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I. INTRODUCCIÓN 

Las bacterias que forman parte de la rizósfera 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 

característica se han clasificado a los mecanismos de promoción 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 

nitrógeno, mediante procesos como la fijación biológica de nitrógeno o la solubilización de 

fosfatos (Saleem et al. 2007). También en este grupo se ubican a las bacterias capaces de 

producir fitohormonas como el ácido 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 

biológico de microorganismos patógenos, mediante la producción de sustancias inhibitorias 

como enzimas líticas, antibióticos, bacteriocinas, compuestos orgánicos volátiles (VOCs) y 

sideróforos (do Carmo et al. 2011). Otro mecanismo indirecto ocurre a través de la 

estimulación de la resistencia sistémica inducida por rizobacterias (ISR por sus siglas en 

inglés) (Van Loon 2007); donde una bacteria rizosférica o endófita induce la respuesta de 

defensa de las plantas y estas a su vez responden con la síntesis de compuestos que limitan 

la colonización de un microorganismo patógeno. Los microorganismos benéficos que 

realizan la degradación de compuestos xenobióticos, que afectan el crecimiento de una 

planta, también podría 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 producción y el mantenimiento de la salud de la planta, mediante el empleo de 

diversos mecanismos de promoción del crecimiento celular (Malik and Sindhu 2011). 

La interacción PGPR -planta es importante para la promoción del crecimiento vegetal y 

requiere que ocurra una adherencia adecuada a la semilla y una colonización efectiva de la 

bacteria a las raíces de la planta (Molina-Romero et al., 2015). La capacidad de 

colonización de una bacteria PGPR y su supervivencia en la rizósfera en poblaciones 

adecuadas, es una característica imprescindible para considerarla como una PGPR exitosa 

(Kumar et al., 2016). 

Como parte de las actividades desarrolladas durante el doctorado se publicó una Revisión 

sobre los mecanismos de promoción 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 fitoestimulación por rizobacterias, 
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aislamientos en América y potencial biotecnológico. Biológicas 17(1): 1-11], que se 

muestra a continuación: 
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Inoculantes 

La capacidad de las PGPR para potenciar el crecimiento de las plantas, ha desencadenado 

la formulación de inoculantes para una aplicación biotecnológica-agrícola en diferentes 

lugares del mundo. Los inoculantes son formulaciones constituidas por un soporte (sólido, 

líquido o gel) que contiene bacterias vivas capaces de beneficiar a su planta hospedera 

mediante el aumento de la germinación, biomasa y la protección en contra de 

fitopatógenos, además de conferirles mayor resistencia a las plantas a condiciones 

estresantes ambientales; como la congelación, salinidad (Rojas-Tapias et al. 2012), 

desecación (Thakur et al. 2017) y contaminación por compuestos xenobióticos (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 podrían 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 nitrógeno y solubilizar fosfatos. Los agentes de biocontrol son 

inoculantes formulados con bacterias que eliminan patógenos (Marín-Cevada et al. 2012; 

Ortíz-Castro et al. 2009). Los inoculantes que contienen PGPR biorremediadoras son 

capaces de remover xenobióticos tóxicos 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 

formulación 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 hectáreas en Latinoamérica (Fuentes Ramirez and Caballero Mellado 2005; 

Chauhan et al. 2015; Atieno et al. 2012; Fasciglione et al. 2012), con resultados donde se 

observó el incremento de la biomasa y el rendimiento de diversas plantas de importancia 

agrícola, para la mayoría de los cultivos analizados (Fuentes-Ramírez & Caballero-Mellado 

2005). Sin embargo, también se han observado resultados en donde los parámetros de 

crecimiento y producción no están incrementados, sugiriendo que algunos factores como el 

tipo de suelo (Mosimann et al. 2017), la interacción inadecuada de genotipo de la bacteria y 

variedad de la planta (Imran et al. 2015; De Oliveira et al. 2006; J. Muñoz-Rojas and 

Caballero-Mellado 2003), el estrés hídrico, entre otros, impiden una adecuada interacción 

bacteria-planta o una expresión disminuida de genes de relevancia (Baez-Rogelio et al. 

2017). 

El empleo de inoculantes en la práctica agrícola, resulta una opción atractiva para 

desarrollar una agricultura sustentable y amigable con el ambiente, lo que podría contribuir 

al incremento de la productividad, la disminución del deterioro del suelo agrícola y 

concomitantemente una disminución de la contaminación de los mantos acuíferos, debido 

al mejor aprovechamiento de los compuestos nitrogenados y la disminución del uso de 

pesticidas y/o herbicidas (Rumjanek et al., 1993; Guzmán et al., 2012; Pazos-Rojas et al., 
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2016). Además los inoculantes impactan de forma importante en los costos de los insumos 

agrícolas disminuyendo los costos en comparación con el uso tradicional de fertilizantes 

químicos (Barea et al., 2002; Thilagar et al,. 2016).  

 

Inoculantes de segunda generación: 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 interactúan 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 inoculación de más de dos PGPR 

(consorcio) a la semilla, mejora notablemente la promoción del crecimiento de la planta en 

comparación con la inoculación de una sola PGPR, cuyo análisis 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 comparación a los beneficios que recibe la planta 

cuando es inoculada con una sola especie bacteriana, como ha sido reportado para la 

promoción de crecimiento y la estimulación de respuesta de la Respuesta Sistémica 

Inducida (ISR por sus siglas en inglés) en una planta hospedera (Sarma et al. 2015). Sin 

embargo, el diseño, formulación y optimización de una eficiente mezcla bacteriana 

(consorcio) requiere desarrollar un entendimiento de la interacción básica, como la 

adhesión de las bacterias a la semilla y su capacidad de colonizar las raíces de las plantas 

(Sundaramoorthy et al. 2012; Singh et al. 2014) y otros factores de la co-interacción 

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 promovió la producción de plantas de chile, así como el crecimiento y su contenido 

nutricional (Thilagar et al., 2016). Otro consorcio formulado con Pseudomonas aeruginosa 

(PHU094), Trichoderma harzianum (THU0816) y Mesorhizobium sp. (RL091), fue capaz 

de incrementar el crecimiento de chícharo y además de estimular la producción de 

compuestos fenólicos 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 señalización de defensa guiando a un incremento de la 

activación transcripcional de algunas vías metabólicas (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 derivará 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 

antagónicos que se pudieran establecer entre los géneros bacterianos que conforman el 

consorcio. 

Relaciones antagónicas 

Los microorganismos compiten intensamente por los nutrientes en su hábitat, 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 podría ser 

causado por diversas sustancias antimicrobianas que son producidos durante la interacción 

entre las que destacan los antibióticos, sideróforos y bacteriocinas. Estas interacciones 

desempeñan una función importante en la rizósfera del ambiente (Jesús Muñoz-Rojas, 

Fuentes-Ramírez, 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 biológica bactericida, esta familia incluye una gran 

diversidad de proteínas con diversos tamaños, blancos microbianos, mecanismos de 

inmunidad y diversos modos de acción (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 producción 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 interacción en la comunidad microbiana de un 

ambiente (Riley 2009). 

Las bacteriocinas pueden actuar como anticompetidores que permiten la invasión de una 

cepa en una comunidad microbiana establecida, otra función de estas moléculas es la 

defensa en contra de otras cepas u otras especies bacterianas, para evitar que otras bacterias 

ocupen el hábitat o limiten el establecimiento de células vecinas; otro papel que se ha 

documentado a las bacteriocinas gram positivas es la mediación del quorum sensing 

(Hibbing et al. 2010); se ha evidenciado que la función de las bacteriocinas cambia a 

medida que cambian las condiciones ambientales bióticas como abióticas (Riley & and 

Wertz 2002). 

Se ha propuesto un modelo de cómo las bacteriocinas permiten un equilibrio quasi-estable, 

en la interacción 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 tóxico de la proteína 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 interacción permite ciclos periódicos, en los que los tres (sensible, 

resistente y productora) tipo de cepas co-existen indefinidamente pero cada cepa con una 

población fluctuante (Hibbing et al. 2010). 

Por otra parte, los sideróforos bacterianos son péptidos y moléculas de bajo peso molecular, 

con capacidad de quelar y reducir la forma insoluble de Fe3+, estás moléculas tienen un 

gran potencial para el control biológico de hongos y bacterias fitopatógenas (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 patógenos o simbióticos para invadir o colonizar a su organismo blanco, 

excluyendo a los microorganismos no productores de sideróforos de estos hábitats 

(Rajkumar et al. 2012; Aguado-Santacruz et al. 2012). Las PGPR productoras de 

sideróforos emplean estas moléculas como un mecanismo indirecto de promoción del 

crecimiento vegetal, mediante el biocontrol de fitopatógenos (Beneduzi et al., 2012). 

Otras sustancias producidas por las rizobacterias para establecer relaciones antagónicas son 

los antiboticos, por ejemplo el 2,4-diacetilfluroglucinol (DAPG) es una molécula 

antibiótica producida por bacterias pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, esta 

molécula es capaz de dañar membrana celular de algunos hongos fitopatógenos (Beneduzi, 

Ambrosini, and Passaglia 2012), por otra parte DAPG es una molécula señal 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, sideróforos o antibióticos) (Babalola 2010; Beneduzi, Ambrosini, 

and Passaglia 2012). A pesar de producir sustancias antagonistas, estas rizobacterias son 

capaces de coexistir en consorcio con múltiples microorganismos e interactuar con alguna 

planta para promover su crecimiento. 

Maíz e inoculantes 

El maíz (Zea mays) es uno de los granos alimenticios más antiguos que se conocen y en la 

actualidad es de gran importancia económica. Pertenece a la familia de las Poáceas 

(Gramíneas), un pasto gigante doméstico de la tribu Maydeas; es la única especie cultivada 

de este género. Se considera que el centro de origen, domesticación y diversificación del 

maíz es México. Este cereal tiene una gran variabilidad genética como resultado de los 

procesos de selección, adaptación y manejo humano. Existen 59 razas de acuerdo con la 

clasificación basada en características fenotípicas y polimórfismos de algunas isoenzimas 

(Salinas-Moreno, Jesús, and Edgar 2010; Suárez, Morales, and Gálvez 2013), no obstante, 

es importante mencionar que muchas de las variedades criollas aún no han sido 

caracterizadas. 
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El maíz es una planta de ciclo biológico anual y crecimiento determinado. Una 

característica de esta gramínea es su tamaño; sus hojas son alargadas y angostas, ubicadas 

una frente a la otra con un tallo rígido; además de distinguirse por tener flores imperfectas 

que separan los sexos de las mismas en las distan estructuras florales. El maíz produce 

flores femeninas ubicadas ápice de los primordios de las ramas laterales que emergen de las 

axilas foliares mientras que las flores masculinas coronan a la plata en el ápice del tallo 

(Salvador 2001).  

La diversidad de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maíz es mucho mayor que la 

de cualquier otro cultivo. Se clasifica como una planta C4 (alto metabolismo fotosintético). 

Germina de dos a tres días en temperatura cálidas de 15 a 20 °C, así como en baja 

intensidad de luz solar y un buen grado de humedad, adaptándose adecuadamente a 

cualquier tipo de suelo. Sin embargo, los suelos óptimos 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 días (Corral-Lugo et al. 

