Paraburkholderia, = Enterobacter,
Pseudomonas y Sphingomonas, con estas cepas se desarrollaron ensayos de antagonismo,
mediante el método de agar en doble capa (Tabla S1 del articulo Molina-Romero et al.,
2017, mostrado mas adelante). Se observo que las bacterias Sphingomonas sp. DS204,
Sphingomonas sp. DS201, Sphingomonas sp. GOF203, Acinetobacter sp. EMMO02, P.
putida KT2440, P. putida DOT-T1E, Enterobacter sp. UAPSO3001 (Tabla 1) (Molina-
Romero, Baez, et al. 2017), fueron inhibitorias del crecimiento de otras bacterias; sin
embargo, podrian coexistir con algunas bacterias probadas en este trabajo. Diecisiete cepas
no mostraron efecto inhibitorio con la mayoria de los microorganismos ensayados por lo
que fueron consideradas como capaces de coexistir en formulaciones multiespecies. En
contraparte, Rhizobium sp. MS24 y Bradyrhizobium sp. MS13 fueron inhibidas por 5y 7
cepas bacterianas respectivamente. Sphingomonas sp. DS204 mostr6 una alta eficiencia
antagénica en contra de otros géneros bacterianos, inhibiendo 19 cepas, excepto a ella
misma a P. unamae MTI-641 y a bacterias pertenecientes al género de Sphingomonas
(DS201, GOF202, OF178, Ans290).

Bradyrhizobium sp. MS13, Rhizobium sp. MS24 and Sphingomonas sp. DS204 no fueron
consideradas para la evaluacion de la tolerancia a la desecacion por su sensibilidad o por su
elevada capacidad inhibitoria observada, debido a que estas caracteristicas son
incompatibles para la formulacion de un consorcio bacteriano, objetivo principal de este
trabajo. Algunas cepas fueron capaces de coexistir sin mostrar efecto antagonico sobre el
crecimiento de otras cepas bacterianas exploradas.

Ensayos de desecacion

Las diecisiete cepas capaces de coexistir fueron evaluadas en su capacidad para resistir a la
desecacion. Las cepas mostraron diferentes niveles de resistencia al estrés por desecacion
por un periodo de 12 dias posterior al inicio de la desecacion (DABD, por sus siglas en
inglés: After the beginning of desiccation). Nuestros resultados mostraron cepas altamente
resistentes a la desecacion (A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO02, y Sphingomonas
sp. OF178), otras fueron medianamente tolerantes (Sphingomonas sp. GOF203, P. putida
KT2440 and Bradyrhizobium sp. MS23) y otras fueron sensibles a la desecacion (B. tropica
and B. unamae ScCu23) (Tabla 2) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017).

Con base a los resultados de la tabla 1 y 2, algunas cepas pudieron seleccionarse para
formular un consorcio (mezcla bacteriana). Se tomaron tres criterios para la formulacion de
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la mezcla bacteriana: su capacidad de coexistir, su resistencia a la desecacion y sus
caracteristicas potenciales como PGPR. Este tltimo criterio de seleccion fue inicialmente
respaldado con la literatura reportada (Gulati et al. 2009; Rojas-Tapias et al., 2014;
Planchamp et al. 2014). De esta forma cuatro cepas fueron escogidas para la formulacion
de la mezcla bacteriana A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO02, Sphingomonas sp.
OF178 y P. putida KT2440. Otras mezclas bacterianas cumplen con estos criterios, sin
embargo, la capacidad experimental en este trabajo no pudo cubrir todas esas posibilidades.
De hecho, en este trabajo se formul6 otra mezcla con 5 géneros bacterianos A. brasilense
Sp7, Acinetobacter sp. EMMO02, Sphingomonas sp. OF178, Enterobacter sp. UAPS0O3001
y P. putida KT2440, que cumplié criterios establecidos, pero después de realizar los
ensayos de promocion del crecimiento vegetal, se observo que las plantas inoculadas con la
mezcla bacteriana redujeron hasta un 60 % el porcentaje de germinacion en comparacion a
las plantas control (semillas no inoculadas) y a las plantas mono-inoculadas, por lo que
estos estudios no fueron publicados.

Es importante mencionar que la cepa Acynetobacter sp. EMMO02 fue caracterizada
molecularmente durante el desarrollo de este trabajo. Se secuencié y analiz6 el gen que
codifica el 16S RNAr para corroborar el género bacteriano Fig.S1y Tabla S2.

1. Compatibilidad de las cepas bacterianas seleccionadas para el inoculante multi-
especies bajo diferentes condiciones de crecimiento.

La validacién de la compatibilidad de las cepas seleccionadas para la formulacion de la
mezcla bacteriana se realizd con curvas de crecimiento de las cuatro cepas de forma
conjunta y forma individual en diferentes condiciones de crecimiento, en donde se probaron
dos medios de cultivos PY-Ca y SYP (S2 Fig.). Las cuatro cepas crecieron eficientemente
en forma individual y en co-cultivo en ambos medios de cultivo, corroborando que no se
realizan relaciones antaglnicas entre las cuatro cepas de la mezcla bacteriana,
independientemente de las condiciones de cultivo exploradas.

Caracteristicas para promover el crecimiento de plantas de las cepas seleccionadas para
formular el inoculante multiespecies.

Las cuatro cepas seleccionadas para formular un inoculante multi-especies fueron capaces
de producir indoles totales, sideroforos, asi como poseer la capacidad de la solubilizar
fosfatos, en condiciones in vitro (Tabla 4 y Figura 2 del articulo de (Molina-Romero, Baez,
etal. 2017).

2. Influencia del tipo de suelo sobre la resistencia a la desecacién de las cepas
seleccionadas para formular la mezcla bacteriana.

Para determinar si el tipo de suelo afecta el comportamiento de la resistencia a la

desecacion de las cepas seleccionadas para formular el inoculante multiespecies, se
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probaron dos tipos de suelos colectados de dos zonas geogréaficas diferentes. En acuerdo
con los resultados los suelos fueron clasificados como arenoso y arenoso limoso (Fig. S3)
(Molina-Romero, Baez, et al. 2017). La composicion fisicoquimica de los dos soportes fue
analizada, la diferencia méas notable fue que la cantidad de materia orgénica fue mayor en el
suelo arenoso limoso en comparacion al suelo arenoso (Fig.S3). Acinetobacter sp. EMMO02
presentd una elevada resistencia a la desecacion independiente del tipo de suelo y
presentando el mismo comportamiento que en agua. La supervivencia a la desecacion de A.
brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 en suelo arenoso fue menor
en comparacion al suelo arenoso limonoso y al control agua. Por otra parte A. brasilense
Sp7 y Sphingomonas sp. OF178 presentaron un comportamiento similar de resistencia a la
desecacion en suelo limoso arenoso y en control agua (Fig 1) (Molina-Romero, Baez, et al.
2017).

Evaluacion de la promocion de crecimiento de las cepas seleccionadas para formular el
inoculante multiespecies.

Debido a que las cepas A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 y
Acinetobacter sp. EMMO2 fueron capaces de coexistir entre ellas, mostraron una elevada
resistencia a la desecacion y un alto potencial PGPR in vitro, tanto en forma individual
como en mezcla bacteriana, en este trabajo se evalud la capacidad de promocion del
crecimiento vegetal de la mezcla bacteriana en semillas de maiz azul cuando fueron
inoculadas en mono-inoculacién y en mezcla bacteriana o consorcio (mezcla de las cuatro
cepas). Para ello, después de a la inoculacion de las semillas, éstas se sometieron a tres
condiciones experimentales:

Experimento 1

Semillas de maiz inoculado con 5 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio,
bajo condiciones estresantes de crecimiento de las plantas a 45° C.

Experimento 2

Maiz inoculado con 4 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo
condiciones de hidratacion 6ptima antes y después de la germinacion.

Experimento 3

Maiz inoculado con 4 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo
condiciones de desecacidn antes de la germinacion.

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1: Crecimiento de maiz inoculado con 5 cepas
bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo condiciones sin estrés por
temperatura (25-30 °C) y con estrés de temperatura (35-45 °C).
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Resultados de la Mezcla bacteriana formulada con 5 cepas bajo condiciones de
crecimiento del maiz a 25-30° C.

De acuerdo a los resultados de antagonismo y tolerancia a la desecacion de las 17 cepas que
pueden co-existir, inicialmente se eligieron a Enterobacter sp. UAPS03001, P. putida
KT2440, A. brasilense Sp7, Acinetobacter EMMO02 y Sphingomonas sp. OF178 para la
formulacién de la mezcla bacteriana debido a su potencial para promover el crecimiento del
maiz azul.

El nimero de bacterias fue cuantificado para las suspensiones individuales y en la mezcla,
con estas suspensiones se realizd la inoculacion de las semillas de maiz. La poblacion
bacteriana de las cinco cepas oscild entre los 6rdenes de 10° a 108 UFC/mI tanto en
inoculacién independiente como en mezcla.

Se evaluo la adhesion de las bacterias a las semillas de maiz, en forma individual y en
consorcio bacteriano. Los resultados que observamos sugieren una adecuada adhesion de
las cinco cepas de la mezcla a las semillas, en mono-inoculacion y en mezcla, que
corresponde a poblaciones de 10° a 108 UFC/semilla (Tabla E1).

Otro pardmetro evaluado fue la colonizacion bacteriana tanto en forma individual y en
consorcio, donde lo resultados obtenidos sugieren una eficiente colonizacion de las 5 cepas
en consorcio con una tendencia similar en condiciones individuales (Grafica E1).

Tabla E1. Adhesion de las cinco cepas del consorcio a semillas de maiz

Tratamiento de inoculacién | *Log UFC/semilla | ** Log UFC /semilla
A. brasilense Sp7 5.15+0.51 4.73 +0.36
Consorcio Sp7 7.86 £0.28 7.51+0.34
P. putida KT2440 7.10 £0.19 7.2 +0.32
Consorcio KT2440 5.24 +0.27 5.50 £0.45
Acinetobacter sp. EMMO02 7.17 +0.30 7.59 +0.21
Consorcio EMMO02 7.18 £0.35 7.42 £0.35
Sphingomonas sp. OF178 7.05 +0.33 7.35 +0.36
Consorcio OF178 6.5 +0.36 6.9 +0.31
Enterobacter sp. UAPS0O3001 8.5+0.33 8.65 +0.36
Consorcio UAPSO3001 8.1 +0.36 7.9 +0.31

Determinacion de la poblacion bacteriana adherida a la superficie semilla (Log de UFC/ml) cada valor es el promedio de
cinco repeticiones independientes con su respectiva desviacion estandar, realizado por el método de MSDP en medio
selectivo para cada cepa. * Experimento con crecimiento de las plantas sin estrés por temperatura (. ** Experimento con
crecimiento de las plantas con estrés por temperatura 35-45 °C. Semillas no inoculadas no presentaron crecimiento
bacteriano.
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Gréfica E1. Colonizacién cepas independientes (25-30 °C)
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Colonizacion de las cinco cepas a las raices de plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion. Barra ENTERO:
Enterobacter sp. UAPSO3001, barra KT2440: P. putida KT2440, barra SP7: A. brasilense Sp7, Barra MS02:
Acinetobacter EMMO2; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178.

Graéfica E2. Colonizacion del consorcio (25-30 °C)
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Colonizacion de las cinco cepas a las raices de plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion. Barra Enterobacter:
Enterobacter sp UAPSO3001, barra KT2440: P. putida KT2440, barra SP7: A. brasilense Sp7, Barra MSO02:
Acinetobacter EMMO2; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178.
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Imagen A. Comparacion de plantas inoculadas y sin inocular (control), crecidas sin
estrés (25-35 °C)

MIX: plantas inoculadas con consorcio bacteriano; Control: plantas sin inoculacion.

Imagen B. Comparacién de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio,
crecidas sin estrés (25-35 °C)

MIX: plantas inoculadas con consorcio bacteriano; KT2440: plantas inoculadas con Pseudomonas putida.
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Imagen C. Comparacion de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio,
crecidas sin estrés (25-35 °C)

MIX: plantas inoculadas con consorcio bacteriano; Sp7: plantas inoculadas con Azospirillum brasilense.

Imagen D. Comparacion de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio,
crecidas sin estreés (25-35 °C)

MIX: plantas inoculadas con consorcio bacteriano; OF178: plantas inoculadas con Sphingomonas sp. 178; MS02: plantas
inoculadas con Acinetobacter sp. EM02.
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La promocion del crecimiento vegetal fue evidenciada mediante la evaluacion de peso seco
de la parte aérea y de la raiz (Imagen A - D), con estos resultados podemos sugerir que la
inoculacién individual con las bacterias Enterobacter sp UAPSO3001, P. putida KT2440,
A. brasilense Sp7, Acinetobacter EMMO02 y Sphingomonas sp. OF178 promueven el
crecimiento del maiz en comparacion a las plantas control; sin embargo, es superior la
estimulacion del crecimiento vegetal cuando el maiz es inoculado con el consorcio
bacteriano en comparacion a la mono-inoculacién (Graficas E3 y E4; Imagen B - D).

Gréfica E3. Peso seco Parte Aérea
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Peso en gramos de la parte aérea de las plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion Barra amarilla: control, barra
morada: control inoculado con consorcio esterilizado, barra azul: A. brasilense Sp7, barra rosa: Enterobacter sp., barra
amarilla: P.putida KT2440; barra naranja: Sphingomonas sp. OF178; barra verde turqueza: Acinetobacter EMMO02; barra
verde: consorcio con cinco cepas. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y la
respectiva desviacion Estandar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadisticamente significativa a p< 0.05
analizado con t-Student.

Grafica E4. Peso seco Raiz
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Peso en gramos de las raices de las plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion. Barra morada: control, barra

amarilla: control inoculado con consorcio esterilizado, barra rosa: A. brasilense Sp7, barra naranja: Enterobacter sp., barra
azul: P. putida KT2440; barra lila: Sphingomonas sp. OF178; barra meldn: Acinetobacter sp. EMMO02; barra verde:
consorcio con cinco cepas. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y la
respectiva desviacion Estandar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadisticamente significativa a p< 0.05
analizado con t-Student.
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Promocion del crecimiento vegetal empleando un consorcio formulado con 5 cepas
bacterianas bajo condiciones estresantes de crecimiento del maiz a 35-45°

Al igual que en el ensayo anterior, se determin0 la poblacion celular en las suspensiones
bacterianas tanto en forma individual como en consorcio, obteniendo nimeros de bacterias
similares al experimento anterior (10° a 108 UFC/ml).

