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1. RESUMEN  

Las raíces de las plantas están habitadas por una gran cantidad de 

microorganismos, determinada por los químicos liberados por las raíces. Sobre las 

raíces interactúan una gran cantidad de bacterias. Las bacterias conocidas como 

rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) son benéficas para 

el crecimiento de las plantas al establecer una relación mutualista proveyendo a las 

plantas de nutrientes esenciales como nitrógeno y fósforo.  

En México, el maíz es una de las plantas más producidas y consumidas, y por esta 

razón a través del tiempo se han buscado estrategias para mejorar su producción. 

En las plantas de maíz se identificó a Rhizobium phaseoli Ch24-10 actuando como 

una PGPR, favoreciendo el crecimiento del maíz. Además, esta bacteria logró ser 

excelente competidora al colonizar leguminosas y raíces de gramíneas, en 

comparación con cepas como Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum. 

En este trabajo, se diseñó un inóculo multiespecie de bacterias PGPR, que incluyó 

cepas fijadoras de nitrógeno como Rhizobium phaseoli, Sinorhizobium americanum 

y Azospirillum brasilense, así como otras bacterias promotoras del crecimiento de 

plantas como Bacillus subtillis y Methylobacterium extorquens. El objetivo principal 

de este trabajo fue analizar la expresión génica de R. phaseoli Ch24-10 cultivada en 

presencia de maíz, así como en presencia de un inóculo multiespecie. La comunidad 

multiespecie favoreció el crecimiento de la parte aérea de las plantas de maíz, en 

comparación con el efecto observado al inocular cada bacteria individualmente. La 

reducción de acetileno en las raíces del maíz se registró con el inoculante 

multiespecie, lo que sugiere que la fijación de nitrógeno ocurrió en estas 

condiciones. Para analizar las contribuciones de las diferentes bacterias fijadoras de 

nitrógeno que se inocularon, se realizó un análisis metatranscriptómico. El análisis 

de expresión diferencial reveló que los transcritos de los genes nif provenientes de 

Azospirillum están sobreexpresados, lo que sugiere que esta bacteria fue 

responsable de la fijación de nitrógeno en el maíz. En R. phaseoli Ch24-10, 

encontramos genes altamente expresados involucrados con la adaptación 

bacteriana ante el aumento de la osmolaridad, así como también genes que facilitan 

la adaptación, y colonización en las raíces. En este trabajo analizamos la interacción 

de una comunidad sintética la cual se puede proponer como una opción para futuras 

formulaciones de biofertilizantes. 
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2. ABSTRACT 

 

The roots of the plants are inhabited by a large number of microorganisms, which 

are influenced by the chemicals released by the roots. Within the roots, a large 

number of bacteria interact with each other. There are microorganisms known as 

plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), which are beneficial to plant growth 

by colonizing roots and making nutrients like nitrogen and phosphorus available in 

the soil.  

 

In Mexico, maize is one of the most widely produced and consumed crops, so 

strategies have been sought over time to improve its production. Within maize plants, 

we identified Rhizobium phaseoli Ch24-10 functions as a PGPR and favors the 

growth of corn, in addition, this bacterium is an excellent competitor to colonize 

legumes and roots of grasses, in comparison with strains of Rhizobium etli and other 

species. 

 

In this work, a multispecies inoculum of PGPR bacteria was designed, which included 

nitrogen-fixing strains such as Rhizobium phaseoli, Sinorhizobium americanum and 

Azospirillum brasilense, as well as other bacteria that promote plant growth such as 

Bacillus subtillis and Methylobacterium extorquens. The main objective of this work 

was to analyze the gene expression of R. phaseoli grown in the presence of maize, 

as well as in the presence of a multispecies inoculum.  

 

The multi-species community exerted a beneficial effect on the corn plants when 

inoculated, the effect was highlighted by inoculating each bacterium individually. The 

reduction of acetylene in the roots of maize is seen with the multispecies inoculum, 

which suggests that nitrogen fixation occured under these conditions. To analyze the 

different nitrogen fixing bacteria that were inoculated, a metatranscriptomic analysis 

was performed. Differential expression analysis revealed that predominantly 

Azospirillum nif transcripts were overexpressed, suggesting that it was responsible 

for nitrogen fixation in maize. Within the genes overexpressed in R. phaseoli Ch24-

10, we found genes involved with bacterial adaptation to hyperosmolarity, as well as 

genes that facilitate adaptation, and colonization in the roots. In general, we analyzed 

the interaction of a synthetic community, suggesting it as an option for future 

formulations of biofertilizers. 
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3. INTRODUCCIÓN  

Las raíces de las plantas albergan una gran cantidad de microorganismos e 

invertebrados [62]. Bacterias y hongos que se encuentran en la raíz pueden 

tener diversos efectos en el crecimiento, debido a que estos modifican la 

absorción de nutrientes, la tolerancia al estrés, la resistencia a patógenos. 

Algunas bacterias además realizan la fijación biológica de nitrógeno. La 

comunidad en el suelo influye directamente en las características y 

establecimiento exitoso de las plantas [11,39,54].  

Mediante el uso de diferentes técnicas como cultivos en placa, meta perfil y 

metagenómica, se ha logrado identificar la composición de una comunidad 

bacteriana en diferentes suelos y cultivos [24,29,45]. Recientemente, mediante 

el uso de tecnologías de secuenciación masiva se han logrado caracterizar las 

posibles actividades de bacterias no-cultivables, con esto también es posible 

encontrar genes que participan en posibles vías biosintéticas de productos 

microbianos que permiten la convivencia entre los diferentes microorganismos 

que se encuentran en las raíces y de productos involucrados en el crecimiento 

de las plantas [83]. 

 

3.1 Microorganismos en el suelo: Interacciones y efectos en plantas   

Las bacterias del suelo de vida libre que son benéficas para el crecimiento de 

las plantas, son conocidas como PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, 

por sus siglas en inglés) [41]. Las PGPRs influyen en el crecimiento de la planta 

directa o indirectamente. La promoción directa consiste en proveer a la planta 

de algún compuesto sintetizado por la bacteria, como lo son las fitohormonas. 

La promoción indirecta de crecimiento se lleva a cabo cuando las PGPRs 

disminuyen los efectos nocivos de organismos patógenos mediante diversos 

mecanismos, por ejemplo, la producción de bacterocinas, así como la 

producción de otros compuestos químicos como la ACC desaminasa, acil-

homoserina lactonas (AHL), que generan respuestas bioquímicas y de defensa 

activando la resistencia sistémica inducida [8] [2,35].  

Por otra parte, las fitohormonas son sustancias producidas por los 

microorganismos en las raíces de la planta y ejercen ciertos beneficios en el 

crecimiento de la misma. Por ejemplo, el ácido indolacético producido por 
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Azospirillum, favorecen el enraizamiento de las plantas, lo que mejora la 

absorción de minerales que se encuentran en el suelo, a mayor enraizamiento, 

más absorción de agua y de nutrientes del suelo. Adicionalmente, Azospirillum 

aumenta la cantidad de exudados totales al aumentar el número de raíces y con 

esto se aumentan los microorganismos atraídos por la planta [27,73]. Se ha 

reportado también que la producción de citoquininas por Bacillus megaterium 

aumenta la biomasa en frijol y en Arabidopsis thaliana [49].  

 Asimismo, en las raíces de las plantas, se encuentran bacterias, con la 

capacidad de solubilizar fosfato y hacerlo disponible para las plantas y con esto 

mejoran el crecimiento. Entre los géneros bacterianos descritos con esta 

capacidad, se ha identificado a Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, 

Burkholderia, Flavobacterium y Erwinia [68]. Burkholderia cepacia presenta 

actividad de fosfatasa y de solubilización de fosfato, mejorando así el 

crecimiento de maíz y lechuga [18]. Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, 

demostró la capacidad de solubilizar fosfato y una mayor competitividad para 

colonizar raíces de maíz y lechuga, en comparación con otras bacterias del 

suelo [19].  

Los microorganismos en el suelo son capaces de liberar ácidos orgánicos y una 

gran cantidad de sideróforos en condiciones limitantes de hierro. El hierro es un 

micronutriente necesario para las plantas, está involucrado en diversas 

funciones fisiológicas de la planta, así como también en la biosíntesis de 

clorofila, sin embargo, el hierro en la rizósfera se encuentra en forma no soluble 

(Fe III), lo que lo hace no disponible para las plantas. Se han descrito diversas 

estrategias para la adquisición de hierro por las plantas, una de estas estrategias 

es tomarlo, a partir de pequeñas moleculás quelantes de hierro, estás moléculas 

son llamadas sideróforos y son producidas por diversas bacterias en el suelo 

[33,57,71]. Hasta el momento se sabe que los sideróforos bacterianos pueden 

contribuir indirectamente a la promoción de crecimiento de las plantas [13]. 