2012; Morales-García 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 fenólicos; 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 cáncer (Lopez-Martinez et al. 2009). 

El desarrollo de la tecnología para el cultivo del maíz ha propiciado una revolución agrícola 

generalizada en muchas partes del mundo. Actualmente es el cultivo con mayor producción 

a nivel mundial, superando al trigo y al arroz. Es el cereal con mayor rendimiento de grano 

por hectárea, y está en segundo lugar, después del trigo, en producción total (Žalud et al. 

2017). El maíz es ampliamente cultivado en diversos climas como tropical, subtropical y 

templado. 

El maíz es de gran importancia económica a nivel mundial ya sea como alimento humano, 

alimento forrajero y materia prima para un gran número de productos industriales como 

fibras, aceites, fuente de almidón, bebidas, combustible biodegradable, alcohol, materia 

prima para pegamentos y botanas entre otros (Suárez, Morales, and Gálvez 2013; Žalud et 

al. 2017). Es el único cereal que puede ser utilizado como alimento en distintas etapas del 

desarrollo de la planta (Suárez, Morales, and Gálvez 2013; Lopez-Martinez et al. 2009). 

En México este cereal es destinado diferentes rubros, 69% del maíz producido es destinado 

al consumo humano, 20% al sector pecuario, 10% a la industrialización el 1% a la 

producción de semilla (Salinas-Moreno, Jesús, and Edgar 2010).  
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Se puede clasificar al maíz en: maíz tropical y maíz templado, dependiendo de la zona de 

su cultivo (Dowswell et al. 1996). El maíz tropical es aquel que se siembra en ambientes 

cálidos en la línea ecuatorial y a 30° latitud norte y sur. Mientras que el maíz sembrado a 

altitudes mayores de 34° de altitud norte y sur, son clasificados como maíz de zona 

templada. Los maíces subtropicales crecen entre las latitudes de 30° y 34° de ambos 

hemisferios. Esta es una descripción muy general ya que los maíces tropicales y templados 

no obedecen a límites regionales o latitudinales rígidos (Dowswell et al. 1996). Gracias a la 

versatilidad de su crecimiento, en la actualidad el maíz también se cultiva en países donde 

tradicionalmente no había sido sembrado como en Benín (África) y China (Asia) 

(Adjanohoum et al. 2011; Noumavo et al. 2013; Sheng et al. 2012). 

Los principales países de producción de maíz son: Estados Unidos, China, Países de la 

Unión Europea, Brasil, Argentina y México. Entre el año 2000 y 2010 la superficie 

sembrada de maíz en México disminuyó 7.1%, al pasar de 8.4 a 7.8 millones de hectáreas, 

mientras que la superficie cosechada se mantuvo en promedio en 7.2 millones de hectáreas 

en ese periodo. 

En años recientes se ha reportado el cultivo de 8 millones de hectáreas de toda la superficie 

nacional, esto representa alrededor del 90% de la producción nacional, esta producción de 

maíz fue destinada al consumo humano; y en 2014 se reportó una producción de maíz de 18 

millones de toneladas anuales (Paulino-Flores et al. 2017).  

En nuestro país existe una gran diversidad de variedades de maíz azul, estas se agrupan en 

varias razas, la raza Chalqueño empleada para cultivo en riego y la raza Cónico 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 tamaño, densidad, 

morfología del grano de almidón y dureza del grano y su composición química, la 

variabilidad fenotípica también depende de las prácticas de cultivo, condiciones climáticas 

y tipo de suelo, así como la interacción entre estos factores (Agama-Acevedo et al. 2011). 

Los principales estados de la Mesa Central donde se cultiva maíz azul son: Puebla, 

Tlaxcala, México e Hidalgo. Los rendimientos por hectárea del grano azul en zonas de 

riego oscilan de 1.02 a 3.36 tonelada por hectárea (t/ha); sin embargo, se ha reportado para 

la raza Chalqueño 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 mayoría de los maíces azules son típicamente 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 maíz 

son: cianidina 3- glucósido (grano azul y morado), pelargonidina 3-glucósido y peonidina 
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3-glucósido (grano rojo).  

Varios genes controlan la expresión de color en la capa aleurona, el color púrpura 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 pigmentación azul se intensifica si el gen que codifica el factor in es 

homócigo recesivo (Ramírez et al. 2003). 

El maíz azul reporta características nutricionales peculiares como: menor cantidad de 

almidón, un índice glucémico inferior en comparación a maíz amarillo; y una carga proteica 

20% superior en comparación al maíz blanco (Marín-Cevada et al. 2012)(Castañeda-

Sanchez 2011). 

En nuestro país el maíz azul es uno de los fenotipos de maíz más utilizados para preparar la 

comida tradicional como: tlacoyos, pinole y elotes, por otra parte tiene potencial para la 

extracción de antocininas para la extracción de pigmentos naturales que son empleados 

como colorantes en vinos, mermeladas y jugos de frutas (Ramírez et al. 2003); además 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 fenólicos con 

características antioxidantes y actividad antiproliferativa (Camelo-Méndez et al. 2016), con 

potencial para la promoción y mantenimiento de la salud humana (Lopez-Martinez et al. 

2009). 

La temperatura óptima de crecimiento del maíz es de 25ºC; sin embargo, cuando este cereal 

se enfrenta a temperaturas mayores a 35ºC y a baja humedad relativa provoca la desecación 

de los estigmas. Por otra parte, cuando la planta se enfrenta a temperaturas superiores a 38º 

C se reduce la viabilidad del polen, también se ha sugerido que por cada grado centígrado 

que se incrementa la temperatura por arriba de la óptima se reduce el rendimiento del grano 

entre 3 a 4 % (Lu et al. 2013). 

La inoculación de bacterias tipo PGPR en el cultivo de maíz, se ha tomado como una 

alternativa interesante, debido a la gran demanda de este cereal a nivel alimenticio y su 

carácter de materia prima en la industrial. Por otro lado, algunas variedades de maíz 

requieren altas tasas de fertilización, particularmente la fertilización nitrogenada para 

alcanzar el máximo de la producción del cereal, no obstante, la absorción del nitrógeno 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 nitrógeno 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 nitrógeno 

puede disminuir la aplicación de fertilización química 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 disminución de costos de 

producción agrícola (Inostroza et al. 2017) debido la reducción de fertilizantes químicos, el 

empleo de inoculantes puede impactar en el incremento de la producción de forma 

similares o superiores en comparación a al uso de fertilizantes químicos. Impactando de 

forma directa en menor contaminación ambiental (Thilagar, Bagyaraj, and Raoca 2016; 

Chauhan et al. 2015). Algunos ejemplos del efecto de inoculantes sobre el crecimiento de 

maíz se muestran a continuación: 

Se ha documentado el efecto de la inoculación de maíz con Glomus intraradices y 

Pseudomonas fluorescens cuando es inoculado con ambos microrganismos y en forma 

individual, reportando mejores parámetros de crecimiento para el maíz cuando es co-

inoculado en comparación a la mono-inoculación y el control no inoculado, en este trabajo 

se reportó mayor producción de grano, contenido de fósforo y nitrógeno en el grano, y un 

índice de cosecha bajo en condiciones de estrés por déficit de agua (Ehteshami et al. 2007). 

Otro ejemplo de la aplicación de biofertilizantes en maíz es la inoculación de PGPR 

aisladas: Klebsiella sp. Br1, Klebsiella pneumoniae Fr1, Bacillus pumilus S1r1 y 

Acinetobacter sp. S3r2 y la cepa de referencia Bacillus subtilis UPMB10, todas estas 

bacterias presentaron solubilización de fosfatos, producción de auxinas y fijación biológica 

de nitrógeno in vitro. La inoculación de maíz con cada rhizobacteria fue superior en 

comparación al tratamiento no inoculado; sin embargo, la inoculación de Bacillus pumilus 

S1r1 registró el mayor incremento en la biomasa de parte aérea y la raíz, contenido de 

nitrógeno, además de retraso en la senescencia del maíz, este último parámetro es un 

indicativo de mejor producción de grano (Kuan et al. 2016). 

También se ha evaluado el efecto de la inoculación de rizobacterias aisladas con la 

capacidad de producir la enzima aminocliclopropano- 1- carboxilato (ACC) desaminasa y 

fijar nitrógeno atmosférico. Los resultados observados de la inoculación de maíz con la 

cepa AN8 fue una máxima eficiencia en el incremento de la altura de la parte aérea, 

longitud de la raíz, mayor cantidad de clorofila a, b y carotenoides, proteínas y prolina, 

además de presentar mayor actividad enzimática peroxidasa, catalasa y glutatión S-

transferasa y también les confirió a las plantas de maíz 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 inoculación del maíz 

amarillo con diversos géneros de PGPR, sin embargo, aún no se ha explorado la 

inoculación de maíz azul criollo, variedad autóctona de México. 
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Desecación bacteriana 

La desecación representa un estrés abiótico 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 

anhidrobióticos y se caracterizan por reanudar su actividad metabólica y fisiológica ante el 

proceso de rehidratación (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 reducción de la productividad de un 9 a10% y la biomasa para el 

ensilaje (Ngumbi and Kloepper 2016; Žalud et al. 2017); incluso se ha reportado que la 

sequía agrícola lleva a la pérdida de las cosechas, reportándose estos episodios con mayor 

frecuencia en Europa Central en recientes años (Žalud et al. 2017). Por lo anterior, existe la 

necesidad de encontrar una estrategia para incrementar la tolerancia de las plantas a la 

desecación 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 rizósfera de las plantas con las que 

interactúan y les confieren efectos benéficos (Vílchez et al. 2016; Thakur et al. 2017). 

Estos microorganismos benéficos presentan diversos mecanismos para tolerar a la 

desecación como: producción de exopolisacárido (EPS) (Alami et al. 2000), la enzima 1-

aminociclopropano, 1 carboxilato (ACC) desaminasa (Thakur et al. 2017; Vílchez et al. 

2016), producción de fitohormonas AIA (Kang et al. 2014), compuestos orgánicos volátiles 

(VOC) (Molina-Favero et al. 2008), induciendo la acumulación de osmolitos (Sandhya et 

al. 2010; Ansary et al. 2012; Vílchez et al. 2016), antioxidantes (Sandhya et al. 2010; 

Kumar et al. 2016), estimulación de la expresión de genes a respuestas a estrés (Timmusk 

and Wagner 1999); en planta en particular estimulan el cambio morfológico en el sistema 

radicular para tolerar la desecación (Vurukonda et al. 2016). 

Se ha reportado que la producción exógena de fitohormonas por parte de las PGPR, 

desempeñan como función principal la estimulación de la producción de hormonas 

endógenas de la planta, lo que confiere a la planta una mayor resistencia a la desecación, un 

ejemplo es A. brasilense que produce óxido nítrico, esta molécula actúa como molécula 

señal en la vía de síntesis de AIA, en consecuencia, la síntesis de la fitohormona controla la 

senescencia de la planta y ayuda al desarrollo de las raíces 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 plántulas de maíz inoculadas con A. brasilense y A. 

lipoferum se mejora el contenido de agua absoluta y relativa comparada con plantas no 

inoculadas, bajo condición de estrés por desecación, además de incrementar el crecimiento 

de la raíz, área foliar, la biomasa y acumulación de prolina en hojas y raíz (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 hídrico (Kang et al. 2014). 