También se determind la adhesion bacteriana a las semillas, con resultados similares al
experimento inicial, reportado en la Tabla E1.

La colonizacion de P. putida no fue observada a los 45 dias posteriores a la inoculacién en
las plantas inoculadas con esta bacteria de forma individual y en consorcio, no se
recuperaron células cultivables en condiciones de laboratorio a partir de las raices de las
plantas. Grafica E5.

Por otra parte, la colonizacion de las cepas Enterobacter sp UAPSO3001, A. brasilense
Sp7, Acinetobacter EMMO02 y Sphingomonas sp. OF178 fue muy similar al experimento
donde las plantas inoculadas crecieron sin estrés por altas temperaturas (Grafica E5).

Grafica E5. Colonizacion de las raices del maiz con 5 cepas bacterianas bajo
condiciones de crecimiento de las plantas a 35-45°
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Enterobacter SP7 MSO2 OF178
Colonizacion de las cuatro cepas a las raices de plantas de 45 dias posteriores a la inoculacién. Barras en color vino: cepas
individuales, barras en verde: cepas en consorcio. Barra ENTERO: Enterobacter sp, barra SP7: A. brasilense Sp7, barra
MS02: Acinetobacter EMMO02; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178.
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Interesantemente, al determinar el peso seco de la parte aérea y la raiz no se observa
promocion del crecimiento vegetal cuando las semillas son inoculadas con el consorcio, la
cepa Enterobacter sp UAPSO3001 y Acinetobacter EMMO02, en comparacion a las plantas
control (Gréafica E6). Por el contrario, si se registré mayor parte aérea y raiz de las plantas
mono-inoculadas con P. putida KT2440, A. brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178,
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aun cuando las plantas son sometidas a condiciones de crecimiento estresantes por altas
temperaturas.

Graéfica E6. Peso seco raiz, bajo condiciones de crecimiento de las plantas a 35-45°
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Peso en gramos de las raices de las plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion. Barra roja: control; barra café:
Sphingomonas sp. OF178; barra azul: Enterobacter sp. UAPSO3001; barra amarilla: Acinetobacter sp. EMMO02; barra
azul rey: control inoculado con consorcio esterilizado, barra verde: consorcio con cinco cepas; barra rosa: A. brasilense
Sp7; barra morada: P. putida KT2440. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y
la respectiva desviacion Estandar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadisticamente significativa a p<
0.05 analizado con t-Student.

Gréfica E7. Peso seco parte aérea, bajo condiciones de crecimiento de las plantas a 35-
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Peso en gramos de la parte aérea de las plantas a los 45 dias posteriores a la inoculacion. Barra roja: control; barra café:
Sphingomonas sp. OF178; barra azul: Enterobacter sp. UAPSO3001; barra amarilla: Acinetobacter sp. EMMO02; barra
azul rey: control inoculado con consorcio esterilizado, barra verde: consorcio con cinco cepas; barra rosa: A. brasilense
Sp7; barra morada: P. putida KT2440. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y
la respectiva desviacion Estandar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadisticamente significativa a p<
0.05 analizado con t-Student.
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Se destaca que el analisis de los resultados del experimento 1, P. putida KT2440, mostr6
una alta capacidad de promover el crecimiento de plantas de maiz bajo condiciones de
estrés por temperatura y representd conocimiento novedoso para los estudios de interaccion
bacteria-planta, lo que motivo la publicacion del articulo: (Molina-Romero, Morales-
Garcia, et al. 2017).
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Abstract— Pseudomonas putida KT2440 15 a bacterimn able 1o colonize planr toots and degrade roxic compounds from
environment. The aim of present work was 1o evalnate the abiliry of this bacterivm to promote the growth of autochthonous
blue mmize under two conditions of temperamure: 30 and 40 °C_ Iu this work we observed that the evaluated bacrerimn
promoted the growth of maize m dependency of the remperature of plant development. with higher stimulation at 40 °C. We
propose that this bacterium counld protect the development of plants under stress conditions provoked by lugher
temperatures prevalent in agricultural fields of wopical or arid areas,

Kevwords— Pseudomanas putida, Planr growth promoring riizebacteria, texperanire.
Resumen— Pseudomonas putida KT2440 es una bactena con la capacidad de degradar compuestos toxicos para ¢l ambiente
y coloniza eficientemente a las raices de las plantas. El objetivo del presente nabajo fue evaluar Ia habilidad de esta bacreria
para promover el crecimiento de maiz azul bajo dos condiciones de temperatura. 30 y 40 °C. En este trabajo se observo que
esta bactena es capaz de estunular el crecimiento del maiz en dependencia de Ia remperanira de desarrollo de las plantas,
habiendo una mejor estimulacion a 40 °C. Se propone que esta bacteria podria proteger a las plantas de las condiciones de
estrés generados por elevadas temperaturas que ocwaren en campos agricolas de zonas tropicales o andas.

Palabras claves—Psendomonas putida. Rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas, temperanira.

[. INTRODUCCION

En la actualidad se han estudiado las capacidades de diversas bacterias para promover el crecimiento
de plantas por ser una alternativa ecoldgica que podria disminuir el uso de agroquimicos en los campos
de culuvo [1. 2]. Se han seleccionado bacterias benéficas que interaccionan bien con plantas para ¢l
desarrollo de moculantes destnados para la agnicultura [3. 4] v muchos de ¢sos moculantes han
incrementado ¢l rendimiento de los cultivos de forma exitosa. Por ¢jemplo. las formulaciones con
Azospirillum brasilense han sido exitosos en casi un 70% con referencia a los sitios donde se han
aplicado [5]. Sin embargo, otras bacterias como Pseudomonas spp. no han tenido resultados de éxito tan
constantes en la promocion de crecimiento. En muchas ocasiones esta falta de éxito se ha atribuido a que
las bacterias no son capaces de colonizar efectivamente a las plantas debido a que la poblacion indigena
es mis competitiva que la inoculada [6]. No obstante. varos factores podrian estar involucrados v
algunos de ellos han sido estudiados. por ¢jemplo. el acarreador del inoculante. aspectos de aplicacion
tecnoldgica. el tipo de suelo. la vanedad de planta. el genotipo de bactena usada. entre otros [7. 8. 9]
Otros factores como la temperatura, la humedad relativa v el fotoperiodo en el que se desarrollan las
plantas son factores aun no estudiados en relacion con la capacidad de bactenas para promover el
crecimiento de plantas. Razon por la que se considera que atn se requieren estudios que indiquen cuales
son las condiciones en las que una bacteria va a ser capaz o no de realizar la estimulacion efectiva del
crecimiento para plantas inoculadas,
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Psendomonas putida KT2440 ¢s una bactena muy estudiada por sus capacidades de llevar a cabo la
degradacion de compuestos tOxicos y su alta tolerancia a compuestos aromaticos [10, 11, 12]. Esta
bactena es una cepa denvada de Psendomonas putida PWWO: la cual alberga al plasmudo TOL
(miciales que refieren a la degradacion de tolueno) mmplicado en el catabolismo de tolueno v xileno
mediante las vias de toluato vy xilato [13]. La cepa KT2440 se diferencia de la PWWO porque va no
contiene ¢l plasmido TOL. A pesar de ello. ain es capaz de usar compuestos aromdticos como fuente de
carbono y tolerar compuestos altamente recaleitrantes [11, 14], lo que muestra que también su genoma
contiene informacion importante para la degradacion de compuestos. El genoma de esta bactena se
conoce v ha mostrado varias potencialidades de la bactenia [15]. muchas de ellas que aun no han sido
estudiadas. Ademas esta bacteria no es patogena. razon por la que se ha certificado como biosegura [13.
16}.

Por otro lado P. putida KT2440 es capaz de colonizar a la nizosfera de diversas plantas entre las que
destaca el maiz [17. 18]. La alta capacidad para tolerar toxicos organicos y su excelente colonizacion de
plantas. hacen que la cepa KT2440 sea un excelente modelo para potenciar la nzorremediacion de
compuestos en suelos contaminados [19]. Ademas. se ha observado que esta bacteria desencadena una
respuesta sistémica mducida (ISR. de sus siglas en inglés) en plantas de Arabidopsis thaliana [20] y
maiz [21]. que las protege contra patdgenos v este mecanismo podria significar una manera para
estimular su crecimiento [22]. Sin embargo, ain no se ha demostrado que P. putida KT2440 sea una
bacteria que estimule el crecimiento de plantas, Por esta razon el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la capacidad de P. purida KT2440 para promover el crecimiento de maiz azul criollo bajo dos
condiciones de temperatura maxima para el crecimiento de las plantas: 30 °C y 40 °C. En este trabajo se
mostro que esta bacteria tiene la capacidad para estimular el crecimiento del maiz, pero este estimulo es
dependiente de la temperatura en la que se desarrollan las plantas.

II. MATERIAL Y METODOS

A, Obtencion de maiz axénico

Las semillas de maiz azul fueron esterilizadas superficialmente usando hipoclorito de sodio al 6.5%
en acuerdo a trabajo previamente realizado [23]. El maiz fue enjuagado 10 veces con agua destilada
esténil en una campana de flujo laminar para mantener condiciones de estenilidad. Los maices axénicos
fueron usados para los ensavos de inoculacion con bactenas.

B. Obtencion de la suspension bacteriana para inocular semillas de maiz

La bactenia usada en este trabajo fue donada por ¢l grupo de Degradacion de Toxicos Organicos,
Departamento de Proteccion Ambiental, Estacion Experimental del Zaidin Granada, Espaia. Esta cepa
crece en medio LB adicionado con cloranfenicol a una concentracion de 100 microgramos por mililitro
(LB-Cm'"™") [24].

La bacteria fue crecida en 5 ml de medio LB-Cm'™ liquido a 30 °C durante 24 horas v a partir de
este crecimiento se inoculé un matraz conteniendo 100 ml de medio LB-Cm'™. Los cultivos fueron
colocados en agitacion a 200 rpm v 30 °C durante 24 horas para alcanzar una densidad maxima de
crecinuento de 5 (fase estacionana). El crecimiento bacteriano de los cultivos fue centrifugado a 4 °C
durante 10 minutos a 5,000 rpm. El pellet obtenido fue resuspendido en el mismo volumen inicial con
agua destilada estérnl. la suspension resultante se diluyd en proporcion 1:100 v el mamero de bactenas
fue determinado por quintuplicado mediante el métlodo de conteo denominado “Goteo por Sellado en
Placa Masivo™ (GSPM) [25]. La suspension bacteriana sirvid para tnocular 55 semillas para cada
ratamiento ensayado. dos a 30 °C (inoculado v no inoculado) v dos a 40 °C (mnoculado v no
moculado). Para ello, las semillas fueron sumergidas durante una hora. iempo suficiente para que esta
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bactena se adhiera a las semillas de maiz [23]. Los controles consistieron en sumergir ¢l mismo
numero de semullas axénicas en agua destlada esténl

C. Sembrado de las semillas, adhesidn y colonizacion bacteriana

Tanto las semillas inoculadas como las no inoculadas, de cada tratamiento, fueron colocadas en
macetas conteniendo 1L de vermuculita esténl: un soporte merte ampliamente usado para evaluacion de
la colomzacion de bacterias en plantas [9. 26]. En cada maceta fue sembrada solo una semulla y
posteriormente fueron regadas con 100 ml de solucion MSJT [26] v agua desulada esténl. Las macetas
fueron rotuladas para su identificacion y se colocaron aleatoniamente bajo condiciones de mvernadero,
con fotoperiodo 16/8 luz/obscuridad, humedad relativa de 70 % v bajo dos condiciones diferentes de
temperatura para el crecimiento de plantas: la primera fue a temperatura maxmma de 30 °C durante ¢l
dia v 20 °C en la noche. La segunda condicion de crecimiento fue a una temperatura maxima de 40 °C
durante ¢l dia v a 30 °C en la noche. Las plantas fueron regadas peniddicamente a lo largo del
experimento.

La adhesion de la bacteria fue evaluada 12 horas posteriores a la inoculacion [23], para ello 5
semillas de cada tratamiento fueron extraidas de macetas independientes, cada una fue sumergida en 3
ml de agua destilada estéril v agitadas vigorosamente ¢n vortex. La suspension obtenida fue usada para
cuantificar ¢l nimero de bactenas que fueron capaces de adherirse a las semullas. para ello la
suspension fue diluida en factor 1:10 con agua destilada esténl v se uso el método de recuento GSPM
mediante el sellado en placas de Petri con medio LB-Cm'" Semillas de tratamientos sin inocular se
procesaron de la misma forma.

La colonizacion de bacterias fue evaluada a los 15, 30 y 43 dias postenores a la inoculacion (dpi).
Para ello, cinco plantas de cada tratamiento (inoculadas v controles) fueron extraidas de sus macetas, la
vermiculita fue sacudida y las raices con vermiculita mas adherida fueron sumergidas en suficiente agua
destilada estéril, se agitd vigorosamente y la suspension obtenida fue diluida en factor 1:10
(peso/volumen) para realizar el recuento de bactenias mediante el método GSPM. En este trabajo la
vermiculita mas adherida a las raices fue considerada como suelo nizosférico v se considerd que la
suspension resultante contiene bacterias de la nzéstera, como se ha sugendo en otros trabajos [9. 23,
26]. El peso de la vermiculita fue obtenido mediante ¢l secado de las muestras sin las raices a 70 °C
durante 3 dias y este valor fue considerado para ajustar el nimero de unidades formadoras de colonia
por mililitro (No, UFC/ml) al nimero de unidades formadoras de colonia por gramo de vermiculita (No.
UFC/g V) [26].

D. Evaluacion de la estimulacion de crecimiento

La capacidad de P. putida KT2440 para promover el crecimiento de plantas de maiz fue evaluada a
los 45 dp1 en 30 plantas para cada tratamiento. En este trabajo se mudio el peso seco de las plantas, para
ello, éstas fueron extraidas de las macetas v las raices fueron lavadas con cuidado para elimmar la
vermuculita. Después. las raices fueron separadas de la region aérea v se colocaron en bolsas de papel de
forma independiente con etiquetas del tratamiento correspondiente. Las muestras fueron colocadas en
una estufa para su secado a 70 °C durante 20 dias. Después de este tiempo las muestras fueron sacadas
de la estufa y colocadas a temperatura ambiente para pesarlas en una balanza analinca. Las mediciones
fueron realizadas en 30 plantas para cada tratamuento. Los datos del peso seco fueron analizados de
forma pareada usando la prucba f-student a una P<0.05 mediante ¢l programa Sigma Plot de Handel
scientific Software. Cuando hubo diferencias estadisticas los tratamientos fueron marcados con letras
diferentes.
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IMI. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se uso maiz azul autdctono de Papalotla. Tlaxcala, México (Figura 1): debido a que
no hay trabajos que reporten resultados de moculacion bactenana en esta vanedad, por su relevancia
para la preparacion de comida tradicional mexicana [27] y también por su alto contenido de
antocianinas que podria impactar en beneficios a la salud [28. 29].