Pseudomonas putida tiene la capacidad de producir sideróforos y con estos 

inhibir el crecimiento de ciertos patógenos fúngicos como Fusarium oxysporum, 

mejorando indirectamente la salud de las plantas [28]. 

Algunos microorganismos en el suelo pueden sintetizar una gran cantidad de 

compuestos con actividad antimicrobiana, estos pueden ser derivados del 

metabolismo secundario [13]. Pseudomonas fluorescens produce compuestos 
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nitrogenados heterocíclicos como la fenazina, que ha demostrado tener una 

actividad antimicrobiana y de inhibición de fitopatógenos [58]. Dentro del género 

Bacillus se han reportado bacterias productoras de muchos antibióticos como la 

bacitracina, además también productores de enzimas como las quitinasas, 

glucanasas y celulasas, capaces de ejercer un efecto antagónico contra 

fitopatógenos bacterianos y fúngicos [6] [72]. 

 

3.2 Producción de maíz en el mundo y microorganismos asociados a la raíz del 

maíz   

El maíz (Zea mays), es una planta anual de la familia Poaceae. Este cereal es 

un alimento básico que se produce y se consume en todo el mundo. Se estima 

que la producción mundial de maíz fue de aproximadamente 27,762,481 

toneladas en el año 2019 (Figura1) [32].  

 

  

Figura 8. Producción de maíz en el mundo en el año 2019 (FAOSTAT). 

 

Debido a la gran importancia en la producción y en el consumo de maíz, diversos 

grupos se han enfocado a describir los microorganismos que se encuentran 

asociados a las raíces de este cultivo, mediante métodos cultivables y no-

cultivables. Mediante métodos cultivables, que incluyen ensayos en placas y 

crecimiento en caldo de cultivo, se ha descrito la presencia de Azospirillum, 

Bacillus spp., Azotobacter spp., Pseudomonas spp., Arthrobacter spp., Listeria 

spp., Agromyces spp.,[16]. Por estos mismos métodos, también se han logrado 
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identificar bacterias de los géneros pertenecientes a Bacillus, Lysinibacillus, 

Paenibacillus, Achromobacter, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Erwinia, 

Stenotrophomonas [61] (Figura2). 

  

 

Figura 9 - Estructura de la comunidad bacteriana durante el crecimiento de la planta de 
maíz. Log10 de los recuentos de géneros bacterianos identificados en la raíz de maíz 
mediante métodos cultivables [16]. 

 

Otros métodos como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) y 

pirosecuenciación se utilizaron para analizar la composición bacteriana en la 

raíz. Mediante estás técnicas independientes de cultivo se lograron identificar 

los principales phyla en la raíz del maíz, representados por proteobacterias, 

bacteroidetes y actinobacterias; así como también diversos géneros como 

Flavobacterium, Acidobacteria, Pseudomonas, Burkholderia, Streptomyces, 

Azoarcus, Delftia, Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, entre otros [47]. 

 

3.3 Bacterias promotoras de crecimiento asociadas a maíz   

Analizando las raíces del maíz se han identificado diversos microorganismos 

benéficos para el crecimiento de la planta, es por esto que han sido utilizados 

como inóculos para mejorar su crecimiento.  
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Las bacterias del género Azospirillum son consideradas PGPR, debido a que 

tienen la capacidad de producir diversas fitohormonas, como auxinas, giberelinas 

y citocinas, cuya producción trae como consecuencia la estimulación del 

crecimiento de las plantas [15]. 

Las plantas de maíz sometidas a estrés hídrico mostraron un 10.05% de aumento 

en brotes, así como un aumento en la altura de las plantas del 7.01% al ser 

inoculadas con Azospirillum lipoferum, en comparación con plantas no 

inoculadas, lo que sugiere que Azospirillum ayuda a contender este tipo de 

estrés. Por este motivo, se le  utiliza como inoculante para el cultivo del maíz y 

puede ayudar a la cosecha a soportar la limitada disponibilidad de agua [10]. Se 

sabe también que la inoculación en plantas de maíz con A. brasilense 

enriquecido con lipoquitooligosacáridos (LCOs, cadenas de ácido graso 

saturado con diferentes números de átomos de carbono), metabolitos 

obtenidos de Rhizobium tropici CIAT 899, favorece el crecimiento de vástagos 

de las planta y del mismo modo se mejoró el rendimiento de grano, aumentando 

hasta 358 kg/ha-1 en comparación con aquellas plantas que no fueron inoculadas 

[56].  

Otra bacteria presente en maíz es Methylobacterium extorquens que al ser 

inoculado en maíz, favoreció el crecimiento de maíz, así como otros cultivos 

como trigo, tomate, fresa, tabaco [1]. Methylobacterium también ayuda a las 

plantas a contender condiciones de salinidad. Kim y colaboradores en 2012 co-

inocularon Methylobacterium oryzae y Brevibacterium iodinum en semillas de 

maíz sometidas a 150 mM de NaCl, incrementando con esto la germinación 

hasta un 16.7%. Este co-inóculo también favorece el crecimiento de la raíz 

aumentando hasta un 22.9% la longitud en comparación con plantas no 

inoculadas [40]. 

Bacillus es otro organismo que ha sido evaluado como inóculo, y se sabe que 

tiene la capacidad de ayudar a la planta de maíz a contender contra el estrés 

hídrico. Chen y colaboradores sometieron plantas de maíz a estrés hídrico (NaCl 

100mM) durante 20 días, las plantas que fueron inoculadas con B. 

amyloliquefaciens crecieron más que las plantas que no fueron inoculadas con 

el microorganismo, de la misma manera el contenido de clorofila aumentó [21]. 

Vardharajula y colaboradores (2011) por su parte, demostraron que Bacillus spp. 
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tiene la capacidad de ayudar a las plantas de maíz a tolerar el estrés hídrico, así 

como también a aumentar la biomasa, el contenido relativo de agua y el 

potencial hídrico de la hoja, y las respuestas fisiológicas que pueden ayudar a 

la planta a aliviar los efectos negativos del estrés por sequía [78].  

Rhizobium phaseoli Ch24-10 es otra bacteria asociada a maíz, aislado de suelos 

del estado de Puebla de un cultivo de maíz criollo, y se puede encontrar en el 

suelo, en la rizósfera y como endófito de maíz, este microorganismo mostró una 

alta capacidad de competir con otros rizobios aislados de la rizósfera [69].  

 

3.4 Inóculos multiespecie en cultivos de interés agrícola  

Diversos autores han concluido que los inoculantes mixtos proporcionan una 

ventaja para las plantas inoculadas con estos, mejorando la absorción de 

nitrógeno y fósforo, como el principal mecanismo implicado. Es por esto que se 

han evaluado diversos trabajos en los cuales se co-inoculan dos o más especies 

bacterianas para evaluar el beneficio de la planta de interés [4]. 

Al inocular Azospirillum brasilense seguido (después de 24 h) de la inoculación 

con Rhizobium meliloti en plantas de Trifolium alexandrinum y Medicago 

polymorpha, se observó un aumento en la formación de nódulos hasta en un 

25%, en comparación con tratamientos de plantas inoculadas sólo con 

Rhizobium. Esto se puede deber a que Azospirillum estimula la formación de un 

mayor número de células de la epidermis que se diferencian en los pelos 

radicales infectables por Rhizobium [81]. 

La co-inoculación de Pseudomonas striata, Bacillus polymyxa y Azospirillum 

brasilense, bajo condiciones de temporal en plantas de sorgo, mostraron que 

esta co-inoculación favoreció a las plantas, aumentando los rendimientos de 

grano y materia seca, así como la absorción de nitrógeno y fósforo, en 

comparación con aquellas plantas que sólo fueron inoculadas con cada especie 

por separado [4]. 

Rajendran y colaboradores (2008), también mostraron que la co-inoculación de 

Rhizobium spp. con Bacillus sp. incrementa el peso fresco de la planta, el 

contenido de clorofila y la nodulación hasta un 55 % en plantas de guandul 

(Cajanus cajan). Se cree que este mejoramiento en las plantas que fueron 

tratadas con el co-inóculo, se debe a que Bacillus produce sideróforos, que 
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pueden ser utilizados por Rhizobium spp. volviéndola eficiente en la nodulación 

[64].  