Las PGPR secretan osmolitos en respuesta a estrés por desecación e incrementan la 

producción de prolina en maíz cuando es inoculado con P. fluorescens bajo condiciones de 

desecación, estos actúan sinérgicamente con los osmolitos producidos por la planta, este 

osmolito ayuda a la membrana de planta proporcionando el balance osmótico (Ansary et al. 

2012). La acumulación de prolina actúa como buffer redox celular potencial  bajo 

diferentes estreses como desecación y alta concentración salina (Kumar et al. 2016). 

La mayoría de los inoculantes son aplicados a la semilla, mediante la técnica de adhesión 

de la formulación a las semillas; posteriormente estas pueden ser: almacenadas, vendidas o 

sembradas. La sobrevivencia de las bacterias en las semillas inoculadas, incluso en la 

misma formulación puede ser afectada por factores como desecación y altas temperaturas, 

lo que impacta directamente en las poblaciones bacterianas con la que están formuladas los 

inoculantes (Albareda et al. 2008). 

Se ha documentado que algunos organismos anhidrobióticos son capaces de acumular 

grandes cantidades de exopolisacáridos (EPS) o disacáridos como sacarosa y trehalosa 

(Reina-Bueno et al. 2012), para tolerar la desecación, sugiriendo una función de protección 

a las enzimas, mediante el reemplazo de las moléculas del agua que interaccionan con las 

biomoléculas (Potts 1994; Leslie et al. 1995). El EPS genera un microambiente que evita la 

pérdida de agua de forma rápida, mejorando la agregación del suelo y manteniendo un 

potencial de agua alto alrededor de la raíz, en consecuencia se incrementa la absorción de 

nutrientes en la planta, generando un incremento del crecimiento vegetal y la protección de 

las rizobacterias y las raíces de las plantas en contra de la desecación (Vurukonda et al. 

2016). 

El estrés por desecación es particularmente importante cuando se formulan inoculantes con 

rizobias, presentando disminución de la viabilidad durante el almacenaje del inoculante y 

después de la inoculación 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 desecación en suelo y en inoculantes durante una vida de 

anaquel, con esta tolerancia estas bacterias podrían mejorar la colonización de la planta 

bajo condiciones de baja disponibilidad de agua (Albareda et al. 2008; Streeter 2003). 

La exploración de las capacidades de tolerancia a la desecación en bacterias benéficas aún 

no ha sido explorada exhaustivamente. Sin embrago, las bacterias que toleren mejor a la 

desecación serán las que a pesar de la baja disponibilidad de agua, serán más efectivas para 

recuperar sus funciones beneficiosas para las plantas ( Muñoz-Rojas 2011). 
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ANTECEDENTES 

Se ha probado una amplia variedad de PGPR para la promoción del crecimiento vegetal de 

maíz en mono-inoculación con efectos positivos en el incremento de producción y biomasa. 

Por otra parte, hay estudios donde se ha probado la co-inoculación de dos cepas bacterianas 

como el caso de A. brasilense AZ39 y Bradyrhizobium sp., donde se evidenció la capacidad 

de fitoestimulación de las dos bacterias tanto en forma individual como en consorcio, 

observando que en consorcio el beneficio es superior, tanto para la germinación temprana 

como para el incremento del peso seco de la parte aérea maíz y soya (Cassán et al. 2009).  

La inoculación de un consorcio de tres microorganismos (Pseudomonas sp., Bacillus  sp. y 

micorriza arbuscular (AMF) en maíz, también ha sido explorada, observando que el 

consorcio mejora la tolerancia de planta de maíz al estrés por sequía, aumenta el contenido 

de minerales en hojas e incrementa la producción de biomasa en el maíz inoculado en 

comparación a la inoculación de plantas con cada microorganismo (Zoppellari et al. 2014).  

Por otra parte, se han documentado los beneficios que proporciona la multi-inoculación de 

PGPR en diversos modelos vegetales diferentes al maíz; un ejemplo es el estudio en 

chícharo que fue multi-inoculado con Serratia marcescens (SF3), Serratia spp. (ST9), y 

Mesorhizobium ciceri, reportando el incremento del número de nódulos por planta, el peso 

seco de los nódulos, producción de grano, contenido de proteína y la cantidad de clorofila, 

en comparación con la inoculación de plantas de chícharo con las bacterias de forma 

individual (Shahzad et al. 2013). En caña de azúcar se ha demostrado que la multi-

inoculación con cinco rizobacterias: Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum 

seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. Amazonense, Paraburkholderia tropica incrementa la 

producción de tallo en suelo con bajo nivel de fertilización (De Oliveira et al. 2006). 

En el grupo de investigación de Ecología Molecular Microbiana una de las líneas de 

investigación se centra en generar formulaciones de inoculantes multi-especies (consorcios) 

que sean compatibles. Morales-García et al., 2013 exploró las relaciones inhibitorias entre 

diversos géneros bacterianos, con los resultados de estos experimentos se propuso una 

formulación bacteriana para la elaboración de inoculantes multi-especies denominada 

EMMIM-1 y que fue patentada ante el Instituto Mexicano de Propiedad Industrial (IMPI)  

(Morales-García et al. 2016). La formulación multiespecies EMMIM-1 está conformada 

por seis cepas bacterianas: P. putida KT2440, Paraburkholderia unamae MTL-641T, 

Sphingomonas sp. OF178, Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 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 tóxicos y las 6 como 

productoras de sustancias inhibitorias contra patógenos; pero a pesar de la producción de 

estas sustancias inhibitorias son compatibles entre ellas, tanto en medios de cultivo como en 

asociación con plantas ( Morales-García et al., 2013). Se realizaron experimentos de 

inoculación de este consorcio en maíz rojo criollo, bajo condiciones de invernadero, 
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observando resultados positivos en el tamaño de las plantas en comparación a las mono-

inoculadas y las no inoculadas. Posteriormente en campo se observó que el rendimiento en 

la producción de mazorca debido la inoculación del consorcio EMMIM-1 en el maíz rojo, 

fue de seis veces mayor al de plantas control (no inoculadas). La promoción del 

crecimiento de diferentes variedades de maíz inoculadas con el consorcio EMMIM-1 ha 

sido explorada bajo condiciones de campo (Morales-García 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 observó una buena promoción 

de crecimiento con las variedades blanco y azul criollo. Esta formulación multi-especies 

posteriormente fue explorada en diversas plantas con resultados positivos ( Morales-García 

et al. 2016). Por ejemplo, En 2014 Santiago-Saenz probó el inoculante multi-especie 

EMMIM-1 para evidenciar su capacidad de estimular el crecimiento vegetal de la papa 

(Solanum tuberosum variedad Atlantic) (Santiago-Saenz & Muñoz-Rojas 2014), los 

resultados obtenidos demostraron que el consorcio EMMIM-1 estimuló el incremento de la 

longitud del tallo, longitud de la raíz, pesos secos de parte aérea y raíz, además de 

incrementar la producción y el peso seco de los tubérculos en comparación a las plantas 

control. Debido al éxito en la promoción de crecimiento otorgado por la formulación multi-

especies EMMIM-1 un convenio entre la Asociación Nacional de Empresas Campesinas y 

la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla fue establecido para usar este producto en 

campos agrícolas de México (Vivanco-Calixto et al. 2016). 

En 2013 Alatorre-Cruz propuso tres consorcios bacterianos, cuyas características fueron: 

bacterias resistentes a la desecación y que promovieran de forma superior la promoción del 

crecimiento de la cactácea en comparación a la promoción del crecimiento de la 

inoculación individual (Alatorre-Cruz & Muñoz-Rojas 2013).  

La mezcla de bacterias EMMIM-3 se formuló con Paraburkholderia unamae MTL-641T, y 

dos cepas metilotróficas denominadas 4MePi8 y RhP14, la inoculación individual de estas 

cepas promovió el crecimiento vegetal, sin embargo, en consorcio no se observó sinergia 

entre las bacterias, donde se observó el desarrollo de la cactácea similar al tratamiento 

control (no inoculado). El consorcio EMMIM-4 formulado con las cepas: RhPf3, 4MEPi8, 

Sphingomonas sp. OF178 y P. putida KT2440, incrementó la biomasa de E. platyacanthus. 

Por otra parte, el consorcio EMMIM-JMAC constituido por las cepas metilotróficas RhPf3, 

4MEPi8 y P. putida KT2440, mostró una sinergia entre las bacterias incrementando la 

biomasa e incrementó la nacencia de las semillas en comparación a los controles y a la 

inoculación individual. 

El éxito de una formulación multi-especies podría deberse a que alguno de los 

microorganismos presentes en la formulación podrían actuar positivamente en alguna de las 

condiciones exploradas a pesar de que los otros no sean efectivos en esa condición. 

Contrario a lo que ocurre con una formulación mono-especie, si ese microorganismo no 

actúa en la condición explorada, no observaremos ningún beneficio tras la inoculación. Aún 
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falta por explorar el comportamiento de más inoculantes multi-especies y una de las 

limitantes más fuertes es contar con medios de selección 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-interacción. Esfuerzos recientes para 

la caracterización molecular de los miembros de un inoculante multi-especies también se 

están iniciando con el propósito de monitorear a los miembros de un consorcio de una 

forma más efectiva (Morales García Yolanda Elizabeth, Rodríguez Andrade Osvaldo, 

Tenorio Ana Laura, Juárez Hernández Dalia, and Jesús 2014). 

JUSTIFICACIÓN 

Los inoculantes bacterianos formulados con una especie son una alternativa para la 

agricultura actual, se ha invertido más una década para su estudio, desarrollo y aplicación, 

sin embargo, se evidenció que bajo ciertas condiciones ambientales como la escasez de 

agua, principal factor de estrés para el desarrollo vegetal; así como la variedad de la planta 

entre otros factores bióticos y abióticos, el resultado de la promoción del crecimiento 

vegetal al emplear estos inoculantes fue muy bajo ó nulo. Los inoculantes multi-especies 

podrían ser una alternativa para asegurar los resultados positivos en la promoción de 

crecimiento de plantas. Es importante mencionar, que ya existen estudios referentes a la 

formulación de inoculantes multi-especies, sin embargo, los consorcios más estudiados 

emplean dos géneros bacterianos y han sido probados en leguminosas, caña de azúcar, trigo 

entre otros.  

Pocos estudios se han desarrollado sobre consorcios, de más de 3 géneros bacterianos, que 

estén enfocados a estimular el crecimiento vegetal del maíz, modelo vegetal de importancia 

agrícola en nuestro país, con aplicación alimenticia, industrial y cultural. Por lo planteado 

anteriormente se propone estudiar las relaciones antagónicas de bacterias con potencial 

PGPR, que presenten resistencia a la desecación, además de contar con mecanismos de 

promoción del crecimiento vegetal para la formulación de una mezcla bacteriana que 

estimule el crecimiento del maíz criollo azul, bajo condiciones de escasez de agua. 