P

Figura 1. Maiz azul autoctono ongmmo de‘Pnpalolla. Tlaxcala, México

La adhesion v la colomzacion son primordiales para que una bactena realice una correcta
mteraccion con las plantas [18, 20, 21, 30] v ¢n consecuencia esto ¢s un factor decisivo para permitir
que una bacteria otorgue efectos positivos para la estimulacion del crecimiento de plantas [9].

La suspension bacteriana con la que se mocularon las semullas de este trabajo estuvo en el rango de
10° UFC/ml (Tabla 1) v cuya densidad celular fue suficiente para obtener una efectiva adhesion. Se
observo que P. putida KT2440 se adhirié en niimeros altos a las semillas de maiz azul. alrededor de 10
UFC/semulla (Tabla 1) Esos nimeros son simulares a los previamente reportados para maiz hibrido
{var. Golden Jubilee) [21].

Tabla | Promedio del nimero de bacterias presentes en distintas etapas de la investigacion v desviacion estandar

Nuamero de células Colonizacién rizosférica de P.
Adherencia de P. 2 3 ”
Temperatura Tratamiento de de P. putida putida KT2440 putida KT2440 (Log No. UFC/g
maxima de inoculacién & KT2440 en ln on Semiila V)
desarrolio de Saitis y suspension para (Log No ’
plantas r inocular. (Log No. l.F(.‘,.’i;n“'m 13dpi | 30dpi | 40 dpi
UFC/ml) :
Sin mocular 0 (agua) 0 o e 0
30°C e 6.50 57 6.70
Inoculadas 6.10+£0.38 740+013 2020 1039 +0.62
Sin mocular 0 (agun) 0 0 0 0
10°C B 6.10 180
[noculadas 6.82+0.29 7.7520.14 20.16 +021 0

Se usod vermuculita esténl para reahizar los experimentos de colomzacion v promocion de
crecimiento de maiz. debido a que es un sustrato imerte con composicion estandar sin fuentes de
carbono o mitrogeno. m minerales dispombles. razon por la que se pueden controlar los nutnentes que
se adicionan para el crecimiento de las plantas v en este trabajo se adiciono MSJ [23, 26], El uso de
vermiculita esténil como sustrato también permite que las bactenas puedan colonizar a las plantas sin
competencia de otra clase de microorganismos o efectos de la composicion de un suelo no conocido.

La rizosfera se define como el suelo influenciado por los exudados de las raices de las plantas [22]
en publicaciones previas se ha considerado que la vermiculita es un suelo controlado, razon por la que
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se valida que una suspension bacteriana obtenida a partir de la vernuculita intimamente asociada a las
raices de las plantas contiene bacterias nzosféncas [9. 23. 26] v en el trabajo presente también se hizo
esa consideracion. La colonizacion de P. putida KT2440 en la nzosfera fue muy similar en los dos
experimentos explorados a los 15 dpi (Tabla 1), en valores alrededor a 10° UFC/g de V. A los 30 dpi, el
numero de bacterias que colonizaron la rizosfera de plantas que crecieron a temperatura maxima de 40
°C fue ligeramente menor que el nimero de bacterias observado a 30 °C. A 45 dpi. las bacterias solo se
detectaron en el tratamiento a 30 °C y no a 45 “C. Desconocemos porqué disminuye la poblacion de
bacterias cuando las plantas crecen a 40 "C. no obstante otras bacterias también decrecen cuando
mteraccionan con plantas a lo largo de su desarrollo. probablemente debido a los cambios fisiologicos
que sufre la panta que impiden ¢l establecimiento de las poblaciones bacterianas o bien porque se ha
despertado una respuesta de defensa de las plantas que podria afectar a la misma poblacion benéfica [9,
21. 26]. La colonizacion rizosférica de P. putida KT2440 en este trabajo fue simular a la observada en
maiz de la variedad Golden Jubilee que fue reportada en valores de 10° UFC/g de peso fresco de raiz
[21]. La colomzacion de nzosfera ha sido reportada para otras bactenas, por ejemplo. la colonizacion
de Burkholderia sp.. B. megarerium v Sphingomonas sp. ha sido observada en nimeros alrededor de
10* UFC/g de peso fresco de raiz. después de cinco semanas de crecimiento de plantas de maiz [31,
32). P. fluorescens fue capaz de colonizar las raices de maiz en una poblacion alrededor de 10° UFC/g
de rizosfera a los 35 dias de desarrollo [33]. A pesar de que la adhesion v la colonizacion de P. purida
KT2440 a los 15 dpi fueron muy similares en los dos experimentos explorados (30 'C v 40 "C) los
resultados de estimulacion de crecimiento fueron diferentes. En ¢l futuro sera mteresante conocer s1 la
caida de poblacion observada a los 45 dpi en plantas crecidas a temperatura maxima de 40 °C esta
relacionada con la mejor promocion de crecimiento de las plantas,

En acuerdo con publicaciones previas. los parametros comunmente usados para evaluar la
promocion de crecimiento son la altura de las plantas, el diametro de los tallos de las plantas, el peso
fresco v seco de las plantas [9. 23, 26]. De estas mediciones. el incremento del peso seco de las plantas
moculadas con respecto a las no inoculadas es una de las mas relevantes para demostrar que una
bactenia promueve su crecimiento [32, 33]. En la presente investigacion, se observo que las plantas
moculadas con P. putide KT2440 mostraron valores de peso seco mcrementados con referencia a
plantas no noculadas, tanto de raiz como de region aérea (Figura 2 y 3). Bajo condiciones de
temperatura maxima de desarrollo de las plantas (30 °C), se observéd que las raices de las plantas
moculadas con la bacteria fue ligeramente mavor (1.54 g) con referencia al de las plantas no moculadas
(1.39 g). pero estadistcamente diferentes (Figura 2). En estas condiciones los valores del peso seco de
la region aérea de plantas inoculadas (3.66 g) fueron incrementados con referencia a las plantas no
moculadas (3.10 g) (Figura 3). Bajo la otra condicion de temperatura maxima de desarrollo de las
plantas (40 °C) se observo que las raices de las plantas inoculadas con la bactena fueron mucho
mavores (3.75 g) con referencia al de las plantas no inoculadas (142 g) v son estadisticamente
diferentes (Figura 2). Los valores del peso seco de la region aérea de plantas inoculadas (5.04 g) fueron
altamente mcrementados con referencia a las plantas no moculadas (3.19 g) (Figura 3). bajo estas
condiciones (40 °C).

El peso seco tanto de la region aérea como de las raices de plantas no inoculadas fue
estadisticamente igual para ambas condiciones experimentales (30 °C y 40 °C). Sin embargo, los
resultados muestran que el peso seco de las plantas inoculadas fue mavor para la condicion de
crecimiento a temperatura maxima de 40 °C que los incrementos observados en temperatura maxima de
30 °C (Figura 2 v 3). Aunque los valores de promocion del crecimiento de plantas a 30 °C fueron
menores a los observados a 40 °C, la apariencia de las plantas fue claramente mavor en plantas
moculadas en relacion con no moculadas (no mostrado).
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Figura 3. Peso seco de la parte aérea del mwiaiz azul tanto de plantas inoculadas como no inoculadas

Existen varios mecanismos de promocion de crecimiento de plantas reportados para bactenas [3.
34]. Estos han sido clasificados en directos ¢ indirectos [22]. En los mecanismos directos las bacterias
benéficas proporcionan nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas entre los que destaca la
fijacion biologica de mitrogeno v la solubilizacion de fosfatos. En los mecanismos indirectos las
bactenas benéficas afectan el crecimiento de fitopatogenos. ya sea por la produccion de sustancias
mhibitonias o bien por el desencadenamiento de una respuesta de defensa protectora en las plantas
contra patogenos. Los mecanismos potenciales de P. putide KT2440 para estimular el crecimiento de
plantas podrian ser la produccion de sideréforos que estd relacionada con su capacidad de adherencia a
las semillas [35]. la produccion de sustancias inhibitorias que podria incrementar su competitividad
[36. 37]. el desencadenamiento de una respuesta de defesa efectiva contra patdgenos de tipo ISR [20,
21]. En la cepa de P. putida BIRD-! que esta muy relacionada a P. putida KT2440 se ha demostrado la
existencia de genes para la produccion del acido indol acético y solubilizacion de fosfatos [38] v la
capacidad para solubilizar fosfatos también ha sido demostrada en la cepa P. putida Bo [39]: lo que
podria sugerir que la cepa KT2440 también tiene esas capacidades. En el presente trabajo no sabemos
cudl de estos mecanismos podria estar implicado en la promocion del crecimiento observada en las
plantas de maiz azul. No obstante, es probable que la situacion de estrés generado por el incremento de
temperatura, permita una mejor expresion de los genes implicados en la estimulacion de crecimiento.
Se ha observado que dependiendo de la condicion en la que se desarrolla P. pufida KT2440 ocurre una
expresion diferencial de sus genes [40] ¢ incluso la expresion de genes varia en dependencia de la fase
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de crecimiento de la bacteria [41]. Sera importante en el futuro evaluar como ocurre la expresion de
genes de interes, para potenciar la funcién benéfica de las bacterias que se asocian a plantas [1].

IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La promocion de crecmiento de P putida KT2440 en maiz azul fue observada en las dos
condiciones de temperatura maxima exploradas (30 y 40 °C). Sm embargo, la estimulacion fue mayor a
40 °C con respecto a la condicion de 30 °C. Es interesante notar que las bactenas de esta especie se
adhinieron de forma adecuada al maiz azul y que colomizaron de forma simular en las dos condiciones de
temperatura exploradas a los 15 dpi. pero el nimero de bactenias disminuyé en la condicion de 40 °C,
sugerimos que la respuesta de estimulacion de crecimiento estd relacionada con el estrés de la planta y
que la bacteria contnbuye a aliviarlo. Ademas, sugerimos que la bacteria expresa mejor sus genes de
promocion de crecimiento en condiciones extremas de temperatura cuando mnteraccionan con las plantas.
Trabajo futuro sera necesario para averiguar cuales son los mecanismos por los cuales Pseudomonas
puiida KT2440 es capaz de promover el crecimiento de maiz v porque esa capacidad se incrementa
cuando la planta se crece a temperaturas elevadas.
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RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2: Maiz inoculado individual y con el consorcio (4
cepas) bajo condiciones de hidratacion éptima antes de la germinacién y crecimiento de
las plantas entre 25-30 °C.

Por los resultados obtenidos en el experimento 1, se decidio probar una mezcla bacteriana
formulada con 4 bacterias: A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp.
OF178 y Acinetobacter sp. EMMO02, eliminando la cepa Enterobacter sp UAPSO3001 por
los efectos adversos que esta bacteria mostro con las plantas cuando el maiz experimenta
estrés por altas temperaturas.

El ndmero de bacterias fue cuantificado para la mezcla bacteriana y las suspensiones
individuales (Tabla S3) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017), que se emplearon para la
inoculacion de las semillas de los experimentos 2 y 3, sin estrés y con estrés por desecacion
antes de la germinacion. Las poblaciones bacterianas de las suspensiones fueron similares
para los dos experimentos.

Las cuatro cepas mostraron adecuada adhesion a las semillas, en mono-inoculacién y en co-
inoculacion. El nimero de bacterias adheridas a la semilla oscil6 entre 10° a 10’
UFC/semilla (Tabla S4) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017).

La colonizacion de A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 y
Acinetobacter sp. EMMO02 a la rizésfera de las plantas fue eficiente en la inoculacién
individual y en co-inoculacién. La evaluacion de la colonizacion se realizd durante tres
estadios de desarrollo de las plantas de maiz, se presentan los resultados generados a los 45
dias posteriores a la siembra (DAS por sus siglas en inglés, 45 Days After Sowing).

La colonizacion bacteriana de las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana es similar a la
observada en las plantas mono-inoculas (Tabla S5); (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). La
poblacion bacteriana asociada a la rizosfera fue obtenida en un rango de 10° a 108 UFC/g de
vermiculita (V).

El efecto de la mono-inoculacién y la co-inoculacion sobre el crecimiento de las plantas de
maiz fue evaluada a los 45 DAS bajo condiciones de invernadero. Se observo que plantas
inoculadas con cepas independientes (A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 vy
Sphingomonas sp. OF178 y Acinetobacter sp. EMMO02) significativamente incrementd la
altura de la planta, peso seco de parte aérea y raiz en comparacion a plantas no inoculadas
(Fig. 2C, A y B) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). No hay diferencia significativa en el
diametro de las plantas mono-inoculadas y las plantas control (plantas no inoculadas),
excepto para P. putida KT2440 que presento mayor didametro en comparacion a las plantas
control (Fig 2D). En general las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana siempre
mostraron mayores valores en los parametros de crecimiento y mejor apariencia
comparadas con las plantas mono-inoculas y las control (Fig 2) (Molina-Romero, Baez, et
al. 2017). El peso seco de la parte aérea de las plantas multi-inoculadas presentd un 75%
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mayor a las plantas control. La misma tendencia se observo en el peso seco de la raiz, altura
de la planta y diametro registrando de las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana en
comparacion a las plantas control.

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 3: Efecto en la promocidn del crecimiento maiz
inoculado individual y con el consorcio bajo condiciones de desecacion antes de la
germinacion y crecimiento de las plantas entre 25-30 °C.