Azospirillum brasilense fue co-inoculada con Brayrhyzobium japonicum en 

semillas de maíz y soja, demostrando que la co-inoculación promueve la 

germinación temprana de semillas, la formación de nódulos, y el desarrollo 

temprano de las plántulas de maíz y soja, esta co-inoculación además confiere 

cierta ventaja de crecimiento y adaptación [14].   

Mansotra y colaboradores (2015) estudiaron una comunidad bacteriana 

tripartita, conformada por Mesorhizobium cicer, Pseudomonas spp. y 

Piriformospora indica en plantas de garbanzo (Cicer arietinum L.). El inóculo 

ejerció un efecto sinérgico entre las bacterias, favoreciendo la germinación de 

las semillas hasta un 10%, la ganancia en peso seco hasta de un 31%, el 

contenido de clorofila y el porcentaje de nodulación se vieron favorecidos hasta 

en un 35%, recomendando así la utilización de estas bacterias que puedan 

mejorar en este caso la productividad del garbanzo [53]. 

Dado los resultados anteriores, los inóculos multiespecie representan una 

alternativa para su utilización como biofertilizantes, debido a que diferentes 

bacterias, pueden aportar diversos beneficios para el mejoramiento de plantas 

de interés agrícola.  

  

3.5 Expresión genómica de microorganismos en raíces de plantas  

Se sabe poco de los mecanismos que permiten la interacción entre diversas 

poblaciones de bacterias que co-habitan las raíces de las plantas. Actualmente 

existen algunos trabajos donde se evalúa la interacción planta-bacteria a nivel 

genómico. 

Se evaluaron los genes que expresa Pseudomonas aeruginosa en respuesta a 

los exudados de raíces de remolacha. Muchos de los genes identificados 

estaban implicados en interacciones planta-bacteria, quimiotaxis, catabolismo 

de compuestos aromáticos, generación de energía, y biosíntesis de 

aminoácidos, esto era de esperarse, debido a que los monosacáridos, 

aminoácidos, y ácidos orgánicos son los principales constituyentes de exudados 

de la raíz de las plantas. Los genes identificados mediante estas técnicas, 

pueden ayudar a dilucidar las interacciones moleculares que son importantes 
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para el control biológico, la promoción de crecimiento de las plantas, y la 

patogénesis de la planta [55]. Newman y colaboradores (2016), utilizaron un 

enfoque basado en ARN-Seq, para evaluar la expresión de genes de bacterias 

presentes en la rizósfera de maíz tratado con el herbicida glifosato. Este estudio 

indicó que las bacterias dentro de la rizósfera invierten la mayor parte de su 

energía en la transcripción (en el metabolismo del ARN) y el metabolismo de 

hidratos de carbono, también se mostró que las bacterias Gram negativas 

disminuyen con la aplicación de glifosato, permitiendo sólo el crecimiento de las 

bacterias tolerantes a glifosato [59].   

Ramachandran y colaboradores (2011), evaluaron mediante transcriptómica 

comparada la adaptación de Rhizobium leguminosarum a tres rizósferas 

diferentes (de chícharo, alfalfa y remolacha azucarera), encontrando que hay 

ciertos genes que se expresan comúnmente en las tres rizósferas, de las cuales 

el 66% es de función desconocida. Dentro de los genes comunes, se 

identificaron aquellos involucrados con la detección del quórum sensing, donde 

la movilidad bacteriana es importante para la colonización de las raíces. Se 

indujeron genes involucrados con la síntesis de formato deshidrogenasa, ya que 

el formato es una fuente de carbono en el crecimiento autotrófico. La enzima 

formato deshidrogenasa utiliza como cofactor Mo, el cual se cree que es 

transportado por un transportador tipo ABC, cuyo gen también tuvo sobre 

expresión en las tres rizosferas. Otros genes sobreexpresados, están 

relacionados con los sistemas de transporte, esto puede indicar la presencia de 

estos compuestos en la rizósfera, así como también algunos genes involucrados 

en la adaptación a condiciones adversas, tales como agentes antimicrobianos 

producidos por las plantas (por ejemplo, fitoalexinas), las bacterias deben 

degradar o exportar estos compuestos para adaptarse. Algunos antimicrobianos 

de las plantas como hidrocarburos halogenados (por ejemplo, dicloroetano) 

podrían ser catabolizados por RL4047 y RL4267, los cuales pueden catalizar la 

conversión de dicloroetano a través de ácido cloroacético a glicolato, con una 

degradación por el ciclo del glioxilato. Al mutar RL4267 en Rhizobium 

leguminosarum, se obtiene una cepa con baja competitividad en la rizósfera del 

chícharo. En general en este trabajo se muestran algunas repuestas bacterianas 

en diferentes rizosferas así como también la capacidad de la bacteria de 

adaptarse y contender bajo diferentes ambientes [65].  
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Un trabajo directo que precede a esta tésis es el de López-Guerrero y 

colaboradores (2012), donde analizaron el transcriptoma de R. phaseoli Ch24-

10 en las raíces de maíz y frijol, identificando 598 genes altamente expresados 

en común en ambas plantas, y 49 genes exclusivamente expresados en las 

raíces de maíz. En maíz por ejemplo, se encontraron genes expresados 

relacionados con el ciclo de los ácidos tricarboxilicos, metabolismo del piruvato, 

biosíntesis de trehalosa, utilización de lactosa y xilosa, así como también se 

encontraron genes que participan en la síntesis o transporte de glicina-betaína, 

este osmolito se acumula en el citoplasma en respuesta a estrés osmótico; 

dentro de los genes que ayudan a contender contra el estrés oxidativo, se 

encontró una catalasa, que interviene en la protección de especies reactivas de 

oxígeno; todos estos genes son indicativos del metabolismo bacteriano sobre el 

rizoplano del maíz [50]. 

  

4. Planteamiento del problema  

Se sabe el efecto que generan algunos de los co-inóculos en plantas de interés 

agrícola, sin embargo, se desconocen los genes involucrados en la interacción 

de una comunidad bacteriana que puede beneficiarse entre sí y favorecer 

también el crecimiento de las plantas.  

Nos planteamos las siguientes preguntas:  

¿Qué efecto genera un inóculo multiespecie en las plantas de maíz?  

¿Cuáles son los genes que expresa Rhizobium phaseoli, cuando se encuentra 

conviviendo con diferentes organismos en las raíces de la planta de maíz?   

 

5. Justificación  

Si bien se han estudiado los procesos de nodulación y fijación de nitrógeno por 

rizobios, se sabe poco de rizobios en su interacción con plantas no leguminosas 

como el maíz, el cual será el modelo de este estudio.   

Actualmente la mayoría de inoculantes microbianos están constituidos por uno 

o dos microorganismos, sin embargo, no se han probado comunidades 

compuestas que contengan más de tres organismos, así como tampoco se ha 
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estudiado la expresión de genes de comunidades interaccionando en plantas de 

maíz. 

El estudio del funcionamiento de ciertos genes que ayuden a entender cómo 

interactúan los microorganismos en la raíz, nos permitirá hacer mejor uso de 

ellos, por ejemplo, en la formulación de consorcios microbianos para la 

producción de biofertilizantes.  

6. Hipótesis  

Existirá un efecto benéfico de crecimiento en las plantas de maíz al ser 

inoculadas con un consorcio microbiano.  

Habrá una expresión diferencial de genes que permitirá la adaptación del inóculo 

multiespecie, así como genes involucrados en la promoción de crecimiento en 

plantas. 

 

7. Objetivos 

7.1 Objetivo general 

 Evaluar el efecto de un inóculo multiespecie en el crecimiento de maíz y 

analizar la expresión de genes de Rhizobium phaseoli Ch24-10 en un 

inóculo multiespecie en presencia y ausencia del maíz.  

 

7.2 Objetivos particulares  

• Evaluar el efecto que ejerce un inóculo multiespecie en el crecimiento de 

la planta de maíz.  

• Obtener y analizar el transcriptoma de Rhizobium phaseoli Ch24-10 al 

interactuar con inóculo multiespecie en ausencia y presencia del maíz.   