La formulación de este consorcio sentará las bases para la aplicación y estudio de la mezcla 

a nivel de campo; para brindar alternativas metodológicas a la práctica agrícola actual para 

obtener mejores rendimientos, que sean amigables con el ambiente, así como abaratar 

costos de producción, que impacten a favor del productor. 
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HIPÓTESIS 

La formulación de un inoculante multi-especies con bacterias PGPR con capacidad de 

resistencia a la desecación y que pueden coexistir en un consorcio promoverá el 

crecimiento de maíz eficazmente bajo condiciones de escasez de agua y con hidratación 

adecuada. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Seleccionar y evaluar la capacidad de diversas bacterias de interés agrícola para tolerar la 

desecación, con el fin de desarrollar un inoculante multi-especies destinado para su empleo 

en zonas áridas o de escasez de agua.  

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar la co-existencia entre diversas especies bacterianas. 

2. Estimar la tolerancia a la desecación de diversas bacterias de interés agrícola. 

3. Diseñar un inoculante multi-especies que contenga cepas resistentes a la desecación. 

4. Evaluar la promoción de crecimiento vegetal del maíz (criollo azul) cuando es 

aplicado el multi-inoculante bajo condiciones hidratadas, a nivel de invernadero. 

5. Evaluar la promoción de crecimiento vegetal del maíz (criollo azul) cuando es 

aplicado el multi-inoculante bajo condiciones de desecación antes de la 

germinación, a nivel de invernadero. 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

ENSAYO DE ANTAGONISMO 

Se realizó la metodología de agar en doble capa donde se probaron a todas las cepas como 

posibles productoras y como posibles indicadoras, la metodología se registró en: 

dx.doi.org/10.17504/protocols.io.j4mcqu6  
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ENSAYO DE DESECACIÓN 

Las cepas se cultivaron hasta fase estacionaría, para alcanzar poblaciones de 1 × 10
9 

CFU/mL, posteriormente, las bacterias fueron lavadas por centrifugación y se 

resuspendieron en el mismo volumen de agua destilada estéril, y réplicas de 500 µl de la 

suspensión obtenida fueron dispensadas en tubos Eppendorf que se colocaron baja 

condiciones para llevar a cabo la desecación extrema a 30º C, 50% de humedad relativa, el 

protocolo detallado está registrado en: dx.doi.org/10.17504/protocols.io.j4icque 

Para cada ensayo se determinó la Tasa de supervivencia bacteriana (Bacterial Survival 

Ratio: BSR) la cual es la relación del logaritmo del número de células bacterianas presentes 

en la suspensión después del comienzo de la desecación (AbD) más uno entre el número de 

células viables antes de la desecación (BD), multiplicado por 100, es decir, BSR = (log 

AbD + 1 / log BD) × 100 (Jesús Muñoz-Rojas, Fuentes-Ramírez, and Caballero-Mellado 

2005). La BSR es un parámetro que nos permitió cuantificar la tolerancia a la desecación de 

las bacterias. 

CARACTERIZACIÓN DE LA CEPA Acynetobacter sp. EMM02. 

El ADN de la cepa en cuestión se extrajo utilizando un kit de purificación de ADN 

genómico (PROMEGA). De cada muestra de ADN extraído, el gen que codifica para el 

RNA ribosomal16S (16S rRNA) se amplificó mediante la técnica de PCR usando los 

oligonucleótidos 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 amplificación se 

realizó como se describe en Morales-García et al., 2011 y se verificó mediante 

electroforesis en gel de agarosa. El gen amplificado se purificó usando un kit de 

purificación de PCR (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El 

amplificado purificado se envió a secuenciar a la unidad de servicio de secuenciación del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM. La secuencia obtenida se comparó en la base de 

datos pública NCBI mediante BLASTA y se depositó en la base de datos GenBank con el 

número 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 líquido SYP y PY-Ca a 

30 ° C y 200 rpm durante 120 horas; cada cultivo se generó por triplicado. El número de 

células cultivables se cuantificó 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 relación inhibidora entre las cepas co-inoculadas como se describe en 

trabajos previos (Jesús Muñoz-Rojas, Fuentes-Ramírez, and Caballero-Mellado 2005; 

Marín-Cevada et al. 2012). 

 

INFLUENCIA DEL TIPO DE SUELO SOBRE LA RESISTENCIA A LA DESECACIÓN 

DE LAS CEPAS SELECCIONADAS PARA FORMULAR LA MEZCLA 

BACTERIANA. 

Se utilizaron dos tipos de suelos, colectados en dos zonas geográficas distintas: el suelo 

arenoso limoso fue colectado en Huejotzingo, Puebla México (19º 06´00´´ N; 98º 

20´00´´W) y el suelo arenoso fue colectado en Domingo Arenas, Puebla, México (19º 

09´00´´ N; 98º 96´00´´O). Las características fisicoquímicas de los suelos se determinaron 

como en estudios previos (Shahzad et al. 2013). Se obtuvo una suspensión bacteriana como 

se indica en la sección "Ensayos de desecación bacteriana", y se cuantificó el número 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 más 500 μL de la suspensión bacteriana; se mezclaron vigorosamente y se 

cubrieron con tapones de algodón estéril. Se incluyeron tratamientos con 500 μL de 

suspensión bacteriana sin suelo para soporte. Todos los tubos se colocaron en una cámara 

de desecación a 30 °C y 55% de humedad relativa (HR). El agua en cada tubo se evaporó 

completamente 5 días después de colocar los tubos en la cámara de desecación. El recuento 

de células cultivables se realizó cada tres días durante un período de doce días utilizando el 

método MSDP. Para las muestras de 3 días posteriores al inicio de la desecación (Days 

After the Biginning of Desiccation DABD), se usaron cinco tubos para evaluar, ajustando 

el volumen de líquido de cada tubo a los 500 μL iniciales. Para las muestras completamente 

desecadas (6, 9 y 12 DABD), se agregaron 500 μL de agua a las células, y después de 40 

minutos de agitación ocasional, se logró la rehidratación. 

CARACTERÍSTICAS PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO DE PLANTAS DE LAS 

CEPAS SELECCIONADAS PARA FORMULAR EL INOCULANTE MULTI-

ESPECIES. 

La evaluación de la capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas exploradas, se 

realizó en medio caldo Pikovskaya complementado, que contenía 5 g/L de Ca3(PO4)2 

después de 5 días 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 

triptófano (100 ppm) (Shahzad et al. 2014; Carreño-Lopez et al. 2000). 

El contenido de sideróforos se determinó de acuerdo con el método rápido y universal que 

implica azurol S de cromo (CAS) con una técnica de superposición 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 trató con 
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30 ml de medio O-CAS sin nutrientes y se incubó a 30 °C durante 15 minutos. 

Posteriormente, se observó un cambio en el color de azul a naranja en torno al crecimiento 

de las cepas bacterianas productoras de sideróforos. 

 

MEDIOS DE SELECCIÓN 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 selección 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 antibióticos, metales 

pesados y se consideraron datos previamente obtenidos en el “Laboratorio de Ecología 

Molecular Microbiana“ (Morales-García et al., 2013). Los medios que en este trabajo 

permitieron una adecuada selección para las cepas del inoculante multi-especies propuesto 

se muestran en la tabla siguiente: 

 

Cepas bacterianas Medios de selección 

Azospirillum brasilense Sp7  Rojo Congo- CRO 

Acinetobacter sp. EMM02 BAc- CFX 

Sphingomonas sp. OF178 LB 5%- AK 

Pseudomonas putida KT2440 Citrato de Simons -Cm 

Medio BAc: 0.2% Ácido azelaico, 0.02% Citrulina, 0.04% K2HPO4, 0.04% KH2PO4, y 

0.02%, MgSO4. 7H2O), y 16g de agar/ H2O L   pH 5.7. CTX=cefotaxima 70 µg /ml. 

Medio Rojo Congo: 0.5g K2HPO4, 0.2g MgSO4. 7H2O, 0.1 g NaCl, 0.5 g extracto de 

levadura, 0.015 g FeCl3 6 H2O, 5g Ácido málico, 4.8g KOH, y 16g agar/ H2O L. 

Cro=Ceftriaxona 100 µg /ml 

Medio Luria Bertani modificado 5% AK: 0.5 g peptona de caseína, 0.25 g extracto de 

levadura, 0.25 g NaCl, y 16g de agar/ H2O L. AK= amikacina 30 µg /ml. 
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Medio citrato de Simmons: (NH4)2HPO4 1g, K2HPO4 1g, NaCl 5g, NaH2(C3H5O (COO)3) 

2g, MgSO4  0.02g, azul de bromotimol 0.08g y 16g de agar/ H2O L. Cm= cloranfenicol 100 

µg /ml. 

 

OBTENCIÓN DE MAÍZ AXÉNICO 

Las semillas de maíz azul fueron esterilizadas superficialmente usando hipoclorito de 

sodio al 6.5% en acuerdo a trabajo previamente realizado (Morales-García et al. 2011). El 

maíz fue enjuagado 10 veces con agua destilada estéril en una campana de flujo laminar para 

mantener condiciones de esterilidad. Los maíces axénicos fueron usados para los ensayos de 

inoculación con bacterias. 

 

OBTENCIÓN DE LA SUSPENSIÓN BACTERIANA PARA INOCULAR SEMILLAS 

DE MAÍZ 

Las bacterias fueron crecidas en medio LB líquido a 30 oC durante 24 horas, pero algunas 

variantes de los medios y crecimiento son mencionadas y aclaradas en los resultados de los 

experimentos específicos. A partir del primer crecimiento se inoculó un matraz Erlenmeyer 

de 250 ml conteniendo 100 ml de medio LB. Los cultivos fueron colocados en agitación a 

200 rpm y 30 oC durante 24 horas para alcanzar una densidad máxima (fase estacionaria). 

El crecimiento bacteriano de los cultivos fue centrifugado a 4 oC durante 10 minutos a 

5,000 rpm. El pellet obtenido fue re-suspendido en el mismo volumen inicial con agua 

destilada estéril, la suspensión resultante se diluyó en proporción 1:100 y el número 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 suspensión 

bacteriana sirvió para inocular 55 semillas para cada tratamiento ensayado: dos a 30 oC 

(inoculado y no inoculado) y dos a 40 oC (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 maíz (Morales-García et al. 2011). Los controles consistieron 

en sumergir el mismo número de semillas axénicas en agua destilada estéril. Se 

consideraron tratamientos de inoculación con la mezcla de bacterias propuesta en caso de 

ser explorada esta posibilidad. 

ENSAYOS DE DESECACIÓN DE SEMILLAS INOCULADAS 

Ochenta y cinco semillas de cada tratamiento de inoculación se colocaron en placas de Petri 

que contenían papel de filtro estéril seco (Whatman No. 1). Las placas que contienen 

semillas se colocaron en una cámara de desecación a 30 ° C, 55% de HR. El agua se perdió 

por completo a 1 DABD en estas condiciones. Cada tres días después del comienzo de la 

desecación, se extrajeron cinco semillas de la cámara de desecación. Cada uno se colocó en 

un tubo Falcon de 15 ml de capacidad que contenía 3 ml de agua estéril durante 2 h, y los 
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tubos se agitaron vigorosamente usando un agitador mecánico (vortex). El número de 

bacterias cultivables se cuantificó usando el método MSDP, y se calculó la BSR. 