Las semillas de maiz azul fueron inoculadas con la suspension de cada cepa y con la
suspension de la mezcla bacteriana en la cual previamente fue cuantificada la poblacion
bacteriana (Tabla 5) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). Posteriormente las semillas se
colocaron en una camara de desecacion por un periodo de 18 dias, terminando este periodo
se sembraron estas semillas inoculadas y desecadas. La BSR de las cepas asociadas a las
semillas fue calculada para corroborar la resistencia a la desecacion (Fig 3) (Molina-
Romero, Baez, et al. 2017). En las semillas mono-inoculadas con las cepas A. brasilense
Sp7, y Sphingomonas sp. OF178 y Acinetobacter sp. EMMO02, estas mostraron alta
tolerancia a la desecacion tanto en los experimentos en agua (control); asi como en los dos
tipos de suelo particularmente Acinetobacter sp. EMMO2. Por otra parte, P. putida KT2440
no fue detectada a los 12 dias posteriores del inicio de la desecacion (por sus siglas en
inglés 12 DABD: Days After the Beginning of Desiccation).

La supervivencia de las tres cepas altamente tolerantes a la desecacion asociadas a las
semillas presentaron una tendencia similar en mono y co-inoculacion de las semillas (Fig 3)
(Molina-Romero, Baez, et al. 2017). En contraste, P. putida KT2440 en co-inoculacion
presentd mayor resistencia a la desecacion (BSR de 78 a 9 DABD) en comparacién a la
mono-inoculada (BSR de 0 a 9 DABD). Aparentemente, la inoculacién de la mezcla
permite a P. putida KT2440 incrementar su tolerancia a la desecacion.

La adhesion de las bacterias desecadas a las semillas fue evaluado a las 12 horas después
del sembrado, se observO que las cepas tolerantes a la desecacion (A. brasilense Sp7,
Acinetobacter sp. EMMO02, Sphingomonas sp. OF178) presentaron altas poblaciones
bacterianas, tanto en mono y en co-inoculacion (Tabla S5) y en ambas condiciones
exploradas (sin estrés y con estrés por desecacién). Por el contrario P. putida KT2440 no
fue detectada en la evaluacion a la adhesion.

La colonizacion de la rizésfera de las cuatro cepas (posterior a la desecacion Exp. 3) fue
similar a las observadas en los experimento sin estrés (Exp. 1 y 2), presentando altas
poblaciones bacterianas en forma individual y en co-inoculacion. EI nimero de bacterias
detectadas en la rizésfera durante el desarrollo de las plantas oscilé entre 10° a 108 UFC/gV
(Tabla S5) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). La colonizacién bacteriana de las plantas
inoculadas con la mezcla bacteriana fue similar a la observada en las plantas mono-
inoculadas (Tabla S5).
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En el Exp. 3 P. putida KT2440 no fue detectada durante el proceso de desecacion a los 12
DABD vy en la evaluacion de la adhesion seguida a la hidratacion. Interesantemente, esta
bacteria fue detectada en la colonizacion de la rizosfera de las plantas en nGmeros 10°
UFC/gV en los tres estadios de crecimiento de las plantas donde fue evaluada la
colonizacion. Probablemente durante el proceso de desecacion P. putida KT2440 entro a un
estado viable no cultivable.

La poblacién bacteriana rizosférica de las cuatro cepas evaluadas fue mantenida a través del
tiempo tanto en condiciones sin estrés y en condiciones de desecacion (Exp 1, 2 y 3)
indicando que estas cepas pueden coexistir sin generar relaciones antagonicas en asociacion
a la planta.

La identidad de algunas cepas aisladas de la rizésfera a partir de las plantas inoculadas en
los experimentos 2 y 3 fue corroborada de forma molecular mediante ribotipado. Se
amplifico el gen que codifica el 16S rRNA, y posteriormente se generd el patron de
restriccion con las enzimas Mspl, Alul, Hhal, Hinfl, Rsal y Mbol del amplificado de 1.5
Kb.

Los patrones de restriccion generados con las enzimas Alul, Hhal, Rsal, Mbol y Mspl
permitieron diferenciar el genotipo de las cuatro cepas tipo que conforman a la mezcla
bacteriana.

Para corroborar la identidad genotipica de los aislados rizosféricos de plantas de 45 DAS
(por sus siglas en inglés: DAS days after sowing) se les realizaron ribotipado con la enzima
Mspl Fig. S5, a partir de colonias crecidas en medios de seleccion para cada cepa
bacteriana; confirmando que los medios de seleccion y el ribotipado son herramientas
eficientes para la identificacion de las cepas que conforman la mezcla bacteriana disefiada
en este trabajo.

Las plantas de 45 DAS mono-inoculadas con A. brasilense Sp7 y P. putida KT2440 en el
Exp.3 mostraron mayor peso seco de la parte aérea que las plantas control, con excepcion
de Acinetobacter sp. EMMO02 (Fig. 2 A) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). Estos
resultados contrastan con los resultados del Exp.2 (sin estrés) en el que todas plantas mono-
inoculadas con las cuatro cepas presentaron mayores parametros de crecimientos en
comparacion a las plantas control.

Las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana del Exp.3 (semillas inoculadas y sometidas
a desecacidn) mostraron mayor altura, peso seco de parte aérea y raiz en comparacion a las
plantas mono-inoculadas y las plantas control (Fig 2 A-C y F). El diametro de las plantas
co-inoculadas fue 8% mayor que las plantas control. Las plantas inoculadas con la mezcla
bacteriana; en general, presentaron mayores parametros de crecimiento en comparacion a
las plantas mono-inoculadas, excepto el pardmetro del diametro (Fig 2 D).
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Los resultados generados de este trabajo de tesis se publicaron en el articulo que a

continuacion se muestra:
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Abstract

Plant growth-prometing rhizobacteria (PGPR) increase plant growth and crop preductivity,
The Inoculation of plants with a bactenal mixture (consortium) apparently provides greater
benetits to plant growth than inoculation with a single bacterial strain. In the present work, a
bactenal consortium was formulated containing four compatible and desiccation-tolerant
strains with potential as PGPR. The formulation had one moderately { Pseudormanas putida
KT2440) and three highly desiccation-tolerant ( Sphingomonas sp. OF 178, Azaspirifium tra-
siense Sp7 and Acnetobacter sp. EMMO2) strains. The four bactenal strains were able to
adhere to seeds and colonize the rhizosphere of plans when appied n both mono-inocula-
tion and multi-inoculation treatments, showing that they can also coexist without antagonis-
tic effects in association with plants. The effects of the bactenal consortium on the growth of
biue maize were evaluated. Seeds inoculated with ether individual bacterial strains or the
bacterial consortium were subjected to two expenmental conditions before sowing: nommal
hydration or desiccation. In general, inoculation with the bacterial consortium increased the
shoot and root dry weight, plant height and plant diameter compared to the non-inoculated
control or mono-inoculation treatments. The bacterial consortium formulated in this work
had greater benefits for biue maize piants even when the inoculated seeds underwent
desiccation stress bafore germmnation, making this formulation attractive for future field
applications,

Introduction

The inoculation of plants with beneficial microorganisms is a practice used In modern agricul-
ture and offers advantages to crops, such as increasing plant growth and triggering protection
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to different diseases |1,2]. Plant growth-promoting rhizobacteria {PGPR) are bacteria influ-
enced by plant root exudates that have the ability w improve plant growth over the short term
[3] and crop production over the long term [4,3]. Some examples of PGPR include strains off
Azospirtilum brasilense, Bacillus subtilts, Bacillus amyloliquefaciens, Bradyrhizebiwon faponicunt,
Enterobacter cloacae, Gluconacetobacter diazotrophicus, Pantoca agglomerans, Pseudomonas
putida, Pseudomonas fuorcscens, Rivizobivnt leguminosaruny, and Sivorhizobium mefiloti |6,7].

There are several ways by which PGPR could directly facilitate plant growth, such as biolog-
ical N, fixation. phosphate solubilization and phytohormone production [3.4]. In addition,
PGPR could indirectly promote plant growth by preventing the negative effects of phytopatho-
genic organisms through the production of antimicrobial compounds or the elicitation of
induced systemic resistance (ISR) [7.9). Sustainability issues in agriculture can no longer be
overfooked and are a prionity for several countries around the world [ 2,10]: in this regard. the
application of microbial inoculants to the fields might help to ensure sustainable crop produc-
tion at low cost,

The noculation of seeds with multiple beneficial bacteria might have greater potential
for plant growth promotion and biological control than inoculation with a single bacterial spe-
cies [1,11]. Bacterial consortiums as inoculants could have superior effects on plants since dif-
ferent types of microorganisms might interact synergistically to provide nutrients, remove
inhibitory products and stimulate one another through physical or biochemical activities that
may enhance some beneficial aspects of their physiology [12,13). Some examples include the
co-inoculation of chickpea with Serratia marcescens (SF3), Serratia spp. (§T9), and Mesorhizo-
b cicer, which increased the number of nodules per plant, nodule dry weight, number of
pods per plant, grain vield, protein conteat, and total chlorophyll content under irrigated
and rainfed conditions compared to inoculation with single bacterial strains [11]. Sugarcane
inoculation with a consortium of 5 diazotrophic bacteria (Gliconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillint amazonense, and
Paraburkholderia tropica) also showed higher stem production in two soils with low-to-
medium levels of chemical fertilizer compared to mono-inoculated plants [15].

The design, formulation and optimization of effective bacterial consortium inoculants is
not an easy tasks it requires a deep understanding of modes of interaction, bacterial adhesion
to seeds and plant root colonization [1.11]. Furthermore, antagonistic relationship studies
should be conducted betore the design and application of formulations containing bacterial
consortiums since some antagonistic effects may occur in bacterial consortiums associated
with plants [15).

Another issue impacting the effectiveness of PGPR is drought siress, which is particularly
tmportant when rhizobia are used as plant inoculants since desiccation affects cell viabiliry
during storage in carrier-based inoculants and field soils |16 18], Therefore, desiccation-toler-
ant bacteria are highly desirable because they can remain in soils and inoculant formulations
for a longer time than those that are not tolerant to desiccation, and they can improve plant
colonization under low water availability [16,14]. In natural environments, organisms termed
anhydrobionts are able to survive desiceation by entering a dormant stage during which
metabolism is undetected [19], When rehydrated, these organisms quickly restore their meta-
bolic processes and resume life | 20]. In the present work, four compatible bacterlal strains tol-
erant to desiccation with potential as PGPR were selected to formulate a liquid bacterial
consortium. Seeds of autochthonous blue maize (Papalotla, Tlaxcala, México) were inoculated
with the bacterial consortium and the individual bacterial strains, and their ability to adhere,
colonize and promote growth was evaluated in plants grown from tnoculated seeds subjected
to two experimental conditions before sowing: normal hydration (without desiccation stress)
or desiceation (with desiccation stress). Maize is the most important cereal in Mexico and is
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preponderant in Latin America; furthermore, it serves as raw material for the production of
processed food, such as snacks and cereal bars [21]. Autochthonous blue maize was selected in
this work because of its importance in the preparation of traditional Mexican food |21] and
the health benefits related to its high content of anthacyanin. Moreover, studies have docu-
mented that blue maize anthocyanin modifies the structure of starch, generating an antioxi-
dant environment in the colon that prevents cetlular proliferation and cancer [22,23].

Materials and methods
Bacterial strains

Twenty bacterial strains belonging to the genera Azospirillum, Acinetobacter, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Paraburkholderia and Sphingomonas
were used in initial screening assays (51 Table).

GenBank accession number

The sequence of the gene encoding the 165 rRNA from Acinetobacter sp. EMMO2 ( partially
characterized in this work) was deposited in the GenBank database with the accession number
RU6S485.

Blue maize

Autochthonous blue maize was collected from a field located in San Diego Buena Vista, Papa-
lotha de Xicohténcatl, Tlaxcala, México (Latitude: 19.172353, Longitude: -98,164799). This blue
maize has been cultivated every vear for a very long time in that location. Because the maize
used in this work has not been previously described, we propose to denominate this maize
blue maize CAP15-1 TLAX,

Soil

The soil used in the present work was collected from the same locations where the blue maize
was sampled. Permission to collect the soil was granted by Mrs. Iris Sauz Mooz (owner of the
land) and endorsed by the president of the Papalotla Thaxcala Ejidal Committee.

Antagonism assays

Twenty strains were tested both as producers of antagonistic substances and as indicator
strains using the double agar layer method (dx.dotorg/ 10,17 54/ protocolsiohmegus)
[24,25]. We used PY-Ca medium for these assays because this is a wide-spectrum growth
medium, and all the strains used in this work were able to grow. PY-Ca contains 5 g peptone, 3
g veast extract, and 0.7 g calcium chloride per liter of medium [26.27].

Bacterial desiccation assays

Different strains that are able to co-exist with other strains were used to carry out desiccation
assays as described in an established protocol {dxdonorg/ 1017504 protocolsiojdicque) in
SYP medium (10 g sucrose, 3 g yeast extract, 1 g K;HPO,. 3 ¢ KHPO,, 1 L water, pH 6), Strains
were grown until the stationary phase for the desiccation experiments becaose the bacterial tol-
erance to desiceation increases during this stage in comparison to the exponential phase [ 28],
The bacterial suspensions contained approximately 1 x 107 CFU/mL before desiccation. The
counting of cultivable cells was conducted after the rehydration of the desiceated cells every
three days for a period of twelve days using the massive stamping drop plate (MSDP) method
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[29], and the bacterial survival ratio (BSR) was calculated as the ratio of the log of the number
of bacterial cells present fn the suspension at any time after the beginning of destecation
{AbD) plus one to the log of the number of viable cells before desiccation (BD), multiplied by
100, L.e.. BSR = {log AbD-+1/log BD) % 100 [24]. The BSR is a parameter that allowed us to
quantify the desiccation tolerance of the bacteria.

Compatibility of the strains selected for the bacterial consortium

Bacteria were grown individually or together in SYP and PY-Ca liquid medium at 30°C and
200 rpm for 120 hours; each culture was generated in triplicate. The number of cultivable cells
was quantified in quintuplicate using the MSDP method with selective medium plates 1o iden-
tify any inhibltory relationships among the co-inoculated strains as described in other works
|24,30).

For these experiments bacteria were quantified in their own selection medium, developed
in this work, that allow the growth of one of the four strains and limit the growth of the others.
We began the screening with reported media such as Congo Red [11], BA¢ [32], LB, and MMY

28], and others, The growth of the strains was assayed in these media supplied with different
antibiotics and concentrations of them. Media used for selection were BAc CTX" (Cefotaxime
30 pg/ml) for Acimetobacter sp. EMMO2, Congo Red Cro50 (Ceftriaxone 50 pg/ml) for A. brasi-
lense Sp7, MM9- citrate Cm"™ for P, putida K12440, and Luria Bertani modified with only 5%
of components AK™ (Amikacin 50 yg/ml).