• Generar y evaluar mutantes de Rhizobium phaseoli Ch24-10 de genes 

diferencialmente expresados cuando este interactúa con el inóculo 

multiespecie en presencia de maíz. 
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8. Estrategia experimental 

 
8.1 Bacterias del inóculo multiespecie  

Para la generación del inóculo multiespecie, utilizado en este trabajo se 

utilizaron cinco bacterias: 1) Rhizobium phaseoli Ch24-10 que se aisló de 

plantas de maíz de tres meses de edad en Cholula, Puebla [71]. 2) Azospirillum 

brasilense sp.7 aislada de Digitaria decumbens, la cual se ha descrito que 

promueve el crecimiento del maíz, el arroz y el trigo en diferentes ensayos [82], 

[34]. 3) Bacillus amyloliquefaciens CCGE2031, una bacteria endofítica de 

Phaseolus vulgaris [58] y se ha descrito como promotora de crecimiento en maíz 

[3]. 4) Methylobacterium extorquens AM1, bacteria epífita foliar muy común y 

capaz de colonizar diferentes plantas, AM1 es una de las cepas de 

metilobacterias más estudiadas y fue proporcionada por ME Lidstrom de la 

Universidad de Washington, EE. UU. [9]. Finalmente, 5) Sinorhizobim 

americanum CFNEI156 de nódulos de Acacia [84], promueve el crecimiento de 

la planta acacia [22]. Cada cepa se cultivó individualmente en medio PY a 30ºC 

durante la noche. 

 

8.2. Inhibición de crecimiento entre inóculo multiespecie  

Para verificar que el inóculo multiespecie (IM) elegido pudiera crecer 

conjuntamente sin inhibición de crecimiento entre las mismas bacterias hicimos 

pruebas de agar suave. Las cepas se cultivaron en medio PY líquido (Extracto 

de levadura 3g/L, peptona de caseína 5g/L) en un cultivo toda la noche, 

posteriormente se ajustó la D.O.600nm a 0.1, 100 mL, de esta solución fueron 

puestos en 5 mL agar blando fundido, y fue vertido en placas estériles, esta 

mezcla se dejó secar por 10 minutos y posteriormente fue recubierta por una 

capa fina de agar de 3 mL, esta última capa se dejó secar también y finalmente 

se tomaron 50 µL de las otras cuatro bacterias y se pusieron en gota sobre el 

agar solidificado. El experimento se monitoreo ocho días, los tratamientos se 

hicieron por triplicado y se obtuvo un resultado cualitativo. Para evaluar 

cuantitativamente el crecimiento del IM, se hicieron ensayos en placa para 

determinar unidades formadoras de colonia (UFC), tanto de las bacterias 

crecidas en medio PY, así como de las bacterias crecidas en planta.  
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8.3 Pruebas de promoción de crecimiento de maíz 

8.3.1 Desinfección y germinación de semillas de maíz   

Las semillas se pusieron en un matraz estéril, se les agregó etanol al 70 % hasta 

cubrirlas, se agitaron por un minuto, se enjuagaron durante un minuto con agua 

estéril, posteriormente se les agregó una solución de cloro al 30 % y se agitaron 

durante 20 minutos, se enjuagaron cinco veces durante un minuto con agua 

estéril, se les agrego una solución de tiosulfato de sodio al 2 % y finalmente se 

enjuagaron con agua estéril tres veces (un minuto por vez). Una vez 

desinfectadas las semillas se pusieron en placas de agar al 0.7 % durante 48 

horas a 30 °C. 

 

8.3.2 Diseño experimental de plantas en cámara de crecimiento   

Una vez germinadas las semillas fueron puestas en matraces Erlenmeyer (una 

semilla por matraz). Cada semilla fue inoculada con los diferentes tratamientos 

(a una concentración de 108 UFC). Los diferentes tratamientos consisten en 

inóculos de cada una de las bacterias por separado (Rhizobium phaseoli Ch24-

10, Azospirillum brasilense sp.7, Bacillus subtilis CCGE2031, Methylobacterium 

extorquens AM1, Sinorhizobim americanum CFNEI156), un tratamiento con 

todas las bacterias y un tratamiento sin inóculo. El diseño experimental se 

estableció en cámaras de crecimiento (temperatura de 28 °C, 12 horas luz, 12 

horas oscuridad). Hubo un total de siete tratamientos con 10 plantas por 

tratamiento, con tres replicas biológicas y un diseño de bloques completamente 

al azar. Al día 30 de crecimiento, las plantas fueron medidas y se determinó 

peso fresco y seco de la parte aérea de la planta. Los datos obtenidos de cada 

uno de los tratamientos fueron analizados mediante el análisis de varianza 

(ANOVA) y la prueba de comparación de medias de Tukey (p= 0.05). 

 

8.3.3 Medición de fotosíntesis en plantas de maíz   

Para evaluar el estatus fisiológico de la planta evaluamos el funcionamiento del 

sistema fotosintético (PSII), en el cual se mide el intercambio gaseoso de las 

hojas y la fluorescencia de la clorofila [44]. Esto se realizó con el aparato portátil 

LI-6400XT. Los datos de µmol CO2 m-2 s-1 obtenidos de los tratamientos fueron 
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analizados mediante el análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de 

comparación de medias de Tukey (p= 0.05).  

 

8.4 Obtención y análisis de transcriptoma en medio PY  

8.4.1 Cultivo en PY del inóculo multiespecie para transcriptoma   

Se inoculó en 30 mL de medio PY a Rhizobium phaseoli Ch24-10, Azospirillum 

brasilense sp7, Methylobacterium extorquens AM1, Bacillus subtilis CCGE 2031 

y Sinorhizobium americanum CFNEI 156 así como también se inoculó por 

separado a Rhizobium phaseoli Ch24-10 a una concentración final de bacterias 

de 108, los tratamientos se realizaron por triplicado. Transcurridas 24 horas se 

agregaron tres mL de ARNlater (Ambion) durante 10 minutos en hielo, 

posteriormente las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 6000 rpm a 

4°C, se obtuvo un pellet de los cultivos, y se procedió a la extracción de ARN 

(Figura 3).  

 

8.4.2 Extracción de ARN  

A partir del pellet obtenido del medio PY, se realizó la extracción de ARN 

mediante el protocolo de Qiagen [63]. El ARN obtenido se cuantificó mediante 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). La integridad del ARN total se verificó 

mediante geles de agarosa al 1% y en Bioanalyzer 2100 (Agilent  

Technologies).   

 

8.4.3. Obtención de ARN-seq mediante Illumina  

Del ARN total obtenido se enviaron 500 µg/µL a secuenciar al servicio de 

genómica y bioinformática en Texas A&M AgriLife. El ARN ribosomal fue retirado 

mediante el Ribo-Zero rARN Removal Kit (Bacteria). Las bibliotecas de ARNm 

se obtuvieron utilizando el kit TruSeq ARN Sample Preparation Kit (Illumina). 

Las bibliotecas de ARNm se secuenciaron mediante la plataforma Illumina 

HiSeq 2500 a través del servicio de genómica y bioinformática en Texas A&M 

AgriLife, en formato pareado y con una longitud de 125 pb (Figura 3). 
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Figura 3. Metodología para obtener las muestras de ARN. A partir de muestras de R. 
phaseoli en PY, se obtuvieron 3 réplicas biológicas y se hicieron ectracciones de ARN, 
las cuales fueron tratadas con Ribo-Zero, para agotar los ARNr, y las librerias fueron 
obtenidas con Illumina HiSeq 2500. Lo mismo se realizó para cada uno de los diferentes 
tratamientos. 

 

8.4.4. Software para el análisis de ARN-Seq  

La calidad de los datos de secuenciación se evaluó mediante FASTQC (v0.11.2) 

[7]. Los adaptadores y las secuencias de baja calidad se eliminaron utilizando 

Trimmomatic (v0.38) [12], con los parámetros ILLUMINACLIP: Adapter.fasta: 2: 

30: 7 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:60. Las lecturas de las secuencias pair-

end fueron mapeadas contra un genoma concatenado de todos los miembros de 

la comunidad utilizando Bowtie2 (v2.1.0) [46], usando los siguientes parámetros: 

sensitive --rdg 1000,1000 --rfg 1000,1000 1 -k 20. La abundancia de los distintos 

transcritos se cuantificó utilizando featureCounts del software Subread (v1.6.2) 

[48],  utilizando los siguientes parámetros -T 8 -p -a -t CDS -g ID -o. Los genes 

que no tenían al menos 1 cpm en al menos una muestra se eliminaron. 