 

SEMBRADO DE LAS SEMILLAS, ADHESIÓN Y COLONIZACIÓN 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 evaluación de la colonización de bacterias en plantas (J. Muñoz-Rojas and 

Caballero-Mellado 2003; Rodríguez-Andrade et al. 2015). En cada maceta fue sembrada 

solo una semilla y posteriormente fueron regadas con 100 ml de solución MSJ (Rodríguez-

Andrade et al. 2015) y agua destilada estéril. Las macetas fueron rotuladas para su 

identificación 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 

máxima de 30 oC durante el día y 20 oC en la noche. La segunda condición de crecimiento 

fue a una temperatura máxima de 40 oC durante el día y a 30 oC en la noche. Las plantas 

fueron regadas periódicamente a lo largo del experimento. 

La adhesión de la bacteria fue evaluada 12 horas posteriores a la inoculación (Morales-

García et al. 2011), para ello 5 semillas de cada tratamiento fueron extraídas de macetas 

independientes, cada una fue sumergida en 3 ml de agua destilada estéril y agitadas 

vigorosamente en vortex. La suspensión obtenida fue usada para cuantificar el número de 

bacterias que fueron capaces de adherirse a las semillas, para ello la suspensión fue diluída 

en factor 1:10 con agua destilada estéril y se usó el método de recuento GSPM mediante el 

sellado en placas de Petri con los medios de selección. Semillas de tratamientos sin inocular 

se procesaron de la misma forma. 

La colonización de bacterias fue evaluada a los 15, 30 y 45 días posteriores a la 

inoculación (dpi). Para ello, cinco plantas de cada tratamiento (inoculadas y controles) 

fueron extraídas de sus macetas, la vermiculita fue sacudida y las raíces con vermiculita más 

adherida fueron sumergidas en suficiente agua destilada estéril, se agitó vigorosamente y la 

suspensión obtenida fue diluída en factor 1:10 (peso/volumen) para realizar el recuento de 

bacterias mediante el método GSPM. En este trabajo la vermiculita más adherida a las raíces 

fue considerada como suelo rizosférico y se consideró que la suspensión resultante contiene 

bacterias de la rizósfera, como se ha sugerido en otros trabajos (J. Muñoz-Rojas and 

Caballero-Mellado 2003; Morales-García et al. 2011; Rodríguez-Andrade et al. 2015). El 

peso de la vermiculita más adherida fue obtenido mediante el secado de las muestras sin las 

raíces a 70 oC durante 3 días y este valor fue considerado para ajustar el número de unidades 

formadoras de colonia por mililitro (No. UFC/ml) al número de unidades formadoras de 

colonia por gramo de vermiculita (No. UFC/g V) (Rodríguez-Andrade et al. 2015). 
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EVALUACIÓN DE LA ESTIMULACIÓN DE CRECIMIENTO 

La capacidad de las cepas individuales y en consorcio para promover el crecimiento de 

plantas de maíz fue evaluada a los 45 dpi en 30 plantas para cada tratamiento. En este 

trabajo se midió el peso seco de las plantas, para ello, éstas fueron extraídas de las macetas y 

las raíces fueron lavadas con cuidado para eliminar la vermiculita. Después, las raíces fueron 

separadas de la región 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 oC durante 20 días. Después de este tiempo las muestras fueron sacadas de la 

estufa y colocadas a temperatura ambiente para pesarlas en una balanza analítica. 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 estadísticas 

los tratamientos fueron marcados con letras diferentes. 

 

 COMPROBACION DE LA IDENTIDAD DE LAS CEPAS AISLADAS DE PLANTAS. 

La comprobación se realizó usando métodos moleculares que incluyeron la extracción de 

ADNA genómico, amplificación de genes que codifican para el 16S RNAr y patrones de 

restricción. El ADN de la cepa se extrajo utilizando un kit de purificación de ADN 

genómico (PROMEGA). De cada muestra de ADN extraído, el gen que codifica para el 

16S rRNA se amplificó mediante PCR usando los oligonucleótidos 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 amplificación se realizó como se describe en (Y.E. 

Morales-García et al. 2011). La amplificación por PCR se verificó mediante electroforesis 

en gel de agarosa, y el gen amplificado se purificó usando un kit de purificación de PCR 

(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El amplificado purificado se envió 

a secuenciar. 

Para cada cepa de referencia y cepa aislada de la rizósfera, el gen amplificado que codifica 

16S rRNA se digirió con 5 U de diferentes enzimas de restricción (AluI, HhaI, HinfI, RsaI, 

MboI y MspI). Las longitudes de los fragmentos de restricción 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 selección 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 artículo Molina-Romero et al., 

2017, mostrado más adelante). Se observó que las bacterias Sphingomonas sp. DS204, 

Sphingomonas sp. DS201, Sphingomonas sp. GOF203, Acinetobacter sp. EMM02, 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, podrían coexistir con algunas bacterias probadas en este trabajo. Diecisiete cepas 

no mostraron efecto inhibitorio con la mayoría 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 5 y 7 

cepas bacterianas respectivamente. Sphingomonas sp. DS204 mostró una alta eficiencia 

antagónica en contra de otros géneros bacterianos, inhibiendo 19 cepas, excepto a ella 

misma a P. unamae MTl-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 evaluación de la tolerancia a la desecación por su sensibilidad o por su 

elevada capacidad inhibitoria observada, debido a que estas características son 

incompatibles para la formulación de un consorcio bacteriano, objetivo principal de este 

trabajo. Algunas cepas fueron capaces de coexistir sin mostrar efecto antagónico sobre el 

crecimiento de otras cepas bacterianas exploradas. 

 

Ensayos de desecación 

Las diecisiete cepas capaces de coexistir fueron evaluadas en su capacidad para resistir a la 

desecación. Las cepas mostraron diferentes niveles de resistencia al estrés por desecación 

por un periodo de 12 días posterior al inicio de la desecación (DABD, por sus siglas en 

inglés: After the beginning of desiccation). Nuestros resultados mostraron cepas altamente 

resistentes a la desecación (A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMM02, y Sphingomonas 

sp. OF178), otras fueron medianamente tolerantes (Sphingomonas sp. GOF203, P. putida 

KT2440 and Bradyrhizobium sp. MS23) y otras fueron sensibles a la desecación (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 formulación de 
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la mezcla bacteriana: su capacidad de coexistir, su resistencia a la desecación y sus 

características potenciales como PGPR. Este último criterio de selección 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 formulación 

de la mezcla bacteriana A. brasilense Sp7, Acinetobacter sp. EMM02, 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 formuló otra mezcla con 5 géneros bacterianos A. brasilense 

Sp7, Acinetobacter sp. EMM02, Sphingomonas sp. OF178, Enterobacter sp. UAPSO3001 

y P. putida KT2440, que cumplió criterios establecidos, pero después de realizar los 

ensayos de promoción del crecimiento vegetal, se observó que las plantas inoculadas con la 

mezcla bacteriana redujeron hasta un 60 % el porcentaje de germinación en comparación 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. EMM02 fue caracterizada 

molecularmente durante el desarrollo de este trabajo. Se secuenció y analizó el gen que 

codifica el 16S RNAr para corroborar el género bacteriano Fig.S1 y Tabla S2. 

1. Compatibilidad de las cepas bacterianas seleccionadas para el inoculante multi-

especies bajo diferentes condiciones de crecimiento. 

 

La validación de la compatibilidad de las cepas seleccionadas para la formulación de la 

mezcla bacteriana se realizó 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 antagónicas entre las cuatro cepas de la mezcla bacteriana, 

independientemente de las condiciones de cultivo exploradas. 

 

Características 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 índoles totales, sideróforos, así como poseer la capacidad de la solubilizar 

fosfatos, en condiciones in vitro (Tabla 4 y Figura 2 del artículo de (Molina-Romero, Baez, 

et al. 2017). 

 

2. Influencia del tipo de suelo sobre la resistencia a la desecación de las cepas 

seleccionadas para formular la mezcla bacteriana. 

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

desecación de las cepas seleccionadas para formular el inoculante multiespecies, se 
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probaron dos tipos de suelos colectados de dos zonas geográficas diferentes. En acuerdo 

con los resultados los suelos fueron clasificados como arenoso y arenoso limoso (Fig. S3) 

(Molina-Romero, Baez, et al. 2017). La composición fisicoquímica de los dos soportes fue 

analizada, la diferencia más notable fue que la cantidad de materia orgánica fue mayor en el 

suelo arenoso limoso en comparación al suelo arenoso (Fig.S3). Acinetobacter sp. EMM02 

presentó una elevada resistencia a la desecación independiente del tipo de suelo y 

presentando el mismo comportamiento que en agua. La supervivencia a la desecación de A. 

brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 en suelo arenoso fue menor 

en comparación 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 

desecación en suelo limoso arenoso y en control agua (Fig 1) (Molina-Romero, Baez, et al. 

2017). 

 

Evaluación de la promoción 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. EMM02 fueron capaces de coexistir entre ellas, mostraron una elevada 

resistencia a la desecación y un alto potencial PGPR in vitro, tanto en forma individual 

como en mezcla bacteriana, en este trabajo se evaluó la capacidad de promoción del 

crecimiento vegetal de la mezcla bacteriana en semillas de maíz azul cuando fueron 

inoculadas en mono-inoculación y en mezcla bacteriana o consorcio (mezcla de las cuatro 

cepas). Para ello, después de a la inoculación de las semillas, éstas se sometieron a tres 

condiciones experimentales:  

Experimento 1 

Semillas de maíz inoculado con 5 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio, 

bajo condiciones estresantes de crecimiento de las plantas a 45º C. 

Experimento 2 

Maíz inoculado con 4 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo 

condiciones de hidratación óptima antes y después de la germinación. 

Experimento 3 

Maíz inoculado con 4 cepas bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo 

condiciones de desecación antes de la germinación. 

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1: Crecimiento de maíz inoculado con 5 cepas 

bacterianas en forma individual y en consorcio, bajo condiciones sin estrés por 

temperatura (25-30 oC) y con estrés de temperatura (35-45 ºC). 
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Resultados de la Mezcla bacteriana formulada con 5 cepas bajo condiciones de 

crecimiento del maíz a 25-30º C. 

De acuerdo a los resultados de antagonismo y tolerancia a la desecación de las 17 cepas que 

pueden co-existir, inicialmente se eligieron a Enterobacter sp. UAPSO3001, P. putida 

KT2440, A. brasilense Sp7, Acinetobacter EMM02 y Sphingomonas sp. OF178 para la 

formulación de la mezcla bacteriana debido a su potencial para promover el crecimiento del 

maíz azul. 

El número de bacterias fue cuantificado para las suspensiones individuales y en la mezcla, 

con estas suspensiones se realizó la inoculación de las semillas de maíz. La población 

bacteriana de las cinco cepas osciló entre los órdenes de 105 a 108 UFC/ml tanto en 

inoculación independiente como en mezcla. 

Se evaluó la adhesión de las bacterias a las semillas de maíz, en forma individual y en 

consorcio bacteriano. Los resultados que observamos sugieren una adecuada adhesión de 

las cinco cepas de la mezcla a las semillas, en mono-inoculación y en mezcla, que 

corresponde a poblaciones de 105 a 108 UFC/semilla (Tabla E1). 

Otro parámetro evaluado fue la colonización bacteriana tanto en forma individual y en 

consorcio, donde lo resultados obtenidos sugieren una eficiente colonización de las 5 cepas 

en consorcio con una tendencia similar en condiciones individuales (Gráfica E1). 