Desiccation tolerance of the strains selected for the bacterial consortium
in different types of soils

Twao types of substrate, sandy soil and loamy sandy soil, were used to perform desiccation
experiments. The physicochemical characteristics of the soils were determined as in previous
studies [11). A bacterial suspension was obtained as indicated in the section “Bacterial desicca-
tion assays”, and the number of cultivable cells was quantified in quintuplicate using the
MSDP method with SYP medium plates. For each strain, thirty sterile Eppendorf tubes were
filled with 500 mg of experimental soil plus 300 pL of the bacterial suspension; they were
mixed using strong agitation and covered with a sterile cotton cap. Treatments composed of
500 pL of bactersal suspension without soil for support were induded, All tubes were placed in
a desiccation chamber at 30°C and 55% Relative Humidity (RH). The water in each tube was
completely evaporated 5 days after placing the tubes in the desiccation chamber. The counting
of cultivable cells was performed every three days for a period of twelve days using the MSDP
method, For the samples of 3 DABID, five wubes were used for counting, adjusting the liquid
volume of each tube to the initial 500 gl For the completely desiceated samples (6,9, and 12
DABDY, 500 pl. of water was added 1o the cells, and after 40 min of occasional shaking, rehy-
dration was achieved.

Determination of the PGPR characteristics of the bacterial consortium

Phosphate solubilization was done in Pikovskaya broth medium supplemented with broth
containing 5 g/L of Ca, (PO); after 5 days of culture growth at 30°C [33,34].

Indole compounds were estimated using the colorimetric assay based on the Salkowski
reagent and using the PC reagent and K-lactate medium supplemented with tryptophan
{100 ppm) [ 14,35],

The siderophore content was determined according to the fast and universal method
involving chrome azurol § {CAS) with an overlay technique in which a modified O-CAS
medium is layered over culture agar plates [26]. The bacteria were grown on LB agar plates for
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48 h at 30°C, and then one layer was treated with 30 mL of O-CAS medium without nutrients
and incubated at 30°C for 15 min. Subsequently, change in color from blue to orange was
observed around the growth of the siderophore-producing bacterial strains.

Seed inoculation procedure

Bactenal cells were grown in PY-Ca medium until the stationary phase was attained; the cells
were harvested using centrifugation, washed twice and resuspended in sterile water at the
same initial volume (100 mL). The bacterial consortium was formulated with 25 mL of each
washed bacterial suspension. The number of cells was determined in quintuplicate using the
MSDP method with selective solid media (53 Table), The seeds were washed with sterile water,
rinsed with 70% ethanol for 10 min, immersed in 6.5% sodium hypochlorite, and agitated for
20 man; afterward, the seeds were washed eight times under sterile conditions | 37]. One hun-
dred thirty-five seeds of blue maize were soaked in each bacterial suspension (A. brasilense
Sp7, P. putida KT2440, Acinetobacter sp, EMMO2, Sphingomonas sp. OF178 and the bacterial
consortium) for 60 min. Non-inocukated seeds were included as a control, and they were
scaked in distilled sterile water for 60 min. The inoculated seeds were subjected to two exper:-
mental conditions before sowing: without desiccation stress (Exp. 1) or with desiccation stress
(Exp. 2), following which seeds from both treatments were used in growth promotion assays.

Experiment 1. Inoculated seeds without desiccation stress,  Fifty seeds from each inocu-
lation treatment were sown in pots containing 630 g of sterile vermiculite, Five hundred milli-
liters of sterile liquid MS [38] and 200 mL of water were added to each pot. All pots were
placed in a greenhouse under 16 hours of light and a temperature of 30°C during the daytime
and 8 hours of dark and a temperature of 25°C during the night, The plants were grown for 45
days and watered regularly with distilled water,

Experiment 2. Inoculated seeds with desiccation stress,  Lighty-five seeds from each
inoculation treatment were placed into Petri dishes containing dry sterile filter paper (What-
man No, 1]. The dishes containing seeds were placed in a desiccation chamber at 30°C, 55%
RH. Water was completely kost at 1 DABD under these conditions, Every three days after the
beginning of desiccation, five seeds were removed from the desiccation chamber. Each one
was placed in a 15 mL capacity tube containing 3 mL of sterile water for 2 h, and the tubes
were vigorously agitated using a vortex. The number of cultivable bacteria was quantified
using the MSDP method, and the BSR was calculated, Eighteen days after the beginning of des-
iccation (DABD), 50 inoculated seeds from each treatment and 50 non-inoculated seeds were
sown in pots containing 650 g of sterile vermiculite and supplemented with 500 mL of sterile
liquid MS medium [4,24] and 200 mL of water, Under these conditions, the bacteria associated
with the seeds were rehydrated. The pots of all treatments were placed in a greenhouse with 16
hours of light and a temperature of 30°C. during the daytime and 8 hours of dark and a temper-
ature of 25°C during the night. The plants were grown for 45 days and watered regularly with
distilled water,

Adherence and colonization assays

The bacteral cells that had adhered to the seed surfaces were quantified 12 h after being sown
in vermiculite for both experiments 1 and 2; five replicates of inoculated seeds from each treat-
ment were extracted from the pots containing vermiculite and vigorously vorfexed in 3 mL of
sterile water [1} Each generated suspension was used to determine the bacterial number using
the MSDP method with agar plates containing selective media [29].

Rhizospheric colonization was evaluated for all treatments of experiments 1 and 2. Briefly,
five plants from each treatment were harvested from the poss at fifteen, thirty and forty-five
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days after inoculation. The roots were shaken to discard non-adhered vermiculite. The roots
of each plant with strongly adhered vermiculite were immersed in enough sterile water to
cover the roots and shaken vigorously, The bacterial suspension was used to quantify the rhi-
zospheric bacteria using the MSDP method. The weight of the vermiculite was obtained by
drying samples without the roots as previously described [4]. Bacteria were inoculated onto
selective media plates for the quantification of each experimental species, and incubation was
carrbed out for 24 h at 30°C [37].

Measurement of plant growth parameters

After 45 days, the plants were removed from the vermiculite and washed with water, and the
excess water was dried using absorbent paper, The shoot was measured using a tape measure
to obtain the diameter and plant height. The fresh weight of the seedlings was determined with
the help of an analytical balance; thereafter, the samples were oven dried at 75°C to a constant
dry weight, and the dry weight data were recorded. The same procedure was used for both
experiments.

Genomic DNA extraction, amplification of genes encoding 16S rRNA
and restriction patterns

The DNA of the strains was extracted using a genomic DNA parification kit (PROMEGA).

From each sample of extracted DNA, the gene encoding 165 rRNA was amplified using
PCR with the conserved primers fD1: 5" -2GAGTTTEATCCIGGCTCAG-2 and rD1: 57 -
AAGGAGGTGATCCAGCC=3" |39], which amplify almost the full length of the 165 rRNA
gene (1500 pb), and the Master MIX reagent (Invitrogen), Amplification was performed as
described in [4]. PCR amplification was verified by agarose gel electrophoresis, and the
amplified genes were purified using a PCR purification kit {Qiagen) according to the manu-
facturer ‘s instructions,

For ¢ach reference strain and strain wsolated from the rhazosphere, the amplified gene
encoding 165 TRNA was digested with 5 U of different restriction enzymes (Alul, Hhal, Hinfl,
Rsal, Mbol and Mspl). The lengths of the restriction fragments generated for each tested strain
were determined by electrophoresis in 2% agarose gels using a commercial molecular weight
marker (100 bp DNA ladder), and the patterns of the isolated strains were compared with
those of initially inoculated reference strains {1,37,40].

Statistical analysis

The statistical analysis of desiccation tolerance, bacterial consortium compatibility, and plant
growth parameters was performed using SigmaPlot {Handel Scientific Software). Differences
were evaluated according to Student’s £ and Tukey's tests. The results of the Student’s f-1est
comparison were used to generate a matrix of differences and similarities between treatments
for the assignment of letters. For Tukey's test, the data were analyzed globally by one way
ANOVA, and comparisons were carried out with Tukey's test,

Results and discussion

The design, formulation and optimization of effective bactersal consortiums as inoculants
require studies of co-interaction among members of the consortium, bacterial adhesion to
seeds, plant root colonization and the ability of the bacteria to promote plant growth [ 1,1 1,41].
However, some environmental factors could affect the effectiveness of an inoculant, such as
soil type [42,43], the variety and physiology of plants [40,43,24], salinity [40], water availability
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Bacterial strains explored as producer

Acvietobacter sp. EMMO2

1

[17,40] and others, Bacterial coexistence is essential for the formulation of stable bacterial con-
sortiums [15]. Bacteria may coexist if they do not produce inhibitory substances against one
another, but some strains that produce such inhibitory substances could still coexist with resis-
tant strains.

Antagonism assays for the selection of compatible bacteria

In the present work, twenty bacterial strains belonging to the genera Azospirillum, Acincto-
bacter, Bradyrivizobium, Rhizobiem, Burkholderia, Enterobacter, Paraburkholderia, Pseudo-
monas, and Sphigomonas (81 Table) were used to evaluate antagonistic activity, They were
tested as producers of antagonistic substances and as indicator strains (Lnble 1), Rfizobium
s, MS24 and Bradyritizobicm sp, MS13 were inhibited by 5 and 7 of the tested bacteria,
respectively. ln contrast, Splingomonas sp. DS204 showed & broad spectrum of inhibition
toward the majonty of the tested bacteria. Thus, those bacteria were not considered in further
experiments because of their high sensitivity or strong Inhibitory effect, as such characteris-
tics make them incompatible and unable 10 work together in a microbial consortium. Among
the other seventeen strains, 11 could be able to coexist since they did not show antagonistic
effects on the growth of the examined bacterial strains (Table ). In addition, Actnetobacter
sp. EMMO2, P. putida KT2440, Sphingontonas sp. GOF-203, Splingomonas sp. DS-201, P,
putida DOT-TIE, and Enterobacter sp. UAPSO3001 showed antagonistic effects toward
some strains, but they could still be compatible with the majority of bacterial strains consid-
ered in this work (Table 1), Therefore, we consider these 17 strains with the potential of

2 13 4|5 8 7 |8 10 (11 (12 |13 14 15 |16 |17 118 19 |20

L 7818
P PP P 3

Azospinium brasianse Sp7

Bradyrhizobiwm sp, MS13

Paraburkhaldena fropica MTo-293

Paraburkhakdana tropica MTo-672

Paraburkholdena tropica Pp8’

Paraburkholdena unamae MTI-641"

Paraburkholderia wnamae ScCu 23

Pseudomanas putid DOT-T1E
Rhuzobiam sp MS24

Sphungomanas sp. DS-201

Sphingomanas sp. DS-204

Sphingomonas sp. GOF-203

Sphingo sp. OF-178A

l

P means that producer strain inhibited the grewth of the strain tested &s sensitive (designaled with tha comesponding number ksted In 1ha column), Empty
boxes mean that the stram lested as sensitive was not inhibited by the strain explored as posible producer
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being part of spexific bacterial mixtures because they could coexist; considering their inhibi-
tory relationship,

Bacterial tolerance to desiccation

A lack of water availability in the ficld decreases the survival of bacteria on inoculated seeds,
and this s an important limitation in terms of their positive eflects on plant growth promotion
[17.40]. In fact, desiceation-tolerant bacteria are able to promote the growth of plants under
adverse conditions, as has been reported for Prevdonmnas spp, and Viridibacillus arenosi IHB
B7171 after the inoculstion of seeds of maize and seedlings of tes, peas and wheat [15]. Other
desiceation-tolerant bacteria, such as Micobacteriume sp. 311 and Arthrobacter koreensiz 5)12A,
promote the growth of pepper, showing a correlation between the degree of tolerance to desic-
cation and the level of protection to drought that they provide to the plant [46].

Seventeen compatible strains that were previously selected us described earlier in this work
were used to pertorm desiceation experiments (30°C, 50% HR). The bacterial strains exhibited
different levels of tolerance to desiccation stress 12 days after the beginning of desiccation
(DABD) (Tuble 2), Our results show that some strains were highly tolerant (Le., A. brasilense
Sp7, Acinctobacter sp. EMMO02, and Sphingomonas sp, OF178), others were moderately toler-
ant {Le., Sphingomonas sp. GOF203, P. putida KT2440 and Bradyrhizobiem sp MS23), and
some strains were only slightly tolerant (i.e., P. sbie
were highly sensitive to desiccation (2, tropica MTo-672, P, tropice MOc-725, and P. swnaniae
ScCu23), and they were not included in turther studses. Other studies have also shown that
PGPR strains can tolerdte desiccation at different levels, for example, Gluconacetobacter diazo-
trophicus PALS R can resist 2 doys of desiceation [47], while Bradyrlzolnum japormicum toler-
ates 3 days of desiccation [43,49]. The ability to tolerate desiccation has been reported for

Table 2. Bacterial survival ratio (BSR) of bacterial strains after desiccation stress,

Strain 0 DABD 3DABD 6 DABD 8DABD 12 DABD
Acinetobacter sp. EMM02 100 99.621.7 8 98.921.1a 97.2:1.2a 5242078
Azospiriilum brasilense Sp7 100 99.041.2a 96.5¢19a 955808 b 90.0£1.1 b
Bradyrhizobiwm 5p. MS21 100 9904083 9413190 9112090 B6,1+16¢
Bradyrhizobun sp MS22 100 95.2:22b BA.4z19¢ B7.6:23¢ 85.7:06¢
Bradyrinzobiwrm sp. MS23 100 86.241.0b B5.4£10¢ 7788058 T4.8¢1.08
Enterobacter sp. UAPS03001 100 97.041.8b 85.0+1.90 84.1£06b 83.5¢08a
Paraburkhokdevia tropica MOe-725 100 76.0024d 5002121 ND ND
Paraburkhokderka tropica MTo-203 100G 9944068 88.2¢19¢c B56210c B3.24+08d
Paraturkhaktoria tropica MTo-672 100 §3.1118b 61023 ND ND
Paraturkhaokievia tropica Pp8T 100 91.64240 Q3.1£1.90 B8 724 ¢ B8.7214¢
Paraburkholderia unamas MT1-6417 100 896.54050 59.081.9¢ B7.3224¢C B2.0£1.9d
Parapwknhokteria ScCu23 100 81.4425¢ 6002228 ND ND
Psewdomanas putida DOT-T1E 100G 9952098 908.1x1.1a 57.7¢10a B82.0¢18d
Pseudomonas putida KT2440 100 87.321.7cb 83.120.7d 7352085¢ 60,0081
Sphmgamanas sp. DS-201 100 99.3+1.1a 9732194 98.0:20a B5.781.1¢
Sphing sp. GOF-203 100 B88.241.3b B66219¢C B2.3¢16d TA7e088
Sphingomonas sp. OF-178A 100 97.0:09b 9282190 91.8:1.7b 89.6:08b

DAEBD means days after the beginning of desiccation. Values represant tha media of five independant detérminations and the respective standarnd deviation.
Values with identical Istters in the same column ara not significantly differant at p < 0.05, as determined using Student's tand Tukay's tests. ND means that
bacterial growth was not detected. Bold letters Indicate the bactenal strains chosen for tha bactanal censocium formulation
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other PGPR, such as Sinorlizenmiun melilot, Rhuzobium etli, Rluzobitwm leguominosarum and
B, faponicun |17,50].