El paquete edgeR de Bioconductor (v3.22.3) [66], se usó para probar la 

expresión génica diferencial, considerando un gen expresado diferencialmente a 

FDR <0.05. La anotación funcional se realizó con Trinotate (v3.0.1), y el 

enriquecimiento del término GO se realizó con el paquete topGO R (v2.32.0) [5], 

utilizando una prueba clásica de Fisher y estableciendo un umbral de 

enriquecimiento de valor p <0.05 (Figura 4). 
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Figura 4. Flujo de trabajo que se utilizó para analizar los datos obtenidos por ARN-seq. 
 

8.5 Obtención y análisis de transcriptoma de bacterias crecidas en planta de 

maíz y medio Fahareus  

 

8.5.1 Cultivo hidropónico de maíz e inoculación  

Las semillas de maíz fueron desinfectadas y germinadas, como se describe en 

el apartado 8.3.1, una vez germinadas las semillas, se colocaron en un sistema 

hidropónico, el cual consiste en tubos de 50 mL, dentro del cual hay un soporte 

de acero inoxidable, donde se coloca la semilla germinada. Cada semilla fue 

inoculada con una concentración bacteriana final de 108 UFC por planta, 

resuspendidas en medio Fahareus. En total se procesaron 50 plantas por 

tratamiento. Las plántulas de maíz se mantuvieron por cinco días a 28 °C con 

ciclos de 12/12 luz/oscuridad.  

 

8.5.2 Obtención de bacterias adheridas a las raíces de maíz  

Transcurridos cinco días, las raíces de 50 plantas sin síntomas de estrés, se 

cortaron y se sumergieron en una solución de 100 mL de MgSO4 (20g/L), más 

ARNlater (Ambion) 10% y se incubaron en hielo, durante 10 minutos. Para 

desprender a las bacterias adheridas a las raíces, estás se sometieron a 
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sonicación indirecta durante 20 minutos y se agitaron en vórtex por 30 segundos 

[60], este proceso no afecta la viabilidad celular.  

La suspensión resultante se filtró con cuatro membranas superpuestas estériles 

de Miracloth (Merck Millipore), para eliminar el tejido vegetal que se pudo haber 

desprendido en el procedimiento, el filtrado se centrifugó a 4°C, a 6000 rpm, 

durante ocho minutos, para recuperar las células desprendidas de las raíces de 

cada planta. A partir del pellet celular obtenido se realizó la extracción de ARN, 

como se describe en el punto 8.4.2. y la construcción de librerías, obtención de 

secuencias se realizó como se menciona en los puntos 8.4.3 y 8.4.4, 

respectivamente.  

 

9. Resultados y discusión  

9.1. Inhibición de crecimiento entre IM  

Para evaluar si el consorcio microbiano era capaz de crecer conjuntamente, se 

sembraron todas las bacterias en medio PY sólido, observando que no hay 

inhibición entre ninguna de las bacterias elegidas (Figura 5). Se sabe que la 

mayoría de los microorganismos en sus diferentes ambientes enfrentan una 

batalla constante por los recursos presentes en el medio, y han desarrollado 

diversas estrategias que incluyen motilidad, producción de sustancias 

antimicrobinas y comportamiento coordinado que pueden ayudar a la 

competitividad [37]. Sin embargo, así como se han desarrollado estrategias para 

competir, también se han desarrollado estrategias para cooperar entre una 

comunidad y poder crecer conjuntamente, dentro de estas estrategias se 

encuentra las cooperaciones basadas en la producción de bienes compartidos 

(públicos). Estos bienes son moléculas como las invertasas, sideróforos, 

biosurfactantes y son producidas por ciertos individuos y pueden beneficiar a una 

población [17,79]. Existen también cooperaciones basadas en interacciones 

metabólicas, llevadas a cabo principalmente entre comunidades microbianas 

naturales y surgen de los metabolitos de una especie que son utilizados por otras 

especies como fuentes de energía [17]. En medios de cultivo observamos que 

las bacterias que integran al IM no se inhiben entre ellas (Figura ). 
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Figura 5. Prueba de agar suave con las cinco bacterias del IM. Como césped, está 
sembrada M. extorquens y alrededor las otras bacterias del inóculo multiespecie. Todas 
las bacterias fueron puestas como césped y las demás alrededor.  

   

9.2. Medición de biomasa y fotosíntesis en plantas de maíz   

Para evaluar el efecto que ejercen las bacterias sobre el crecimiento de las 

plantas, evaluamos la ganancia de biomasa y la fotosíntesis, parámetros 

importantes para establecer el estatus fisiológico de la planta.   

Mediante un análisis de varianza ajustado a p<0.05, encontramos que las 

plantas con el IM son estadísticamente significativas las diferencias en 

comparación con el control no inoculado y con las plantas inoculadas con una 

sola bacteria. Cuando las plantas fueron inoculadas con el IM, la biomasa se vio 

aumentada hasta un 113 %, seguida por las plantas que estaban inoculadas con 

Rhizobium que tuvieron un aumento del 84 %.  

Se ha demostrado que diversos microorganismos, considerados como 

inductores de crecimiento, favorecen el crecimiento de cultivos de interés 

agrícola. Los resultados obtenidos reafirman experimentos realizados 

anteriormente con rizobios en no leguminosas, por ejemplo, se ha probado que 

Rhizobium phaseoli biovar leguminosarum es capaz de colonizar raíces de maíz 

y lechuga y son más competitivas para poblar la raíz en comparación con otras 

bacterias promotoras de crecimiento [19]. Meng (2015) reporta que al inocular 

BradyRhizobium japonicum con el hongo de la micorriza Glomus mosseae en 

maíz y soja, se aumenta la eficiencia de fijación de nitrógeno y el rendimiento en 

ambos cultivos. Los resultados obtenidos en este trabajo sugirieron que pudiera 

haber un sinergismo entre las bacterias inoculadas en maíz, lo cual favorece la 

ganancia de biomasa en la planta (Figura 6).   
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Figura 6. Características fenotípicas de plantas de maíz inoculadas con el IM. (a) Masa 
aérea de la planta, treinta días después de la inoculación con los diferentes 
tratamientos; b) CO2 asimilado por plantas de maíz inoculadas después de treinta días 
de la colonización; c) Planta no inoculada y una planta colonizada con el IM a los treinta 
días post inoculación, d) Masa radicular en las plantas colonizadas con IM. Los 
números dentro de las barras representan el porcentaje de ganancia en comparación 
con el control. *representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 
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9.3. Análisis de transcriptoma  

9.3.1 Extracción de ARN  

Se tuvieron concentraciones arriba de 500 ng/µL de ARN, las calidades de ARN 

fueron óptimas para la secuenciación, teniendo RQN o RIN arriba de siete. En 

la figura 7 se observan geles con ARN en la cual podemos ver la subunidad 

ribosomal 23S y 16S, las calidades y concentraciones, así como un espectro 

representativo para algunas de las muestras de ARN obtenidas con un 

bioanalizer que nos permite observar el RIN o RQN.  

 

Figura 7. Geles de agarosa y cuantificación de muestras de ARN con el Bioanalyzer 
2100. a) Gel de agarosa con muestras de ARN, a un costado se muestra la cantidad y 
la calidad de las secuencias b) Visualización de la calidad de las secuencias mediante 
bioanalizer, se muestran los electrogramas con el RQN. 

 
9.3.2 Calidad, limpieza y mapeo de las secuencias obtenidas por ARN-seq 

La calidad de la secuenciación de todas las muestras fue alta, con un 

rendimiento promedio de 40 millones de lecturas por muestra. Se utilizó la 

herramienta FastQC para evaluar la calidad de las secuencias. Se obtuvieron 

secuencias de buena calidad en general, sin adaptadores, ni secuencias 

duplicadas. En la figura 8 se muestra una imagen representativa de la calidad 
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de las secuencias por base, el esquema está dividido en tres colores, rojo, 

amarillo y verde, en este caso, las secuencias caen dentro de la región verde, 

indicando una calidad buena, en el eje de las Y se muestra la calidad en formato 

Phred. En la figura 8 podemos ver una imagen representativa de la calidad de 

secuencias que obtuvimos, donde la mayoría de las secuencias tiene una 

calidad Phred por arriba de 36, mostrando que son de buena calidad. 

 

 

 

Figura 8. Reporte de calidades de FastQC. En color verde se muestra la región donde 
las calidades son consideradas como aceptables. 