Tabla E1. Adhesión de las cinco cepas del consorcio a semillas de maíz 

Tratamiento de inoculación *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. EMM02 7.17 ±0.30 7.59 ±0.21 

Consorcio EMM02 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. UAPSO3001 8.5 ±0.33 8.65 ±0.36 

Consorcio UAPSO3001 8.1 ±0.36 7.9 ±0.31 

Determinación de la población bacteriana adherida a la superficie semilla (Log de UFC/ml) cada valor es el promedio de 

cinco repeticiones independientes con su respectiva desviación estándar, 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 ºC. Semillas no inoculadas no presentaron crecimiento 

bacteriano. 
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Gráfica E1. Colonización cepas independientes (25-30 oC) 

 
Colonización de las cinco cepas a las raíces de plantas a los 45 días posteriores a la inoculación. Barra ENTERO: 

Enterobacter sp. UAPSO3001, barra KT2440: P. putida KT2440, barra SP7: A. brasilense Sp7, Barra MS02: 

Acinetobacter EMM02; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178. 

 

Gráfica E2. Colonización del consorcio (25-30 oC) 

 

Colonización de las cinco cepas a las raíces de plantas a los 45 días posteriores a la inoculación. Barra Enterobacter: 

Enterobacter sp UAPSO3001, barra KT2440: P. putida KT2440, barra SP7: A. brasilense Sp7, Barra MS02: 

Acinetobacter EMM02; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178. 
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Imagen A. Comparación de plantas inoculadas y sin inocular (control), crecidas sin 

estrés (25-35 oC) 

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

Imagen B. Comparación de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio, 

crecidas sin estrés (25-35 oC) 

 
MIX: plantas inoculadas con consorcio bacteriano; KT2440: plantas inoculadas con Pseudomonas putida. 
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Imagen C. Comparación de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio, 

crecidas sin estrés (25-35 oC) 

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

Imagen D. Comparación de plantas inoculadas, con una sola cepa y en consorcio, 

crecidas sin estrés (25-35 oC) 

 
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 promoción del crecimiento vegetal fue evidenciada mediante la evaluación de peso seco 

de la parte aérea y de la raíz (Imagen A - D), con estos resultados podemos sugerir que la 

inoculación individual con las bacterias Enterobacter sp UAPSO3001, P. putida KT2440, 

A. brasilense Sp7, Acinetobacter EMM02 y Sphingomonas sp. OF178 promueven el 

crecimiento del maíz en comparación a las plantas control; sin embargo, es superior la 

estimulación del crecimiento vegetal cuando el maíz es inoculado con el consorcio 

bacteriano en comparación a la mono-inoculación (Gráficas E3 y E4; Imagen B - D).  

Gráfica E3. Peso seco Parte Aérea 

Peso seco Parte aérea

Cont H2OCont CM Sp7 EnterobacterKT2440 OF178 MS02 MIX
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Peso en gramos de la parte aérea de las plantas a los 45 días posteriores a la inoculación 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 EMM02; barra 

verde: consorcio con cinco cepas. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y la 

respectiva desviación Estándar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadísticamente significativa a p≤ 0.05 

analizado con t-Student.  

 

Gráfica E4. Peso seco Raíz 

 
Peso en gramos de las raíces de las plantas a los 45 días posteriores a la inoculación. 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 melón: Acinetobacter sp. EMM02; barra verde: 

consorcio con cinco cepas. Cada barra representa la media de treinta y cinco determinaciones independientes y la 

respectiva desviación Estándar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadísticamente significativa a p≤ 0.05 

analizado con t-Student.  
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Promoción del crecimiento vegetal empleando un consorcio formulado con 5 cepas 

bacterianas bajo condiciones estresantes de crecimiento del maíz a 35-45º  

Al igual que en el ensayo anterior, se determinó la población celular en las suspensiones 

bacterianas tanto en forma individual como en consorcio, obteniendo números de bacterias 

similares al experimento anterior (105 a 108 UFC/ml). 

También se determinó la adhesión bacteriana a las semillas, con resultados similares al 

experimento inicial, reportado en la Tabla E1. 

La colonización de P. putida no fue observada a los 45 días posteriores a la inoculación 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 raíces de las 

plantas. Gráfica E5. 

Por otra parte, la colonización de las cepas Enterobacter sp UAPSO3001, A. brasilense 

Sp7, Acinetobacter EMM02 y Sphingomonas sp. OF178 fue muy similar al experimento 

donde las plantas inoculadas crecieron sin estrés por altas temperaturas (Grafica E5).  

Gráfica E5. Colonización de las raíces del maíz con 5 cepas bacterianas bajo 

condiciones de crecimiento de las plantas a 35-45º  

 
Colonización de las cuatro cepas a las raíces de plantas de 45 días posteriores a la inoculación. Barras en color vino: cepas 

individuales, barras en verde: cepas en consorcio. Barra ENTERO: Enterobacter sp, barra SP7: A. brasilense Sp7, barra 

MS02: Acinetobacter EMM02; barra OF178: Sphingomonas sp. OF178.  

Interesantemente, al determinar el peso seco de la parte aérea y la raíz no se observa 

promoción del crecimiento vegetal cuando las semillas son inoculadas con el consorcio, la 

cepa Enterobacter sp UAPSO3001 y Acinetobacter EMM02, en comparación a las plantas 

control (Gráfica E6). Por el contrario, si se registró mayor parte aérea y raíz 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. 

Gráfica E6. Peso seco raíz, bajo condiciones de crecimiento de las plantas a 35-45º 

 

Peso en gramos de las raíces de las plantas a los 45 días posteriores a la inoculación. Barra roja: control; barra café: 

Sphingomonas sp. OF178; barra azul: Enterobacter sp. UAPSO3001; barra amarilla: Acinetobacter sp. EMM02; 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 desviación Estándar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadísticamente significativa a p≤ 

0.05 analizado con t-Student.  

Gráfica E7. Peso seco parte aérea, bajo condiciones de crecimiento de las plantas a 35-

45º 

 
Peso en gramos de la parte aérea de las plantas a los 45 días posteriores a la inoculación. Barra roja: control; barra café: 

Sphingomonas sp. OF178; barra azul: Enterobacter sp. UAPSO3001; barra amarilla: Acinetobacter sp. EMM02; 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 desviación Estándar. Barras con letras idénticas no presentan diferencia estadísticamente significativa a p≤ 

0.05 analizado con t-Student.  
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Se destaca que el análisis de los resultados del experimento 1, P. putida KT2440, mostró 

una alta capacidad de promover el crecimiento de plantas de maíz bajo condiciones de 

estrés por temperatura y representó conocimiento novedoso para los estudios de interacción 

bacteria-planta, lo que motivo la publicación del artículo: (Molina-Romero, Morales-

García, et al. 2017). 
 



 48 

 

 



 49 

 

 



 50 

 

 

 



 51 

 

 

 



 52 

 

 

 



 53 

 

 



 54 

 

 

 



 55 

 

 



 56 

 

 

 



 57 

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2: Maíz inoculado individual y con el consorcio (4 

cepas) bajo condiciones de hidratación óptima antes de la germinación y crecimiento de 

las plantas entre 25-30 oC.  

Por los resultados obtenidos en el experimento 1, se decidió probar una mezcla bacteriana 

formulada con 4 bacterias: A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. 

OF178 y Acinetobacter sp. EMM02, eliminando la cepa Enterobacter sp UAPSO3001 por 

los efectos adversos que esta bacteria mostró con las plantas cuando el maíz experimenta 

estrés por altas temperaturas. 

El número 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 

inoculación de las semillas de los experimentos 2 y 3, sin estrés y con estrés por desecación 

antes de la germinación. Las poblaciones bacterianas de las suspensiones fueron similares 

para los dos experimentos. 

Las cuatro cepas mostraron adecuada adhesión a las semillas, en mono-inoculación y en co-

inoculación. El número de bacterias adheridas a la semilla osciló entre 105 a 107 

UFC/semilla (Tabla S4) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). 

La colonización de A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 y 

Acinetobacter sp. EMM02 a la rizósfera de las plantas fue eficiente en la inoculación 

individual y en co-inoculación. La evaluación de la colonización se realizó durante tres 

estadios de desarrollo de las plantas de maíz, se presentan los resultados generados a los 45 

días posteriores a la siembra (DAS por sus siglas en inglés, 45 Days After Sowing).  

La colonización 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 

población bacteriana asociada a la rizósfera fue obtenida en un rango de 105 a 108 UFC/g de 

vermiculita (V). 

El efecto de la mono-inoculación y la co-inoculación sobre el crecimiento de las plantas de 

maíz fue evaluada a los 45 DAS bajo condiciones de invernadero. Se observó que plantas 

inoculadas con cepas independientes (A. brasilense Sp7, P. putida KT2440 y 

Sphingomonas sp. OF178 y Acinetobacter sp. EMM02) significativamente incrementó la 

altura de la planta, peso seco de parte aérea y raíz en comparación a plantas no inoculadas 

(Fig. 2C, A y B) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). No hay diferencia significativa en el 

diámetro de las plantas mono-inoculadas y las plantas control (plantas no inoculadas), 

excepto para P. putida KT2440 que presento mayor diámetro en comparación a las plantas 

control (Fig 2D). En general las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana siempre 

mostraron mayores valores en los parámetros 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 presentó un 75% 
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mayor a las plantas control. La misma tendencia se observó en el peso seco de la raíz, altura 

de la planta y diámetro registrando de las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana en 

comparación a las plantas control. 

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 3: Efecto en la promoción del crecimiento maíz 

inoculado individual y con el consorcio bajo condiciones de desecación antes de la 

germinación y crecimiento de las plantas entre 25-30 oC. 

Las semillas de maíz azul fueron inoculadas con la suspensión de cada cepa y con la 

suspensión de la mezcla bacteriana en la cual previamente fue cuantificada la población 

bacteriana (Tabla 5) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). Posteriormente las semillas se 

colocaron en una cámara de desecación por un periodo de 18 días, 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 desecación (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. EMM02, estas mostraron alta 

tolerancia a la desecación tanto en los experimentos en agua (control); así como en los dos 

tipos de suelo particularmente Acinetobacter sp. EMM02. Por otra parte, P. putida KT2440 

no fue detectada a los 12 días posteriores del inicio de la desecación (por sus siglas en 

inglés 12 DABD: Days After the Beginning of Desiccation). 

La supervivencia de las tres cepas altamente tolerantes a la desecación asociadas a las 

semillas presentaron una tendencia similar en mono y co-inoculación de las semillas (Fig 3) 

(Molina-Romero, Baez, et al. 2017). En contraste, P. putida KT2440 en co-inoculación 

presentó mayor resistencia a la desecación (BSR de 78 a 9 DABD) en comparación a la 

mono-inoculada (BSR de 0 a 9 DABD). Aparentemente, la inoculación de la mezcla 

permite a P. putida KT2440 incrementar su tolerancia a la desecación. 

La adhesión de las bacterias desecadas a las semillas fue evaluado a las 12 horas después 

del sembrado, se observó que las cepas tolerantes a la desecación (A. brasilense Sp7, 

Acinetobacter sp. EMM02, Sphingomonas sp. OF178) presentaron altas poblaciones 

bacterianas, tanto en mono y en co-inoculación (Tabla S5) y en ambas condiciones 

exploradas (sin estrés y con estrés por desecación). Por el contrario P. putida KT2440 no 

fue detectada en la evaluación a la adhesión. 