Selection of bacterial strains to formulate the consortium

According to the results of Tables | and 2, several strains could be chosen to design a formula-
tion containing several bacterial species, In this work, three selection criterin were used to for-
mulate the bacterial consortium: ability to coexist, resistance to desiccation and potential to
promote plant growth as supported by the literature [9.51]. Therefore, four compatible strains
were selected to formulate the bacterfal consortium; three that are highly 1olerant to desicca-
tion (A. brasilense Sp7, Acinctobacter sp. EMMO2, and Sphingomonas sp. OF178) and one that
is moderately wlerant (P, putida KT2440), Despite its moderate desiccation tolerance, P,
piticda KT2440 was included in the tormulation because of its well-known biotechnological
and agronomic potential [8.9,51,32].

Itis important highlight that Acinetobacter sp. EMMO2 was isolated and characterized for
the first time in this work (S1 Figand 52 Table), This strain was partially characterized through
the amplification and sequencing of the gene encoding 165 rRNA, Sequence analysis allowed
the identification of this strain as part of the genus Acinetobacter and being closely related to
Acinctobacter calcoaceticas { > 98% identity, 52 Table) and Actnetobacter rhizosphacrae (98%
identity, §2 Table).

Compatibility of the strains selected for the bacterial consortium under
different growing conditions

The composition of the culture medium can affect the production of inhibitory substances
|53,54] and consequently the establishment of antagonistic relations among microorganisms

| 24,30). The validation of the compatibility of the strains selected 10 formulate the bactersal
consortium was performed using growth curves under different culture conditions o evaluate
any inhibitory relationships. Thus, studies of antagoaism were performed using a double agar
layer with solid PY-Ca medium (Table {), and assays in liquid SYP and PY-Ca media (52 Fig).
The four strains grew suceessfully in co-cultire, showing that they were compatiblke indepen-
dently of the culture medium conditions and suggesting that these strains could also be com-
patible in association with plants.

Influence of soil type on the desiccation tolerance of the bacterial strains
selected for the bacterial consortium

Bacteria-plant interactions are influenced by soil type [55,56] and likely the bacterial tolerance
to desiccation as well. To determine whether soil type affects bacterial tolerance to desiccation,
loamy sand and sand were used as substrates to evaluate the survival of the four bacterial
strains in response to desiccation, The composition of these two substrates was analyzed using
physicochemical assays (53 Fig). Interestingly, Acinctobacter sp. EMMO2 was highly resistant
to desiceation independently of soll used (Fig 1), The survival of A, Irasilense Sp7, P, putida
KT2440 and Sphingononas sp. OF178 in sand was lower than that in loamy sand or the water
control. but a high number of bacteria was still found at the end of the desiccation experiment.
The tolerance to desiccation of A, brasilense Sp7 and P. putida KT2440 in loamy soil was simi-
lar 1o that observed in the control (Fig 1). Despite o decrease in bacterial survival observed in
the sandy soil for A, brasiense Sp7, P. putida KT2440 and Sphingomornas sp, OF178, it is worth
mentioning that none of the bacteria in the formulation decreased to non-detectable numbers,
which ensures the presence of bacteria even after desiccation stress,
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Fig 1. Bacterial survival ratio (BSR) response to desiccation stress using solls as support matrices for desiccation. A) A,
brasiense Sp7, B) P. putidir KT2440. C) Acnelobacier sp. EMMO2, D) Sphingomovias sp. OF 178, Green knes indicate desiccation using
loamy sand for suppon, red lines indicates desiceation weing sand for support, blue Ines indicate bacteral desiccation without 20l
fecontred). Each pont in each graph repeasents the mean of five indepandant determinations and the respective standard deviation.
Values with identical iettars in each graptec are not significantly diffarent atp < 0.05 vasad on Student's for Tukey's test.
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PGPR potential of the strains selected for the consortium

The four strains selected for the consortium showed high potential as PGPR (Table 3), They
were able to produce siderophores (54 Fig) and indole acetic acid (IAA) and perform phos-
phate solubilization ( Table 3,

zospirillunt brasilense Sp7 was used as control strain for determination of the PGPR char-
acteristics, because it is kaown that this bacterium has the activities tested [57-59],

The mechanisms of plant growth promation in bacteria closely related to the strains chosen
in our work have been previously reported, For example, the production of 1AA, a hormone
for plant growth stimulation, has been described for A, brasilense [57), Acinetobacter rhizo-
sphaerae Strain BIHB 723 [34] and P, putida GNOA [&]. Phosphate solubilization can be carried
out by A. brasilense | 539), P. putida GNO4 [ 8] and A, rhizosphaerae Strain BIHB 723 [34]. Indi-
rect mechanisms to promote plant growth, such as antagonism of pathogens, have also been
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Table 3. Plant growth-promoting features of bacterla used for inoculant formulation.

Strain Siderophores (halomm)  Phosphates solubllization (halomm) | Indole compounds (g IAA/Mg protein)
Acinstobacter sp. EMMS02 150208 1 40106 240108
Azospinfium teasiense Sp7 100205 | 10105 327115
Pseudomonas puida KT2440 | 200405 | 40207 8.0406
Spingamonas sp. OF-178A 150204 | 30:1.2 40208
Bacterial consortum 170204 ' 50405 95104

Values represent e madia of live independant daterminahons and the respactive standard deviation. A vasdense Sp7 was usad as the control strain, |AA
(Ingale Acatic Acd). A brasfense Sp7 was used as the control strain,

bitpss gl org10. 1371 feurnal pone 1HITSN 3 4003

reported for P. putida KT2440 (8] and A, brasilense | 34]. Siderophore production has been
reported for P. putida KT2440 [9.51] and A. brasilerse Sp7 [60]. P. putida K'T2440 may also
antagonize the anthracnose fungus Colletotrichum graminicole, associated with maize plants,
by triggering induced systemic resistance (ISR) [9].

Adhesion of bacteria to the seeds is the first step in PGPR-plant interactions [9,56), and the
colonization of beneficial bacteria is fundamental to obtaining positive results in terms of the
growth of plants ciused by bacterial inoculation [#]. Desiccation stress in bacterka associated
with seeds could influence the capability of bacteria to maintain adhesion or to carry out rhizo-
sphenc colonization. In the present work, the ability of bacteria {individually or in a bacterial
consortium) to perform adhesion, colonization and plant growth promotion was evaluated
under two experimental conditions before sowing the inoculated seeds: inoculated seeds with-
out desiccation stress and inoculated and desiccated seeds.

Bacterial inoculation of maize seeds (without desiccation stress) and its
effect on plant growth (Exp. 1)

The number of bacteria was quantified for the consortium or individual bacterial suspensions
used in this experiment, and the results are shown in 53 Table,

The four strains showed good adhesion to the seeds for both mono-inoculation and co-
inoculation (bacterial consortium). The number of bacteria that adhered to maize ranged from
10% to 107 CFU/seed (54 Table), The adhesion of P. putida KT2440 to blue maize seeds was
similar to that observed for hybrid maize (var. Golden Jubilee, West Coast Seeds, Canada)
[61].

A, brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMOZ, Sphingemonas sp, OF178, and P. putida
KT2440 also showed good colonization in the plant chizosphere in both individual inocula-
tions and the bacterial consortium. The presence of bacteria in the rhizosphere was detected
during the development of the plants, as shown by the data from 45 days after sowing (DAS),
Bacterial colonization of the plants inoculated with the bacterial consortium was similar to
that observed for the mono-inoculated plants (55 Table). The bacterial populations associated
with the thizosphere were observed in the range of 107 to 10” CFU/g vermiculite (V) for A,
brasilense Sp7, P. putida KT2440, Acinetobacter sp. EMMO2 and Sphingomonas sp. OF178 for
both the single bacterial inoculations and the bacterial consortium inoculation.

The number of bacteria colonizing the rhizosphere has been reported for several bacteria,
for example, Burkholderia sp.. B, megaterium and Sphingomonas sp. colonize the rhizosphere
of corn plants with counts of 10* CFU/g fresh soil after 5 weeks of plant growth [61), and P,

Muorescens colonizes corn roots at populations of 10° CFU/g in the rhizosphere after live weeks
of plant growth [62].
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The effects of single and multi-inoculation on the growth of maize plants were evaluated at
45 DAS under greenhouse conditions. [t was observed that plants inoculated with individual
strains (P. putida KT2440, A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO02 and Sphingomonas sp,
OF178) significantly increased in height and shoot and root dry weight with respect to non-
inoculated plants (Fig 2C. 2A and 28), There were no differences in the diameter of mono-
inoculated plants and non-inoculated controls, except in the case of P, putida KT2440 inocula-
tion (Fig 2D). Plants inoculated with the bacterial consortium always showed higher values of
growth parameters compared 1o mono-noculated plants or control plants (Fig 2). The shoot
dry weight of plants inoculated with the bacterial consortium was 75% higher than that of con-
trol plants, In the same way, root dry weight, plant height, and stem diameter were 59%, 22%,
and 12% higher in plants inoculated with the bacterial consortium than in non-inoculated
controls (g 21 In general, bactersal consortium inoculation showed greater plant growth
promotion and enhanced the appearance of plants compared to the non-inoculated controls
(Fig 2A-2F),

The interaction among bacterial strains in the consortium could have a synergistic effect
and improve plant performance, as was previously reported [61,64). For instance, the inocula-
tion of sugarcane with a bacterial consortium of five diazotrophic strains (G, dinzotrophicus,
Herbaspivillum seropedicae, Herbspirillum rubrisubalbicans, Azospirilfum amazonense, and P,
tropica) increases stem production [42], The inoculation of chickpea and wheat plants with
bacterial consortiums promotes higher pilant growth than mono-ineculation [11.61], The inoc-
ulation of tomato seeds with two strains of 2. fluorescens and an arbuscular mycorrhizal fungus
synergistically increases tomato growth compared 10 individual inoculation with each micro-
organism [64], Furthermore, maize inoculated with an arbuscular mycorrhizal fungus and a
PGPR consortium showed increases in the mineral nutrient content in leaves and biomass
production [13], Our data are in agreement with those results; seed inoculation with a bacterial
consortium improved the growth of native blue maize compared to mono-inoculated plants
and non-inoculated plants,

Desiccation of inoculated seeds and its effect on plant growth (Exp. 2)

The number of hacterla of each strain present in the consortium or individual suspensions
used in the second experiment is shown in 53 Table. Blue maize seeds were inoculated with
single bacterium suspensions or the bacterial comsortium and then placed into a desiccation
chamber for eighteen days before being sown, The BSR of strains associated with seeds was
calculated (Fig 3). In this experiment, A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO02 and Sphingo-
monas sp. OF178 showed high tolerance to desiccation, and P, paetida K'T2440 was not detected
after 12 DABD (days after the beginning of desiccation). For mono-inoculated seeds, the BSR
values at 18 DABD were 66, 85, 94.5, and 0 for AL brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO2,
Sphingomonas sp. OF178 and P. putida KT2440, respectively (Fig 3A). Values of tolerance to
desiceation of the seeds inoculated with the bactenal consortium at 18 DABD were 56, 39, 89
and 0, respectively (Fig 3B8).

The survival of the three highly tolerunt bacteria associated with seeds was similar in mono-
and co-inocuolations {Fig 5). In contrast, P. putida KT2440 in the co-inoculation showed higher
talerance (BSR of 78 a1 9 DABD) than i the mono-inoculations (BSR of 0 at 9 DABD), Appar-
ently, mixed inoculation allowed P. putida KT2440 to increase its tolerance to desiccation.

The adhesion of desiccated bacteria to seeds was evaluated 12 hours after sowing; It was
observed that the three highly tolerant strains (A, Isilense Sp7, Acinefobacter sp. EMMO2 and
Spltingomonas sp. OF178) were present in high numbers for both the single and mixed inocu-
lations {54 12hle), Under both tested conditions (Exp. 1 and 2), adhesion of bacteria was
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successtul in acceptable numbers. except in the case of P purida KT2440, which was not
detected in Exp. 2.

Similar to Exp. I, in Exp, 2, the rhizespheric colonization by the four strains showed high
numbers in both the individual inoculations and multi-inoculation. The number of bacteria
detected in the rhizosphere during plant development ranged from 107 10 10" CEU/g V (55
Tuble). The bacterial colonization of plants inoculated with the bacterial consortium was simi-
lar to that observed for the mono-inoculated plants (55 Jable).

In Exp. 2, P. putida KT2440 was not detected on seeds after 12 DABD nor during adhesion
following rehydeation, Interestingly, this bacterium was detected colonizing the rhizosphere of
plants in numbers of approximately 10° CFU/g V at any of three stages of plant growth evalu-
ated. Most likely, during the desiccation process, P putida K12440 goes into a viable but non-
culturable (or non-cultivable) state and returns to a cultivable state after the interactlon with
the maize chizosphere. This viable but non-culturable state has been reposted for P. putida
KT2440 in the Pasteurization process, suggesting that it can be returned to a cultivable state
when environmental conditions do not cause stress to the microorganism, allowing it to main-
tain an optimal level of metabolic activity [65), On the other hand, the metabolic capacity of £.
pectida F1 allows it to wlerate different stresses by entering melabolic stutes that are viable but
not culturable (VBNC) and exhibiting near zero growth (NZG) |66].

The rhizospheric bacterial populations of the four strains evaluated in the present work
were maintained throughout the durations of Exp.1 and Exp. 2, indicating that these bacteria
can coexist without antagenistic effects in association with plants.