  

El ARN-Seq generó aproximadamente 40 millones de lecturas en promedio por 

muestra, las cuales fueron filtradas por calidad y presencia de adaptadores con 

el programa Trimmomatic. Al finalizar el filtrado, las lecturas remanentes se 

encuentran aproximadamente arriba del 98 % de lecturas originales, que son 

representadas por el color azul en la gráfica de barras de la Figura 9.  
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Figura 9. Porcentaje de lecturas después del control de calidad. Las muestras de C2, 
C3, C4 representan a las réplicas de la comunidad en la planta, R1, R4 y R5, 
representan a las réplicas de R. phaseoli Ch24-10 en planta, s1, s2 y s3 representan a 
las réplicas de R. phaseoli Ch24-10 en PY, y s4, s5 y s6 son las réplicas de comunidad 
en PY. Las barras representan el 100 % de las secuencias obtenidas de la 
secuenciación, la parte azul representa el porcentaje de secuencias que se 
consideraron de alta calidad y son las que ocupamos para posteriores análisis. 
 
Con las lecturas obtenidas (lecturas después de la limpieza), se procedió a 

realizar un alineamiento contra un genoma concatenado (demultiplexing), el cual 

contenía los genomas de las cinco bacterias del IM más el genoma del maíz. Se 

eligió la estrategia de mapeo contra el genoma concatenado para que las 

lecturas compitieran por el mejor alineamiento y con esto quedarnos con el mejor 

match. Para alinear las lecturas obtenidas se utilizó el programa Bowtie2, y para 

realizar la cuantificación de la expresión de cada gen se utilizó el programa 

featureCounts. Una vez obtenida la matriz de cuentas, se obtuvo el coeficiente 

de correlación de Spearman, teniendo en promedio correlaciones arriba de 0.90 

entre réplicas biológicas, lo que indica que el experimento tiene una alta 

reproducibilidad (Figura 10).  
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Figura 10. Mapa de calor con correlaciones de Spearman. Mapa de calor que 
representa las correlaciones entre todas las réplicas obtenidas a partir de los 
transcriptomas. Entre más cercano sea el valor a 1, mayor es la correlación entre las 
réplicas.   

 
9.4 Expresión diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en el IM  

La expresión diferencial se refiere a los cambios cuantitativos ocurridos en la 

expresión de un gen específico o un grupo de ellos, al someter un organismo a 

una o varias condiciones alteradas con respecto a su condición control o normal. 

En este trabajo, para evaluar la expresión diferencial, se utilizó el paquete edgeR 

de BioconductoR. Elegimos este paquete basado en distribución binomial 

negativa, esta distribución está basada en el teorema de Bayes; en el cual, se 

repiten los ensayos hasta conseguir un número de casos favorables. Lo que hace 

el modelo en el caso de las lecturas es moderar el grado de sobre dispersión 

entre los genes, resumiendo los datos en tablas de conteo, con filas 

correspondientes a genes (o etiquetas o exones o transcripciones) y columnas 

correspondientes a muestras, debido a que se sabe que los genes que sean 

determinados como diferencialmente expresados tienen mayor probabilidad de 

ser verdaderos positivos [67]. La normalización de los datos se realizó mediante 

TMM (trimmed mean of M values), que toma como referencia los valores de la 

media. Consideramos genes expresados diferencialmente cuando la tasa de 

descubrimiento de falsos positivos (FDR) fuera <0.05. La anotación funcional se 

realizó con Trinotate (v3.0.1), y el enriquecimiento del término GO se realizó con 
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el paquete topGO (v2.32.0), utilizando una prueba clásica de Fisher y 

estableciendo un umbral de enriquecimiento de valor p <0.05. 

 

9.4.1 Expresión diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparación con 

R. phaseoli Ch24-10 +comunidad en PY 

Se obtuvieron 349 genes diferencialmente sobreexpresados (Tabla A.1) de la 

comparación de R. phaseoli Ch24-10 en PY versus R. phaseoli Ch24-10 + 

comunidad en PY, y 431 genes subexpresados (Figura 12), (Tabla A.2). Las 

réplicas tuvieron una alta correlación arriba de 0.90, y mediante un MDSplot 

(gráfico que permite mediante la reducción de dimensiones, encontrar 

similitudes o diferencias entre diferentes variables o muestras), se visualizó la 

similitud entre las muestras (Figura ).   

 

Figura 11. Variación entre muestras de R. phaseoli crecido en medio PY con y sin una 
comunidad bacteriana. a) Gráfico MDS, en la cual podemos ver como las muestras se 
agrupan. Las réplicas 1 y 2 de R. phaseoli crecido en PY se agrupan, no siendo así la 
réplica 3, mientras que las tres réplicas de R. phaseoli crecida con la comunidad se 
logran agrupar. b) Gráfico de coeficiente de variación, en el cual la mayoría de los genes 
está por debajo del 0.4, entre menor sea la variación es más probable que un gen esté 
diferencialmente expresado y no sea una consecuencia del ruido técnico. 
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Figura12. Visualización de términos GO de los genes diferencialmente expresados de 
la comparación entre R. phaseoli crecido individualmente contra R. phaseoli crecido en 
el IM. Treemaps (proceso biológico) de los términos GO enriquecidos utilizando 
REVIGO a) genes sobreexpresados b) genes regulados subexpresados. 
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Dentro de los genes que se encontraron enriquecidos se encuentran los 

involucrados con transportadores de aminoácidos tipo ABC, como la proteina 

transportadora de aminoácidos tipo ABC de unión a ATP, permeasa 

transportadora de zinc tipo ABC, transportador de magnesio, transportador de 

cationes. El transporte de moléculas orgánicas e inorgánicas a través de las 

membranas celulares es vital para todos los organismos vivos [80]. Los 

transportadores de la super familia tipo ABC (casete de unión ATP), están 

presentes en todas las formas de vida, la hidrolisis de ATP provee de la energía 

para el transporte [25,80]. En los genes sobreexpresados en el transcriptoma 

podemos ver una gran cantidad y variedad de este tipo de transportadores 

(Tabla A.1), de moléculas orgánicas e inorgánicas, como por ejemplo 

aminoácidos, vitaminas, metales. para compuestos orgánicos más grandes, 

incluidos péptidos, moléculas lipídicas y oligonucleótidos. Dentro de los genes 

subexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparación con R. phaseoli 

Ch24-10 + comunidad en PY, se encuentran algunos genes involucrados con 

quimiotaxis y ensamble del flagelo como; por ejemplo, la flagelina, la proteína 

flagelar FlgK, el cuerpo basal flagelar flgH, la proteína flagelar FlgE, el cuerpo 

basal flagelar fliE, las proteínas de quimiotaxis CheR CheY y CheW. Se sabe 

que la quimiotaxis bacteriana requiere de complejos multiproteicos y de los 

receptores de membrana y de ciertas proteínas esenciales como CheA, CheB, 

CheR y CheY. Esta familia de proteínas de quimiotaxis (MCP) que aceptan 

metilo parecen ser elementos importantes en el proceso de quimiotaxis [36], sin 

embargo, dentro de este tratamiento se encuentran regulados a la baja y se 

puede deber al movimiento el cual fue sometido el tratamiento, además se ha 

reportado que el costo energético para llevar a cabo la quimiotaxis o el ensamble 

de flagelo, es alto y para que se lleve a cabo tiene que ser influenciado por los 

exudados de la raíz, y en este tratamiento no están expuestas las bacterias a 

estos exudados [75]. Además, dentro de los genes subexpresados se 

encuentran algunos involucrados con la proteína de secreción tipo IV VirB3, la 

ATPasa transferencia de secreción de la familia tipo IV VirB4, la proteína de 

secreción tipo IV VirB2. La maquinaria secretora de Tipo IV está codificada por 

los genes virB1–11, los rizobios utilizan los sistemas de secreción de proteínas 

Tipo III y Tipo IV para inyectar proteínas efectoras directamente en las células 

de la planta huésped, donde modifican las vías de señalización de las plantas. 
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Se sabe que en Mesorhizobium loti, los sistemas de secreción de tipo IV están 

involucrados en la nodulación, probablemente en esta condición están 

regulados a la baja, debido a que en este tratamiento se encuentra la comunidad 

conviviendo en un medio complejo, PY [43].  

 

9.4.2 Expresión diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en planta en comparación 

con R. phaseoli Ch24-10 + comunidad en planta 

Al analizar la comparación de R. phaseoli Ch24-10 en planta contra R. phaseoli 

Ch24-10 más comunidad en planta, tenemos correlaciones de Spearman 

mayores a 0.83 (Figura 13) sin embargo, la muestra de Comu1 no presenta una 

correlación alta con las otras réplicas biológicas de su misma condición (Com2 

y Com3). De manera similar lo mismo sucede con la réplica de las Rhizo3 

(Figura 13a), por lo cual decidimos quitar estás dos muestras de nuestro análisis 

y se realizaron los análisis con las dos réplicas restantes (Figura 13b). 