La colonización de la rizósfera de las cuatro cepas (posterior a la desecación 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-inoculación. El número de bacterias 

detectadas en la rizósfera durante el desarrollo de las plantas osciló entre 105 a 108 UFC/gV 

(Tabla S5) (Molina-Romero, Baez, et al. 2017). La colonización 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 desecación a los 12 

DABD y en la evaluación de la adhesión seguida a la hidratación. Interesantemente, esta 

bacteria fue detectada en la colonización de la rizósfera de las plantas en números 106 

UFC/gV en los tres estadios de crecimiento de las plantas donde fue evaluada la 

colonización. Probablemente durante el proceso de desecación P. putida KT2440 entro a un 

estado viable no cultivable. 

La población bacteriana rizosférica de las cuatro cepas evaluadas fue mantenida a través del 

tiempo tanto en condiciones sin estrés y en condiciones de desecación (Exp 1, 2 y 3) 

indicando que estas cepas pueden coexistir sin generar relaciones antagónicas en asociación 

a la planta. 

La identidad de algunas cepas aisladas de la rizósfera a partir de las plantas inoculadas en 

los experimentos 2 y 3 fue corroborada de forma molecular mediante ribotipado. Se 

amplificó el gen que codifica el 16S rRNA, y posteriormente se generó el patrón de 

restricción con las enzimas MspI, AluI, HhaI, HinfI, RsaI y MboI del amplificado de 1.5 

Kb.  

Los patrones de restricción generados con las enzimas AluI, HhaI, RsaI, MboI y MspI 

permitieron diferenciar el genotipo de las cuatro cepas tipo que conforman a la mezcla 

bacteriana. 

Para corroborar la identidad genotípica 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 

MspI Fig. S5, a partir de colonias crecidas en medios de selección para cada cepa 

bacteriana; confirmando que los medios de selección y el ribotipado son herramientas 

eficientes para la identificación de las cepas que conforman la mezcla bacteriana diseñada 

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 excepción 

de Acinetobacter sp. EMM02 (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 parámetros de crecimientos en 

comparación a las plantas control. 

Las plantas inoculadas con la mezcla bacteriana del Exp.3 (semillas inoculadas y sometidas 

a desecación) mostraron mayor altura, peso seco de parte aérea y raíz en comparación a las 

plantas mono-inoculadas y las plantas control (Fig 2 A-C y F). El diámetro de las plantas 

co-inoculadas fue 8% mayor que las plantas control. Las plantas inoculadas con la mezcla 

bacteriana; en general, presentaron mayores parámetros de crecimiento en comparación a 

las plantas mono-inoculadas, excepto el parámetro del diámetro (Fig 2 D). 
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Los resultados generados de este trabajo de tesis se publicaron en el artículo que a 

continuación se muestra: 
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Tabla S1. Cepas empleadas en este trabajo. 

 Cepas Fuente de aislamiento Referencia 

1 Enterobacter sp. UAPSO3001 Maíz Morales-García et al., 2011 

2 Paraburkholderia unamae MTl-641T Maíz Estrada-de los Santos et al., 2001 

3 Paraburkholderia tropica MTo-293 Maíz Estrada-de los Santos et al., 2001  

4 P. tropica Pp8T Caña de azúcar Reis et al., 2004 

5 A brasilense Sp7 Rizósfera de pasto Tarrand et al., 1978 

6 A. lipoferum Rizósfera de pasto Baldani and Dobereiner, 1980 

7 Pseudomonas putida KT2440 Suelo Nakazawa, 2002 

8 P. putida DOT-T1E Aguas residuales Ramos-González et al., 2001 

9 Acinetobacter sp. EMM02 Amicia zygomeris Este trabajo Accession number KU686485 

from NCBI. Fig. S1 and Fig. S2 

10 Sphingomonas sp. OF-178A Suelo Böltner 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 Rizósfera de suelo de 

pasto 

Donado por Boltner D. (Collection strains 

from Department of Environmental 

Protection, EEZ-CSIC) 

13 Sphingomonas sp. GOF-203 Rizósfera de suelo de 

pasto 

Böltner et al., 2008 

14 Sphingomonas sp. GOF-204B suelo Böltner et al., 2008 

15 Sphingomonas sp. Ans285 Rizósfera de suelo de 

Plantago lanceolata 

Donado por Boltner D. (Collection strains 

from Department of Environmental 

Protection, EEZ-CSIC) 

16 Sphingomonas sp. Ans290 Rizósfera de suelo de 

pasto 

Plantago lanceolata 

Donado por Boltner D. (Collection strains 

from Department of Environmental 

Protection, EEZ-CSIC) 

17 Bradyrhizobium sp. MS13 Nódulo de Flemingia 

macrophylla 

Donado por Munive-Hernández A. 

(Colección de cepas Molecular Microbial 

Ecology Laboratory, CICM-ICUAP) 

18 Rhizobium sp. MS24 Nódulo de Phaseolus 

coccineus 

Donado por Munive-Hernández A. 

(Colección de cepas Molecular Microbial 

Ecology Laboratory, CICM-ICUAP) 

19 Bradyrhizobium sp. MS21 Nódulo de A. 

zygomeris 

Donado por Munive-Hernández A. 

(Colección de cepas Molecular Microbial 

Ecology Laboratory, CICM-ICUAP) 

20 Bradyrhizobium sp. MS22 Nódulo de Trifolium 

repens 

Donado por Munive-Hernández A. 

(Colección de cepas Molecular Microbial 

Ecology Laboratory, CICM-ICUAP) 

21 Bradyrhizobium sp. MS23 Nódulo de P. coccineus Donado por Munive-Hernández A. 

(Colección de cepas Molecular Microbial 

Ecology Laboratory, CICM-ICUAP) 

22 P. tropica MTo-672 Maíz Reis et al., 2004 

23 P. tropica MOc-725 Maíz Estrada-de los Santos et al., 2001 

24 P. tropica MCo-761 Maíz Reis et al., 2004 

25 P. unamae ScCu23 Caña de azúcar Caballero-Mellado et al., 2004 
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Tabla S2. Identidad de la secuencia del gen 16S rRNA de la cepa Acinetobacter sp. 

EMM02 (KU686485) 

Cepa % Identidad 

Acinetobacter sp. EMM02 (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 
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Acinetobacter rhizosphaerae (FN600413) 98 

Acinetobacter rhizosphaerae (JQ435662) 98 

 

S1. Diagrama de flujo de la identidficación de Acinetobacter sp. EMM02. 
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Fig. S2. Compatibilidad de las cepas bacterianas seleccionadas para el inoculante multi-

especies 

 

 

Crecimiento bacteriano individual y en consorcio en medio líquido SYP y PY-Ca. A) Crecimiento de las cuatro cepas de 

forma individual en medio líquido SYP. B) Crecimiento de las cuatro cepas en consorcio en medio líquido SYP. C) 

Crecimiento de las cuatro cepas de forma individual en medio líquido PY-Ca. D) Crecimiento de las cuatro cepas en 

consorcio en medio líquido PY-Ca. Línea morada significa el crecimiento de Sphingomonas sp. OF178, línea roja 

significa el crecimiento P. putida KT2440, línea verde significa el crecimiento de Acinetobacter sp. EMM02, y línea azul 

significa el crecimiento de A. brasilense Sp7. Cada punto representa la media de cinco determinaciones independientes y 

la respectiva desviación Estándar. El crecimiento de las cepas fue similar en forma individual y en consorcio. 
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Fig.S3 Análisis fisicoquímico de suelo arenoso y arenoso limoso usado como soporte para 

experimentos de desecación. 

 

 

 

Cada valor de las barras representa la media de tres determinaciones. 

Diferentes letras en cada gráfica significa diferencia estadísticamente 

significativa entre los valores de las barras usando la prueba t-Student a P 

≤0.05. Las barras verdes representan las características fisicoquímicas del 

duelo arenoso limoso y las barras naranjas suelo arenoso. El suelo arenoso 

limoso fue colectado en Huejotzingo, Puebla México (19º 06´00´´ N; 98º 

20´00´´W) y el suelo arenoso fue colectado de Domingo Arenas, Puebla, 

México (19º 09´00´´ N; 98º 96´00´´O). 
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Fig S4. Producción de sideróforos de las cepas del consorcio 

 

A) Control B) A. brasilense Sp7, C) P. putida KT2440,  

D) Acinetobacter sp. EMM02, E) Sphingomonas sp. OF178 y F) Consorcio. 
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Tabla S3 Población bacteriana en suspensiones bacterianas 

 Medio 

selectivo  

*Log UFC /ml 

suspensión de 

una cepa 

bacteriana 

*Log UFC /ml 

suspensión de 

la mezcla 

bacteriana 

**Log UFC /ml 

suspensión de 

una cepa 

bacteriana 

**Log UFC /ml 

suspensión de la 

mezcla bacteriana  

A. brasilense Sp7 Congo red 

Cro50  

7.70 ±0.42 7.10 ±0.51 8.00 ±0.30 7.50 ±0.37 

P. putida KT2440 MM9- citrate 

Cm150 

5.90 ±0.36 5.10 ±0.38 5.70 ±0.32 5.00 ±0.31 

Acinetobacter sp. 

EMM02 

BAc CTX30  8.50 ±0.39 7.00 ±0.41 7.60 ±0.35 7.00 ±0.21 

Sphingomonas sp. 

OF178 

LB 5% AK50  8.80 ±0.42 8.30 ±0.24 8.73 ±0.27 8.10 ±0.31 

Determinación del número de células en la suspensión bacteriana (Log de UFC/ml) cada valor es el promedio de cinco 

repeticiones independientes con su respectiva desviación estandar, realizado por el método de MSDP en medio selective para 

cada cepa. Cro=Ceftriaxona 50 µg /ml, Cm=cloranfenicol 150 µg /ml, CTX=cefotaxima 30 µg /ml, AK= amikacina 50 µg 

/ml. * Experimento con semillas inoculadas sin estrés (Exp 2). ** Experimento con semillas inoculadas y sujetas a estrés por 

desecacion (Exp.3).  

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

Tratamiento de inoculación *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. EMM02 7.87 ±0.20 7.19 ±0.21 

Bacterial mixture EMM02 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 

Determinación de la población bacteriana adherida a la superficie semilla (Log de UFC/ml) cada valor es el promedio de 

cinco repeticiones independientes con su respective desviación 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 días antes de la germinación (Exp.3). Semillas no inoculadas no presentaron crecimiento 

bacteriano. 
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Tabla S5. Colonización de las rizósfera de plantas de maíz con las cepas de la mezcla 

bacteriana. 