The identities of some rhizospheric strains isolated from the inoculated plants in Exp. | and
2 were corroborated. For this, the gene encoding 168 rRNA was amplified, and then a restric-
tion pattern was generated with the restriction enzymes Alul, Hhal, Hinfl, Rsal, Mbol and
Mspl. Due to Mspl showed the restriction pattern with higher resolution of bands (55 Fig), this
enzyme was used for the corroboration of patterns of rhizospheric isolated strains, The rhizo-
spheric strains evaluated for identification showed identical restriction patterns to those
observed for the initially inoculated reference strains,

The plants inoculated with single strains in Exp. 2 showed a higher shoot dry weight than
control plants at 45 DAS, except for Acinetobacter sp. EMMO2 (Fig 24). Compared to non-
inoculated control plants, only mono-inoculation with A, brasilense Sp7 or P. putida KT2440
resulted in a higher ot dry weight (Fig 2B), These results contrast with those for Exp. 1 (with-
out desiccation stress), in which all strains inoculated individually were able to promote the
growth of plants,

In Exp. 2, plunts inoculated with the bacterial consortium showed a greater plant height
and shoot and root dry weight than non-inoculated or mono-inoculated plants (Fig 24 - 2C
and 2F) The diameter of plants inoculated with the consortium was 8% higher than that of
control plants, Plants inoculated with the bacterial consortium generally showed higher values
of growth parameters than mono-inoculated plants, except for diameter (Fig 212). Although
the bacterial consortivm underwent a desiccation process, it maintained s ability to promote
the growth of maize after rehydration, showing its potential to increase plant growth, even
under low water availability.

Other consortiums of bacteria that are resistant to desiccation also promote the growth of
plants, for example, a consortium for miize composed of Psewdomonas entomophila GAP-P13,
Pscudomonas stutzeri GREHAP-P14, P, putida GAP-P45, Pseudomonas syringae GRFHYTP52
and Pscudonsonas moniteilii WAPP33 [16) and a consartium for pepper composed of Micro-
bacterium sp, 311 and Arthrobacter koreensis 31124 [46).

This work is one of the few studies showing the synergistic effects ol a bacterial consortium
on maize in terms of the promotion of plant growth and is the first showing the stimulation of
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native blue maize CAP15-1 TLAX. In our laboratory, other bacterial consortiums have been
formulated with 5 or 6 bacterial strains that are able to coexist and have the ability to tolerate
desiccation. Even though those formulations increase the growth of other plants, they do not
increase the growth of blue maize plans, highlighting the importance of the bacterial consor-
tium formulated with P. putida KT2440, A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMMO2, and
Splingomonas sp. OFI78.

Further studies will be necessary to determine which mechanisms are involved in the pro-
motion of plant growth when these bacterta are interacting in the rhizosphere with native blue
maize {67}, However, it is worth mentioning that in vitro assays of these four selected strains
were positive for the production of indoles and siderophores and the solubilization of phos-
phates, These characteristics only suggest that all four strains could promote plant growth
using these mechanisms.

Conclusion

The inoculation of seeds of native blue maize with a bacterial consortium containing P, putida
KT2H0, A, brasilense Sp7, Acinetobacter sp, EMMO2, and Sphingamonas sp. OFL78 improved
plant growth more effectively than mono-inoculation. After the bacterial consortium under-
goes a desiccation process, it maintains its ability to promote blue maize growth after rehydra-
tion, showing the potential for using this bacterial consortium Lo increase plant growth, even
under low water availability before germination. Future efforts will be necessary to determine
which mechanisms are responsible for growth promotion when the bacteria in the con-
sortiums are associated with plants. Finally, this bacterial consortium presents desirable traits
for future application in blue maize cultivation and perhaps that of other native varieties, con-
tributing to sustainable agricultural practices.
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Tabla S1. Cepas empleadas en este trabajo.

Cepas Fuente de aislamiento | Referencia
1 | Enterobacter sp. UAPS0O3001 Maiz Morales-Garcia et al., 2011
2 | Paraburkholderia unamae MTI-6417 Maiz Estrada-de los Santos et al., 2001
3 | Paraburkholderia tropica MT0-293 Maiz Estrada-de los Santos et al., 2001
4 | P. tropica Pp8" Cafia de azucar Reis et al., 2004
5 | Abrasilense Sp7 Rizdsfera de pasto Tarrand et al., 1978
6 | A. lipoferum Rizdsfera de pasto Baldani and Dobereiner, 1980
7 | Pseudomonas putida KT2440 Suelo Nakazawa, 2002
8 | P.putida DOT-T1E Aguas residuales Ramos-Gonzélez et al., 2001
9 | Acinetobacter sp. EMMO02 Amicia zygomeris Este trabajo Accession number KU686485
from NCBI. Fig. S1 and Fig. S2
10 | Sphingomonas sp. OF-178A Suelo Boltner et al., 2008
11 | Sphingomonas sp. DS-201 Suelo Donado por Boltner D. (Collection strains
from Department of Environmental
Protection, EEZ-CSIC)
12 | Sphingomonas sp. GOF-202 Rizo6sfera de suelo de | Donado por Boltner D. (Collection strains
pasto from Department of Environmental
Protection, EEZ-CSIC)
13 | Sphingomonas sp. GOF-203 Rizosfera de suelo de | Boltner et al., 2008
pasto
14 | Sphingomonas sp. GOF-204B suelo Boltner et al., 2008
15 | Sphingomonas sp. Ans285 Rizo6sfera de suelo de | Donado por Boltner D. (Collection strains
Plantago lanceolata | from Department of Environmental
Protection, EEZ-CSIC)
16 | Sphingomonas sp. Ans290 Rizo6sfera de suelo de | Donado por Boltner D. (Collection strains
pasto from Department of Environmental
Plantago lanceolata | Protection, EEZ-CSIC)
17 | Bradyrhizobium sp. MS13 No6dulo de Flemingia | Donado por  Munive-Hernandez  A.
macrophylla (Coleccion de cepas Molecular Microbial
Ecology Laboratory, CICM-ICUAP)
18 | Rhizobium sp. MS24 No6dulo de Phaseolus | Donado por  Munive-Hernandez  A.
coccineus (Coleccion de cepas Molecular Microbial
Ecology Laboratory, CICM-ICUAP)
19 | Bradyrhizobium sp. MS21 Nodulo de A. Donado por Munive-Hernandez A.
zygomeris (Coleccion de cepas Molecular Microbial
Ecology Laboratory, CICM-ICUAP)
20 | Bradyrhizobium sp. MS22 Nodulo de Trifolium Donado por Munive-Hernandez A.
repens (Coleccion de cepas Molecular Microbial
Ecology Laboratory, CICM-ICUAP)
21 | Bradyrhizobium sp. MS23 Nodulo de P. coccineus | Donado por Munive-Hernandez  A.
(Coleccion de cepas Molecular Microbial
Ecology Laboratory, CICM-ICUAP)
22 | P. tropica MTo-672 Maiz Reis et al., 2004
23 | P. tropica MOc-725 Maiz Estrada-de los Santos et al., 2001
24 | P. tropica MCo-761 Maiz Reis et al., 2004
25 | P. unamae ScCu23 Cana de azucar Caballero-Mellado et al., 2004
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Tabla S2. Identidad de la secuencia del gen 16S rRNA de la cepa Acinetobacter sp.
EMMO02 (KU686485)

Cepa % ldentidad
Acinetobacter sp. EMMO02 (KU686485) 100
Acinetobacter calcoaceticus (AY277552) 99
Acinetobacter calcoaceticus (FJ860876) 98
Acinetobacter calcoaceticus (JQ781506) 99
Acinetobacter calcoaceticus (JX133214) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KC247688) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KC758143) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KF762557) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KF923419) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KF704066) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KF704067) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KJ767372) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KJ939472) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KM114920) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KP762556) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KP762541) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KP762557) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KP762560) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KP762563) 98
Acinetobacter calcoaceticus (KT369903) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KT369887) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KT634059) 99
Acinetobacter calcoaceticus (KU350599) 99
Acinetobacter calcoaceticus (LN995703) 98
Acinetobacter calcoaceticus (NR 113343) 98
Acinetobacter calcoaceticus (NR 117619) 98
Acinetobacter calcoaceticus (NR119113) 98
Acinetobacter rhizosphaerae (AM921638) 98
Acinetobacter rhizosphaerae (DQ536511) 98




Acinetobacter rhizosphaerae (FN600413) 98

Acinetobacter rhizosphaerae (JQ435662) 98

S1. Diagrama de flujo de la identidficacion de Acinetobacter sp. EMMO02.

Strain isolation from
nodules of Amicia zygomeris

DNA 1solation of strain (sce
material and methods).

Amplification of the gene
encoding for 168 rRNA (sce
material and methods)

Sequenciation of amplified
product by double chain
strain

After sequence analysis, the
sequence was deposited in
the NCBI genbank data base

SI. Flow-chart to illustrate the identification of Acinerobacter sp. EMMO02 by amplification and
sequentiation of the gene encoding for 165 rRNA.



Fig. S2. Compatibilidad de las cepas bacterianas seleccionadas para el inoculante multi-
especies
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Crecimiento bacteriano individual y en consorcio en medio liquido SYP y PY-Ca. A) Crecimiento de las cuatro cepas de
forma individual en medio liquido SYP. B) Crecimiento de las cuatro cepas en consorcio en medio liquido SYP. C)
Crecimiento de las cuatro cepas de forma individual en medio liquido PY-Ca. D) Crecimiento de las cuatro cepas en
consorcio en medio liquido PY-Ca. Linea morada significa el crecimiento de Sphingomonas sp. OF178, linea roja
significa el crecimiento P. putida KT2440, linea verde significa el crecimiento de Acinetobacter sp. EMMO02, y linea azul
significa el crecimiento de A. brasilense Sp7. Cada punto representa la media de cinco determinaciones independientes y
la respectiva desviacion Estandar. El crecimiento de las cepas fue similar en forma individual y en consorcio.
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Fig.S3 Analisis fisicoquimico de suelo arenoso y arenoso limoso usado como soporte para
experimentos de desecacion.
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Fig S4. Produccion de sideroforos de las cepas del consorcio

A) Control B) A. brasilense Sp7, C) P. putida KT2440,
D) Acinetobacter sp. EMMO02, E) Sphingomonas sp. OF178 y F) Consorcio.
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Tabla S3 Poblacidn bacteriana en suspensiones bacterianas

Medio *Log UFC /ml *Log UFC /ml **Log UFC /ml | **Log UFC /ml
selectivo suspension de | suspensidon de | suspension de la
suspensidnde | |5 eycla una cepa mezcla bacteriang
una cepa bacteriana bacteriana
bacteriana
A. brasilense Sp7 Congo red 7.70 £0.42 7.10 +0.51 8.00 +0.30 7.50 +0.37
Cro®°
P. putida KT2440 MM9- citrate 5.90 +0.36 5.10 £0.38 5.70 £0.32 5.00 £0.31
leSO
Acinetobacter sp. | BAc CTX3 8.50 +0.39 7.00 £0.41 7.60 +0.35 7.00 £0.21
EMMO02
Sphingomonas sp. | LB 5% AK> 8.80 +£0.42 8.30+0.24 8.73 £0.27 8.10+£0.31
OF178

Determinacion del nimero de células en la suspension bacteriana (Log de UFC/ml) cada valor es el promedio de cinco
repeticiones independientes con su respectiva desviacion estandar, realizado por el método de MSDP en medio selective para
cada cepa. Cro=Ceftriaxona 50 pg /ml, Cm=cloranfenicol 150 pg /ml, CTX=cefotaxima 30 pg /ml, AK= amikacina 50 pug
/ml. * Experimento con semillas inoculadas sin estrés (Exp 2). ** Experimento con semillas inoculadas y sujetas a estrés por

desecacion (Exp.3).

Tabla S4. Adhesion de las cepas a las semillas sembradas en vermiculita.

Tratamiento de inoculacion | *Log UFC/semilla | ** Log UFC /semilla
A. brasilense Sp7 5.71+0.41 4.63 +0.46
Bacterial mixture Sp7 7.68 £0.18 4.25 +0.30

P. putida KT2440 7.50+0.14 0
Bacterial mixture KT2440 5.01+0.17 0
Acinetobacter sp. EMMO02 7.87 £0.20 7.19 +0.21
Bacterial mixture EMMO02 7.48 £0.35 6.70 £0.3
Sphingomonas sp. OF178 6.55+0.33 7.35+0.36
Bacterial mixture OF178 6.01 +0.36 7.78 +0.1

Determinacion de la poblacion bacteriana adherida a la superficie semilla (Log de UFC/mI) cada valor es el promedio de
cinco repeticiones independientes con su respective desviacion estandar, realizado por el método de MSDP en medio selective
para cada cepa. * Experimento con semillas inoculadas sin estrés (Exp 2). ** Experimento con semillas inoculadas y sujetas a
estrés por desecacion durante 18 dias antes de la germinacion (Exp.3). Semillas no inoculadas no presentaron crecimiento

bacteriano.
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Tabla S5. Colonizacidn de las rizésfera de plantas de maiz con las cepas de la mezcla

bacteriana.