 

Figura 10. Correlación de las muestras de R. phaseoli y R. phaseoli con el IM, crecidos 
en planta. a) Mapa de calor de la correlación (coeficiente de Spearman, de cada una 
de las muestras). b) MDS plot que muestra el agrupamiento de dos réplicas por 
tratamiento. 
 

Dentro del análisis de expresión diferencial, encontramos 110 genes 

sobreexpresados al comparar R. phaseoli sola en planta, versus R. phaseoli 

junto con la comunidad, crecidos en planta (Tabla A.3), dentro de los cuales 

destacan los involucrados en el catabolismo de arginina, como por ejemplo 

arginina deaminasa y una glicosiltransferasa. Se sabe que la L-arginina es un 

aminoácido metabólicamente versátil, que sirve como componente para la 

formación de proteínas y como un precursor de la síntesis de poliamina. La L–
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arginina también puede servir como fuente de carbono, nitrógeno y energía a 

través de una variedad de vías catabólicas en las bacterias [52].  

Dentro de los genes sobreexpresados también encontramos a algunos 

transportadores tipo ABC, como el trasportador de azúcar tipo ABC de unión a 

ATP, transportador de permeasa tipo ABC, D-ribosa tipo ABC de unión a ATP, 

el péptido trasportador tipo ABC. 

Asimismo, se encontraron 53 genes subexpresados (Tabla A.4), entre los que 

destacan algunos involucrados con el metabolismo del nitrógeno; por ejemplo, 

proteína de fijación de nitrógeno, nitrogenasa, la proteína NifW y la proteína de 

biosíntesis de cofactor hierro-molibdeno NifN, lo que nos indican que la fijación 

biólogica de nitrógeno no se está llevando cuando R. phaseoli está con la 

comunidad en la planta. En la Figura 114, podemos visualizar los genes 

mencionados anteriormente agrupados en términos GO y visualizados mediante 

la herramienta de revigo conocida como treemap.  
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Figura 114. Visualización de términos GO de la comparación entre R. phaseoli cultivada 
en planta contra R. phaseoli Ch24-10 con comunidad cultivada en planta. Treemaps de 
los términos enriquecidos con GO utilizando REVIGO al comparar, utilizando a) genes 
sobreexpresados b) genes subexpresados. 
 
 
 
 



38 
 

9.4.3 Expresión diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparación con 

R. phaseoli Ch24-10 en planta 

La tercera comparación que se realizó fue con las muestras de R. phaseoli 

Ch24-10 en PY contra R. phaseoli Ch24-10 crecido en planta. Las réplicas 

biológicas de cada una de las muestras tuvieron correlaciones mayores a 0.90 

entre ellas (Figura 125). 

Se obtuvieron 730 genes diferencialmente sobreexpresados (Tabla A.5), dentro 

de los cuales llamaron la atención aquellos involucrados con la fijación de 

nitrógeno como, por ejemplo, la proteína de biosíntesis de cofactor de la 

nitrogenasa NifB, la proteína de fijación de nitrógeno, la proteína de biosíntesis 

de cofactor de nitrogenasa hierro-molibdeno NifN y la proteína estabilizadora de 

la nitrogenasa NifW. Los enfoques moleculares independientes del cultivo han 

revelado que algunos rizobios que se encuentran en las raíces de cereales 

expresan los genes de la nitrogenasa [70]. Otros genes que llamaron la atención 

dentro de los genes sobreexpresados fueron los involucrados con la cadena 

respiratoria como el citocromo C oxidasa, la chaperona ensambladora de 

oxidasa, el citocromo oxidasa tipo cbb3, la proteína de ensamble de citocromo 

oxidasa CcoS, el citocromo oxidasa tipo cbb3 subunidad I, el citocromo oxidasa 

tipo cbb3 subunidad II y la citocromo oxidasa tipo cbb3 subunidad III. Las 

bacterias fijadoras de nitrógeno utilizan oxidasas de tipo cbb3 y se sabe que la 

respiración bacteriana está directamente relacionada con el suministro de ATP, 

el cual es necesario para proporcionar suficiente energía para que se lleve a 

cabo la fijación de nitrógeno [51,74,82]. A pesar de encontrar sobreexpresados 

varios genes involucrados con la fijación de nitrógeno, no detectamos fijación 

de nitrógeno medida como reducción de acetileno cuando Rhizobium se 

encuentra sólo en la planta de maíz.  

Se encontró que 376 genes se están subexpresados (Tabla A.6), dentro de los 

cuales se encuentran muchos involucrados con la quimiotaxis y locomoción, por 

ejemplo, proteína de síntesis flagelar, proteína de cuerpo basal flagelar LlgC, 

flagelina, proteína de cuerpo basal flagelar FliL, proteína de quimiotaxis CheW, 

proteína de quimiotaxis CheR. 

Se ha reportado que las proteínas flagelares, los exopolisacáridos, las 

adhesinas y los lipopolisacáridos, son las primeras estructuras que entran en 
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contacto con el huésped y pueden ser necesarias para la unión bacteriana en 

las superficies de las raíces en tiempos tempranos, sin embargo la obtención 

del transcriptoma es a tiempos largos (5 días y las bacterias se encuentran ya 

en contacto con las raíces), por lo que ya no necesitaría flagelos en dicha 

condición [9]. Otros genes que encontramos son los involucrados con la 

homeostasis de hierro, como por ejemplo transportador tipo ABC de hierro-

sideroforo, proteína trasportadora tipo ABC de unión-sustrato. Los 

enriquecimientos y visualizaciones de estos genes se muestran en la Figura 16 

en la figura 16a los genes sobreexpresados y en la 16b los subexpresados. 

 

Figura 125. MDSplot de las réplicas de R. phaseoli en PY versus R. phaseoli planta con 
el agrupamiento de las muestras. Gráfico de escalamiento multidimensional.  
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Figura 136. Visualización de términos GO al comparar R. phaseoli cultivada en PY 
contra R. phaseoli Ch24-10 con comunidad cultivada en PY. Treemaps de los términos 
enriquecidos con GO utilizando REVIGO, utilizando a) genes sobreexpresados b) 
genes sub expresados. 
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9.4.4 Expresión diferencial de R. phaseoli Ch24-10 más comunidad en PY en 

comparación con R. phaseoli Ch24-10 con comunidad en planta 

Finalmente, para terminar las comparaciones de Rhizobium entre los diferentes 

tratamientos, se comparó R. phaseoli Ch24-10 con comunidad en PY versus R. 

phaseoli Ch24-10 con comunidad en planta. Las muestras se agruparon de 

acuerdo con su respectivo tratamiento (Figura 147), indicando buena 

reproducibilidad entre las muestras. 

Dentro de esta comparación encontramos 972 genes diferencialmente 

sobreexpresados (Tabla A.7). A diferencia de las comparaciones anteriores, en 

el treemap de los enriquecimientos de genes (Figura 158) se observa que hay 

varios genes involucrados con la interacción entre especies, así como genes 

involucrados con transportadores tipo ABC, transportador tipo ABC de azúcar 

de unión a ATP y transportador tipo ABC de nitrato. Algunos genes también 

están involucrados con el metabolismo de amonio. 

Dentro de los genes subexpresados, encontramos 546 (Tabla A.8), de los cuales 

se observaron enriquecidas algunas vías como las de biosíntesis de vitaminas, 

metabolismo de coenzimas, probablemente vemos esto debido a que las células 

ya no necesitan sintetizar sus vitaminas y otras moléculas orgánicas e 

inorgánicas que toman del medio.  