 

Tratamiento de inoculación 

*15 DAS 

Log UFC/g V 

*30 DAS 

Log UFC /g V 

*45 DAS 

Log UFC /g V 

**15 DAS 

Log UFC /g V 

**30 DAS 

Log UFC /g V 

**45 DAS 

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. EMM02 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 EMM02 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 desviación estandar. DAS: días 

después del sembrado. Bacterias con diferente morfología a la morfología de las cepas de referencia fueron aisladas de 

plantas control, con poblaciones menores a 103 UFC/g V, * Experimento con semillas inoculadas sin estrés (Exp 2). ** 

Experimento con semillas inoculadas y sujetas a estrés por desecacion durante 18 días antes de la germinación (Exp.3).  
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DISCUSIÓN 

La formulación y optimización de una mezcla bacteriana eficiente como multi-inoculante 

requiere estudios de co-interacción entre los miembros de la mezcla, la adhesión bacteriana 

a la semilla, la colonización de las raíces de las plantas así como la evaluación de la 

bacteria para la promoción 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, fisiología de la planta (Bogino et al. 2013; Imran et al. 

2015; J. Muñoz-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 formulación 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 desecación (30 oC, 50% HR), como lo registrado para las cepas  

Paraburkholderia tropica MTo-672, P. tropica MOc-725 y P. unamae ScCu23 que 

presentaron alta sensibilidad a la desecación (Tabla 2), este resultado es similar a lo 

documentado en otras PGPR, como ejemplo es el de G. diazotrophicus PAl 5 R que puede 

resistir 2 días a la desecación (Velázquez-Hernández et al. 2011). Mientras que B. 

japonicum puede resistir 3 días a este estrés (Velázquez-Hernández et al. 2011; Donati et 

al. 2013).  

Algunas bacterias presentaron resistencia mediana a la desecación como las cepas 

Sphingomonas sp. GOF203 y P. putida KT2440, nuestros resultados concuerdan con la 

tolerancia media a la desecación  reportado para S. meliloti, R. etli, (Reina-Bueno et al. 

2012). Otro ejemplo de bacterias con tolerancia intermedia a la desecación es el de R. 

leguminosarum y B. japonicum que pueden incrementar su tolerancia a la desecación 

cuando presentan acumulación de trehalosa (Casteriano, Wilkes, and Deaker 2013; 

Humann et al. 2009). 

También observamos otros géneros bacterianos que presentaron alta tolerancia a la 

desecación como: Sphingomonas sp. OF178, Acinetobacter sp. EMM02 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 desecación como 

Microbacterium sp. 3J1 and Arthrobacter koreensis 5J12A promueven el crecimiento 

vegetal del pepino, mostrando correlación entre el grado de tolerancia a la desecación y el 

nivel de protección a la desecación que le confieren a la planta con la que interactúa 

(Vílchez et al. 2016). 

La formulación del consorcio bacteriano generado en este trabajo se sustentó en tres 

características: la capacidad de coexistir, resistencia a la desecación 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. EMM02) 

se produjo en base a los resultados de los experimentos de antagonismo bacteriano,  

resistencia a la desecación 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, así como experimento durante este trabajo.  

Para las cuatro cepas del consorcio se probó su compatibilidad en los medios PY-Ca y SYP 

bajo diferentes condiciones de cultivo, donde encontramos que A. brasilense Sp7, P. putida 

KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02 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 composición del medio de cultivo, condiciones bióticas como abióticas puede afectar la 

producción de sustancias inhibitorias (Aasen et al. 2000; Anacarso et al. 2014; Riley and 

Wertz 2002). 

Específicamente en el experimento 1 de promoción de crecimiento, donde se formuló un 

consorcio de cinco cepas capaces de co-existir, resistentes a la desecación, y con potencial 

PGPR, observamos que la interacción consorcio-planta bajo condiciones de crecimiento 

vegetal estresante por altas temperaturas, inhibió el crecimiento de las plantas de maíz en 

comparación a las plantas control y las plantas mono-inoculadas con la cepa Enterobacter 

sp. UAPSO300 (Gráfica E6 y E7). No siempre los consorcios trabajan sinérgicamente, 

algunos trabajos muestran que la co-interacción de dos cepas podría 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 mostró efecto 

sinérgico entre estas dos PGPR comparado con la mono-inoculación donde sí se observó 

promoción de crecimiento en tomate (Felici et al. 2008). Además, el consorcio bacteriano 

inhibió la raíz primaria de las plantas. 

Por otra parte, en el grupo de trabajo de Ecología Molecular Microbiana también se han 

explorado la formulación de seis cepas bacterianas (P. putida KT2440, Paraburkholderia 

unamae MTL-641T, Sphingomonas sp. OF178, Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5, 

Bradyrhizobium sp MS02 y Azospirillum brasilense Sp7), los resultados obtenidos con este 

consorcio fue la promoción eficientemente del crecimiento vegetal en maíz rojo criollo, 
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pinto, amarillo, entre otras, así como otras plantas; sin embargo, este consorcio no 

promovió el crecimiento en maíz criollo azul y criollo banco (Morales-García et al. 2012). 

Las bacterias A. brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02 

bajo condiciones óptimas de hidratación (Exp.2) y bajo condiciones de estrés por 

desecación (Exp. 3 y Fig 3), presenta una adecuada adhesión a la semilla y una eficiente 

colonización a las raíces de las plantas de maíz (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 rizósfera de maíz después de cinco 

semanas de crecimiento de la planta (Saia et al. 2015). 

Al evaluar el efecto de la inoculación del consorcio de este trabajo de tesis sobre la 

promoción del crecimiento vegetal del maíz azul, bajo condiciones de hidratación óptima 

(Exp 2), así como la mono-inoculación de las cepas A. brasilense Sp7, P. putida KT2440, 

Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02; los resultados mostraron que las 

plantas inoculadas con el consorcio bacteriano presentaron los valores más altos de los 

parámetros de crecimiento comparado a las plantas mono-inoculadas y las plantas control 

(Fig 2). Nuestros resultados están en acuerdo con lo reportado para caña de azúcar cuando 

es inoculada con el consorcio (G. diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, 

Herbspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense, and P. tropica) y reporta un 

incremento en la producción de tallo (De Oliveira et al. 2006), otro ejemplo es el estudiado 

en chícharo y trigo inoculado con un consorcio bacteriano que promueve el crecimiento 

vegetal de forma superior en comparación 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 desecación de 18 días (Fig. 3), 

y posteriormente se sembraron en vermiculita, se observó que las plantas inoculadas con el 

consorcio presentan los parámetros de crecimiento más altos en comparación 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 maíz azul criollo en consorcio, aun experimentando estrés por desecación.  

La cepa P. putida KT2440 al experimentar estrés por desecación no fue detectada a los 12 

días iniciado el proceso de desecación cuando estaba inoculada en las semillas en forma 

individual y en consorcio (Fig. 3).  

Posterior a la desecación, las semillas fueron sembradas y se evaluó la adhesión de P. 

putida KT2440 a la semilla, de forma similar no se pudo recuperar a la bacteria en forma 

viable. Se evalúo la colonización a los 15, 30 y 45 dpi, en los tres estadios de crecimiento 

de la planta encontrando a la bacteria en órdenes de 10
6 CFU/g V. Estos resultados sugieren 

que esta bacteria entra a un estado viable pero no cultivable (VBNC) durante el proceso de 

estrés por desecación, y la bacteria retorna a un estado cultivable, cuando detecta 
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condiciones que ocurren en la rizósfera de la planta de maíz, además de mantener sus 

características PGPR. Ha sido reportado que durante el proceso de pasteurización P. putida 

KT2440 entra a un estado VBNC y se sugiere que la bacteria puede regresar a un estado 

cultivable cuando las condiciones ambientales no causan estrés al microorganismo, 

permitiendo su actividad metabólica a un nivel óptimo (Gunasekera et al. 2002). 

Posiblemente durante la desecación la bacteria entra a este estado como estrategia de 

supervivencia y activa sus actividades metabólicas 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 desecación como 

Pseudomonas spp. y Viridibacillus arenosi IHBB7171 son capaces de promover el 

crecimiento de las plantas como maíz, té, chícharo y trigo bajo condiciones adversas 

(Thakur et al. 2017). Nuestros resultados concuerdan con el trabajo mencionado 

anteriormente, donde observamos promoción 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. EMM02) en este trabajo de tesis, bajo 

condiciones óptimas y condiciones de estrés por desecación (Fig. 2) (Molina-Romero, 

Baez, et al. 2017). 
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CONCLUSIONES 

1. Se identificaron 17 cepas pertenecientes a los géneros Azospirillum, Acinetobacter, 

Bradyrhizobium, Rhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Paraburkholderia, 

Pseudomonas, y Sphingomonas, que pueden coexistir sin establecer relaciones 

antagónicas. 

2. Se evidenció que 12 cepas pertenecientes a los géneros anteriores, algunas de estas 

presentan alta, mediana y baja resistencia a la desecación, y 3 presentaron 

sensibilidad la desecación. 

3. La formulación de un consorcio bacteriano con cinco cepas (A. brasilense Sp7, P. 

putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02 y 

Enterobacter sp. UAPSO3001) promueve el crecimiento de maíz azul cuando la 

planta crece a temperaturas óptimas; sin embargo, cuando la planta experimenta 

estrés por temperatura, el concorcio no ejerce promoción del crecimiento del maíz. 

4. Se observó que la inoculación de maíz criollo azul con P. putida KT2440 promovió 

el crecimiento de este cereal, independientemente de la temperatura de crecimiento 

de la planta (30 y 45 oC). 

5. La promoción de crecimiento más eficiente de P. putida KT2440 se observó cuando 

la planta crece a temperaturas estresantes. 

6. El efecto de la promoción de crecimiento vegetal de las cepas Acinetobacter sp. 

EMM02 y Enterobacter sp. UAPSO3001 se ve afectado cuando el maíz es sometido 

a estrés por temperatura. 

7. Se generó la formulación de un inoculante multi-especies (A. brasilense Sp7, 

P.putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02) que 

contiene bacterias que co-existen, son resistentes a la desecación y promueven el 

crecimiento vegetal del maíz criollo azul. 

8. Este consorcio bacteriano promueve el crecimiento vegetal del maíz de forma 

superior en comparación a la promoción que ejerce la mono-inoculación de las 

cuatro cepas al maíz azul criollo bajo condiciones hidratadas y de invernadero.  

9. El consorcio bacteriano mantiene su capacidad de promover el crecimiento del 

maíz, aun experimentando estrés por desecación. 
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PERSPECTIVAS 

1. Es necesario elucidar los mecanismos responsables de la promoción del crecimiento 

vegetal, cuando las bacterias del consorcio interaccionan con la planta de maíz azul 

criollo. 

2. Es importante evidenciar cuales genes de P. putida KT2440 son expresados para la 

promoción del maíz cuando la planta experimenta estrés por temperatura.  

3. El consorcio bacteriano presenta características adecuadas para su aplicación futura 

en el campo; requiriendo corroborar la inocuidad de estas bacterias bajo condiciones 

de campo. 

4. Será necesario probar si este consorcio puede promover el crecimiento vegetal de 

otras variedades de maíz e incluso otros modelos vegetales, contribuyendo a las 

prácticas agrícolas sustentables. 

5. Otra pregunta a contestar es, si la promoción de crecimiento del consorcio 

formulado con las cuatro PGPR (A. brasilense Sp7, P. putida KT2440, 

Sphingomonas sp. OF178, y Acinetobacter sp. EMM02) se ve afectado cuando la 

planta se enfrenta a estrés por déficit de agua, altas temperaturas, presencia de 

metales pesados o alta concentración salina. 
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