*15 DAS *30 DAS *45 DAS **15 DAS **30 DAS **45 DAS
Tratamiento de inoculacién Log UFC/g V Log UFC /g V Log UFC /g V Log UFC /g V Log UFC /g V Log UFC /g V
A. brasilense Sp7 6.10 +0.16 7.20 +0.45 8.60 +0.38 7.90 +0.28 8.40 +0.56 8.20 +0.56
Bacterial mixture Sp7 6.90 £0.19 7.20 £+0.54 8.50 +0.32 8.40 +0.34 8.30 +0.45 8.60 +0.41
P. putida KT2440 6.40 £0.2 5.69 £0.39 6.60 £0.62 6.40 £0.2 6.11 £0.69 6.50 £0.4
Bacterial mixture KT2440 7.00 +£0.26 4,10 £0.47 5.90 +0.69 6.70 £0.26 6.80 £0.37 5.50+0.39
Acinetobacter sp. EMMO02 6.70 £0.14 6.50 £0.34 7.60 +0.25 5.60 +0.22 6.10 +£0.36 7.60 £0.31
Bacterial mixture EMMO02 7.80 £0.52 6.20 +£0.56 7.90 £0.52 6.00 £0.18 6.00 £0.42 8.80 +0.23
Sphingomonas sp. OF178 6.18 £0.71 6.70 £0.67 8.00 £0.40 8.20 £0.45 8.80 £0.09 8.60 £0.14
Bacterial mixture OF178 7.72 £0.15 6.20 +£0.54 7.40 +£0.45 8.00 +£0.29 8.10 +0.32 8.10 £0.44

Cada valor representa el promedio de cinco repeticiones independientes con su respective desviacion estandar. DAS: dias
después del sembrado. Bacterias con diferente morfologia a la morfologia de las cepas de referencia fueron aisladas de
plantas control, con poblaciones menores a 10° UFC/g V, * Experimento con semillas inoculadas sin estrés (Exp 2). **

Experimento con semillas inoculadas y sujetas a estrés por desecacion durante 18 dias antes de la germinacion (Exp.3).
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DISCUSION

La formulacion y optimizacion de una mezcla bacteriana eficiente como multi-inoculante
requiere estudios de co-interaccion entre los miembros de la mezcla, la adhesion bacteriana
a la semilla, la colonizacién de las raices de las plantas asi como la evaluacién de la
bacteria para la promocidn del crecimiento de la planta (Sundaramoorthy et al. 2012; Singh
et al. 2014; dos Santos et al. 2017). Sin embargo, algunos factores ambientales puedan
afectar la eficiencia de un inoculante, como el tipo de suelo (De Oliveira et al. 2006;
Egamberdiyeva 2007), variedad, fisiologia de la planta (Bogino et al. 2013; Imran et al.
2015; J. Mufioz-Rojas and Caballero-Mellado 2003), salinidad (Egamberdieva et al. 2016;
Ullah and Bano 2015), disponibilidad de agua (Bogino et al. 2013; Reina-Bueno et al.
2012) entre otras. En particular, la carencia de disponibilidad de agua impacta
negativamente sobre la supervivencia de la bacteria en semillas inoculadas, una vez que
ésta sido cultivada (Reina-Bueno et al. 2012).

La coexistencia bacteriana es fundamental para la formulacién de una mezcla bacteriana
estable (Oliveira et al. 2009). Las bacterias pueden co-existir aun cuando producen
sustancias inhibitorias en contra de otros microorganismos, algunas cepas productoras de
sustancias inhibitorias pueden co-existir con otras cepas resistentes a estas sustancias
inhibitorias, estableciendo un cuasi-equilibrio en las poblaciones bacterianas (Riley 2009).
En el presente trabajo encontramos 17 cepas pueden coexistir, sugiriendo que estas cepas
cuentan con el potencial para formular un consorcio.

En este trabajo observamos que diferentes géneros bacterianos presentan diferentes niveles
de resistencia a la desecacion (30 °C, 50% HR), como lo registrado para las cepas
Paraburkholderia tropica MTo0-672, P. tropica MOc-725 y P. unamae ScCu23 que
presentaron alta sensibilidad a la desecacién (Tabla 2), este resultado es similar a lo
documentado en otras PGPR, como ejemplo es el de G. diazotrophicus PAI 5 R que puede
resistir 2 dias a la desecacién (Velazquez-Hernandez et al. 2011). Mientras que B.
japonicum puede resistir 3 dias a este estrés (Velazquez-Hernandez et al. 2011; Donati et
al. 2013).

Algunas bacterias presentaron resistencia mediana a la desecacion como las cepas
Sphingomonas sp. GOF203 y P. putida KT2440, nuestros resultados concuerdan con la
tolerancia media a la desecacion reportado para S. meliloti, R. etli, (Reina-Bueno et al.
2012). Otro ejemplo de bacterias con tolerancia intermedia a la desecacion es el de R.
leguminosarum y B. japonicum que pueden incrementar su tolerancia a la desecacion
cuando presentan acumulacion de trehalosa (Casteriano, Wilkes, and Deaker 2013;
Humann et al. 2009).

También observamos otros géneros bacterianos que presentaron alta tolerancia a la
desecacion como: Sphingomonas sp. OF178, Acinetobacter sp. EMMO02 y A. brasilense
Sp7 (Tabla 2) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017).
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Por otra parte, se ha documentado que bacterias tolerantes a la desecacion como
Microbacterium sp. 3J1 and Arthrobacter koreensis 5J12A promueven el crecimiento
vegetal del pepino, mostrando correlacion entre el grado de tolerancia a la desecacion y el
nivel de proteccion a la desecacion que le confieren a la planta con la que interactla
(Vilchez et al. 2016).

La formulacién del consorcio bacteriano generado en este trabajo se sustentd en tres
caracteristicas: la capacidad de coexistir, resistencia a la desecacion y potencial de
promover el crecimiento vegetal. La mezcla bacteriana resultante de este trabajo (A.
brasilense Sp7, P .putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02)
se produjo en base a los resultados de los experimentos de antagonismo bacteriano,
resistencia a la desecacion en diferentes sustratos, y capacidad de promover el crecimiento
vegetal (Tablas 1, 2, 3) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017), reportado en la literatura estas
potencialidades, asi como experimento durante este trabajo.

Para las cuatro cepas del consorcio se probd su compatibilidad en los medios PY-Cay SYP
bajo diferentes condiciones de cultivo, donde encontramos que A. brasilense Sp7, P. putida
KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO2 crecen exitosamente en
co-cultivo, corroborando su compatibilidad independientemente de las condiciones del
medio de cultivo. Este experimento fue necesario realizar, debido a que se ha reportado que
la composicion del medio de cultivo, condiciones bidticas como abiéticas puede afectar la
produccién de sustancias inhibitorias (Aasen et al. 2000; Anacarso et al. 2014; Riley and
Wertz 2002).

Especificamente en el experimento 1 de promocion de crecimiento, donde se formul6 un
consorcio de cinco cepas capaces de co-existir, resistentes a la desecacion, y con potencial
PGPR, observamos que la interaccion consorcio-planta bajo condiciones de crecimiento
vegetal estresante por altas temperaturas, inhibio el crecimiento de las plantas de maiz en
comparacion a las plantas control y las plantas mono-inoculadas con la cepa Enterobacter
sp. UAPSO300 (Grafica E6 y E7). No siempre los consorcios trabajan sinérgicamente,
algunos trabajos muestran que la co-interaccién de dos cepas podria afectar el crecimiento
de las plantas, por ejemplo, para las plantas de tomate inoculadas con el consorcio
formulado con Azospirillum brasilense Sp245 y Bacillus subtilis 101, no mostrd efecto
sinérgico entre estas dos PGPR comparado con la mono-inoculaciéon donde si se observo
promocion de crecimiento en tomate (Felici et al. 2008). Ademas, el consorcio bacteriano
inhibid la raiz primaria de las plantas.

Por otra parte, en el grupo de trabajo de Ecologia Molecular Microbiana también se han
explorado la formulacion de seis cepas bacterianas (P. putida KT2440, Paraburkholderia
unamae MTL-6417, Sphingomonas sp. OF178, Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5,
Bradyrhizobium sp MS02 y Azospirillum brasilense Sp7), los resultados obtenidos con este
consorcio fue la promocion eficientemente del crecimiento vegetal en maiz rojo criollo,
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pinto, amarillo, entre otras, asi como otras plantas; sin embargo, este consorcio no
promovid el crecimiento en maiz criollo azul y criollo banco (Morales-Garcia et al. 2012).

Las bacterias A. brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02
bajo condiciones Optimas de hidratacion (Exp.2) y bajo condiciones de estrés por
desecacion (Exp. 3 y Fig 3), presenta una adecuada adhesion a la semilla y una eficiente
colonizacion a las raices de las plantas de maiz (Tabla S4 y S5), concordando nuestros
resultados con lo reportado para algunas bacterias como Burkholderia sp., B. megaterium
and Sphingomonas sp. con capacidad de colonizar la rizésfera de maiz después de cinco
semanas de crecimiento de la planta (Saia et al. 2015).

Al evaluar el efecto de la inoculacion del consorcio de este trabajo de tesis sobre la
promocion del crecimiento vegetal del maiz azul, bajo condiciones de hidratacion optima
(Exp 2), asi como la mono-inoculacion de las cepas A. brasilense Sp7, P. putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO2; los resultados mostraron que las
plantas inoculadas con el consorcio bacteriano presentaron los valores més altos de los
parametros de crecimiento comparado a las plantas mono-inoculadas y las plantas control
(Fig 2). Nuestros resultados estan en acuerdo con lo reportado para cafia de azucar cuando
es inoculada con el consorcio (G. diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Herbspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense, and P. tropica) y reporta un
incremento en la produccién de tallo (De Oliveira et al. 2006), otro ejemplo es el estudiado
en chicharo y trigo inoculado con un consorcio bacteriano que promueve el crecimiento
vegetal de forma superior en comparacion con plantas mono-inoculadas (Albareda et al.
2008; Singh et al. 2014).

En el experimento 3 de nuestro trabajo, las semillas inoculadas con el consocio y las
semillas mono-inoculadas fueron sometidas a un periodo de desecacién de 18 dias (Fig. 3),
y posteriormente se sembraron en vermiculita, se observo que las plantas inoculadas con el
consorcio presentan los parametros de crecimiento mas altos en comparacion a las plantas
mono-inoculadas y las plantas control (Fig.2). Estos resultados sugieren que las cuatro
cepas del consocio mantienen su capacidad de promover el crecimiento vegetal de las
plantas de maiz azul criollo en consorcio, aun experimentando estrés por desecacion.

La cepa P. putida KT2440 al experimentar estrés por desecacion no fue detectada a los 12
dias iniciado el proceso de desecacion cuando estaba inoculada en las semillas en forma
individual y en consorcio (Fig. 3).

Posterior a la desecacion, las semillas fueron sembradas y se evaluo la adhesion de P.
putida KT2440 a la semilla, de forma similar no se pudo recuperar a la bacteria en forma
viable. Se evaluo la colonizacion a los 15, 30 y 45 dpi, en los tres estadios de crecimiento

6
de la planta encontrando a la bacteria en 6rdenes de 10 CFU/g V. Estos resultados sugieren
que esta bacteria entra a un estado viable pero no cultivable (VBNC) durante el proceso de
estrés por desecacidon, y la bacteria retorna a un estado cultivable, cuando detecta
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condiciones que ocurren en la rizosfera de la planta de maiz, ademas de mantener sus
caracteristicas PGPR. Ha sido reportado que durante el proceso de pasteurizacion P. putida
KT2440 entra a un estado VBNC vy se sugiere que la bacteria puede regresar a un estado
cultivable cuando las condiciones ambientales no causan estrés al microorganismo,
permitiendo su actividad metabdlica a un nivel optimo (Gunasekera et al. 2002).
Posiblemente durante la desecacion la bacteria entra a este estado como estrategia de
supervivencia y activa sus actividades metabdlicas una vez que las condiciones dejan de ser
adversas (Pazos-Rojas et al. 2016; Panikov et al. 2015).

Por otra parte se ha documentado que bacterias tolerantes a la desecacion como
Pseudomonas spp. y Viridibacillus arenosi IHBB7171 son capaces de promover el
crecimiento de las plantas como maiz, té, chicharo y trigo bajo condiciones adversas
(Thakur et al. 2017). Nuestros resultados concuerdan con el trabajo mencionado
anteriormente, donde observamos promocién de crecimiento en las plantas cuando son
inoculadas con el consocio bacteriano formulado (A. brasilense Sp7, P.putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02) en este trabajo de tesis, bajo
condiciones Optimas y condiciones de estrés por desecacion (Fig. 2) (Molina-Romero,
Baez, et al. 2017).
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CONCLUSIONES

. Se identificaron 17 cepas pertenecientes a los géneros Azospirillum, Acinetobacter,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Paraburkholderia,
Pseudomonas, y Sphingomonas, que pueden coexistir sin establecer relaciones
antagoénicas.

. Se evidencio que 12 cepas pertenecientes a los géneros anteriores, algunas de estas
presentan alta, mediana y baja resistencia a la desecacion, y 3 presentaron
sensibilidad la desecacion.

La formulacién de un consorcio bacteriano con cinco cepas (A. brasilense Sp7, P.
putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02 vy
Enterobacter sp. UAPSO3001) promueve el crecimiento de maiz azul cuando la
planta crece a temperaturas Optimas; sin embargo, cuando la planta experimenta
estrés por temperatura, el concorcio no ejerce promocion del crecimiento del maiz.

. Se observé que la inoculacion de maiz criollo azul con P. putida KT2440 promovio
el crecimiento de este cereal, independientemente de la temperatura de crecimiento
de la planta (30 y 45 °C).

La promocion de crecimiento mas eficiente de P. putida KT2440 se observé cuando
la planta crece a temperaturas estresantes.

El efecto de la promocion de crecimiento vegetal de las cepas Acinetobacter sp.
EMMO2 y Enterobacter sp. UAPSO3001 se ve afectado cuando el maiz es sometido
a estrés por temperatura.

. Se generd la formulacion de un inoculante multi-especies (A. brasilense Sp7,
P.putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02) que
contiene bacterias que co-existen, son resistentes a la desecacion y promueven el
crecimiento vegetal del maiz criollo azul.

Este consorcio bacteriano promueve el crecimiento vegetal del maiz de forma
superior en comparacion a la promocion que ejerce la mono-inoculacion de las
cuatro cepas al maiz azul criollo bajo condiciones hidratadas y de invernadero.

El consorcio bacteriano mantiene su capacidad de promover el crecimiento del
maiz, aun experimentando estrés por desecacion.
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PERSPECTIVAS

Es necesario elucidar los mecanismos responsables de la promocion del crecimiento
vegetal, cuando las bacterias del consorcio interaccionan con la planta de maiz azul
criollo.

Es importante evidenciar cuales genes de P. putida KT2440 son expresados para la
promocion del maiz cuando la planta experimenta estrés por temperatura.

El consorcio bacteriano presenta caracteristicas adecuadas para su aplicacion futura
en el campo; requiriendo corroborar la inocuidad de estas bacterias bajo condiciones
de campo.

. Seré necesario probar si este consorcio puede promover el crecimiento vegetal de
otras variedades de maiz e incluso otros modelos vegetales, contribuyendo a las
practicas agricolas sustentables.

. Otra pregunta a contestar es, si la promocion de crecimiento del consorcio
formulado con las cuatro PGPR (A. brasilense Sp7, P. putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMMO02) se ve afectado cuando la
planta se enfrenta a estrés por déficit de agua, altas temperaturas, presencia de
metales pesados o0 alta concentracion salina.
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