 

Figura 147. Muestras de R. phaseoli con comunidad en PY en comparación R. phaseoli 
con comunidad en planta. a) Gráfico de escalamiento multidimensional, en la cual 
podemos ver como las muestras se agrupan, las réplicas de Rhizobium comunidad PY 
se agrupan al igual que las réplicas de Rhizobium comunidad  
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Figura 158. Términos GO al comparar R. phaseoli con comunidad en PY contra R. 
phaseoli Ch24-10 con comunidad cultivada en planta. Treemaps de los términos 
enriquecidos con GO utilizando REVIGO a) Se muestran los genes sobreexpresados 
b) Se muestran los genes sub expresados. 
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Finalmente, y a modo de resumen en la figura 19 se muestra una gráfica 

comparativa de los genes sobreexpresados y subexpresados, de cada una de 

las comparaciones. La primera barra, representa al tratamiento del IM en medio 

PY versus IM en planta donde tuvimos 972 genes sobreexpresados y 546 

subexpresados, la segunda barra es el tratamiento de Rhizobium en planta 

versus IM en planta con 110 genes sobreexpresados y 53 subexpresados, la 

tercer barra es el tratamiento de Rhizobium en PY versus IM en PY con 349 

genes sobreexpresados y 431 subexpresados y finalmente la cuarta barra 

representa a Rhizobium en PY versus Rhizobium planta con 730 genes 

sobreexpresados y 376 subexpresados. En la figura 20 podemos ver un 

esquema que representa las diferentes comparaciones de los transcriptomas de 

Rhizobium, el número de genes sobreexpresados y subexpresados, así como 

ejemplos de las funciones de éstos genes.  

 
Figura 19. Genes de Rhizobium diferencialmente expresados en los diferentes 
tratamientos.  
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Figura 20. Genes sobreexpresados y subexpresados en las diferentes comparaciones. 
 
 

9.5 Expresión diferencial de genes de los integrantes del inóculo multiespecie. 

El objetivo principal del trabajo fue evaluar los genes que se expresan 

diferencialmente en R. phaseoli, cuando se encuentra en la planta de maíz y 

conviviendo con los integrantes del IM. Sin embargo, también fue de nuestro 

interés estudiar la respuesta transcriptómica de los integrantes del inoculo 

multiespecie cultivados en medio PY y de plantulas de maíz, por lo cual hicimos 

la expresión diferencial de genes de los integrantes de la comunidad, cuando se 

encuentran en la planta, tomando como control las réplicas crecidas en PY.  

 

9.5.1 Expresión diferencial de genes de Azospirillum  

Se obtuvieron 1,163 genes diferencialmente sobreexpresados (Tabla A.9), 

cuando Azospirillum se encuentra en planta, dentro de éstos genes tenemos los 

involucrados con transportadores tipo ABC, el transportador tipo ABC de azúcar 

de unión a ATP y un transportador de carbohidratos, que ayudan a transportar 

moléculas orgánicas e inorgánicas presentes en el medio, derivadas 

probablemente de los demás organismos, algunos genes sobreexpresados que 

llaman la atención, son los involucrados con los procesos de biosíntesis de 

toxinas como el sistema toxina-antitoxina HicB. Los sistemas de toxina-

antitoxina (TA) son elementos genéticos pequeños compuestos de un gen de 

toxina y su antitoxina afín. Las toxinas de todos los sistemas de TA conocidos 
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son proteínas, mientras que las antitoxinas son proteínas o ARN no codificantes, 

los sistemas TA actúan sobre procesos celulares cruciales que incluyen 

traducción, replicación, formación de citoesqueleto, integridad de membrana y 

biosíntesis de la pared celular [76]. 

El análisis reveló 1,377 genes subexpresados (Tabla A.10), donde destacan los 

involucrados con la quimiotaxis, ensamble flagelar, el ensamble de organelos, y 

algunos factores transcripcionales como GntR, TetR/AcrR, LysR, ArgP, las 

interacciones llevadas a cabo entre el ADN y las proteínas son fundamentales 

para una gran diversidad de procesos biológicos, como la recombinación, 

replicación, reparación y transcripción del ADN. Dentro de los mecanismos 

principales de regulación de la expresión génica es la unión específica de los 

factores de transcripción (TF) al ADN, aquí los encontramos regulados a la baja, 

indicando una probable disminución en ciertos procesos biológicos (Figura 22). 

Las réplicas tuvieron una alta correlación arriba de 0.91 y mediante un MDS plot 

se visualizó la correlación entre las réplicas (Figura21).   

 

Figura 21. Correlación entre las muestras de Azospirillum. a) Mapa de calor de la 
correlación (coeficiente de Spearman), de cada una de las muestras las muestras de 
Azospirillum en PY, muestran correlación arriba de 0.91y las muestras de Azospirillum 
en planta muestran correlaciones arriba de 0.93. b) Gráfico Multidimensional nos 
muestra como se agrupan las réplicas de Azospirillum en PY, así como las muestras 
de Azospirillum en planta. 
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Figura 22. Visualización de términos GO de la comparación de Azospirillum crecido en 
medio PY y crecido en planta. Treemaps de los términos enriquecidos con GO 
utilizando REVIGO al comparar Azospirillum con comunidad en PY contra Azospirillum 
con comunidad cultivada en planta a) Se muestran los genes sobreexpresados b) Se 
muestran los genes sub expresados. 
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9.5.2 Expresión diferencial de genes de Bacillus 

Se obtuvieron 363 genes diferencialmente sobreexpresados (Tabla A.11) y 255 

genes subexpresados (Tabla A.12). Dentro de los genes que sobre expresó 

Bacillus se encuentran los relacionados con la formación de biopelícula, la 

motilidad celular, la síntesis de flagelo, estos últimos pudieran servir para 

moverse hacia el biopelícula. En las bacterias se ha reportado que la formación 

de biopelículas es una respuesta adaptativa para resistir diferentes tipos de 

estrés en el medio, como cambios de pH o compuestos bactericidas, [31] (17,24, 

36 ). Algunos otros genes involucrados con transportadores de hierro, magnesio 

y azúcar también se sobreexpresaron. Los genes regulados por disminución 

codifican principalmente los componentes de los transportadores de tipo ABC y 

las enzimas para el metabolismo de los carbohidratos, así como muchas 

proteínas hipotéticas (Figura 24). Las réplicas se visualizaron mediante un MDS 

plot sin embargo la muestra de Bacillus en planta 1 no se agrupó entre sus 

réplicas, por lo que decidimos quitarla para los siguientes análisis (Figura23).   

 

 

Figura 23. Correlación entre las muestras de Bacillus. a) Boxplot de las diferentes 
réplicas de Bacillus, las primeras 3 corresponden al tratamiento de PY y las últimas al 
tratamiento de planta. b) Boxplot de las réplicas de bacillus sin la réplica 1 del 
tratamiento de planta. c) MDS plot de las muestras de bacillus en PY y en planta (sin 
réplica 1). 
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Figura 24. Visualización de términos GO de la comparación de Bacillus crecido en 
medio PY y en planta. Treemaps de los términos enriquecidos con GO utilizando 
REVIGO al comparar Bacillus con comunidad en PY contra Bacillus con comunidad 
cultivada en planta a) Se muestran los genes sobreexpresados b) Se muestran los 
genes subexpresados. 
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9.5.3 Expresión diferencial de genes de Methylobacterium 

Se obtuvieron 104 genes sobreexpresados (Tabla A.13) y dos genes 

subexpresados (Tabla A.14). Dentro de los genes regulados a la alta, tenemos 

los involucrados con procesos biosintéticos celulares, procesos biosintéticos de 

compuestos orgánicos, síntesis de proteína entre otros genes involucrados en 

el metabolismo de Methylobacterium [38]. Dentro de los genes regulados a la 

baja, tenemos los involucrados con las biosíntesis de valina (Figura 26). Se ha 

reportado que la biosíntesis de L-valina en biopelícula inhibe el crecimiento de 

algunas bacterias como E.coli K-12 [77]. Las réplicas se visualizaron mediante 

un MDS plot, encontrado una buena agrupación entre las réplicas (Figura25).   

 

 

Figura 25. Correlación de las muestras de Methylobacterium. MDS plot de las muestras 
de Methylobacterium en PY y en planta. 
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Figura 26. Visualización de términos GO de la comparación de Methylobacterium 
crecido en medio PY y en planta. Treemaps de los términos enriquecidos con GO 
utilizando REVIGO al comparar Methylobacterium con comunidad en PY contra 
Methylobacterium con comunidad cultivada en planta a) Se muestran los genes 
sobreexpresados b) Se muestran los genes sub expresados. 
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9.5.4 Expresión diferencial de genes de Sinorhizobium 

Desafortunadamente no logramos obtener la cantidad de células suficientes, 

para la expresión diferencial de Sinorhizobium, por lo cual en este trabajo no lo 

discutiremos, y quedará como perspectiva diseñar un método de análisis para 

recuperar y explotar los datos de Sinorhizobium. 

 

9.6. Interacción conjunta del IM para favorecer el crecimiento de plantas de 

maíz 

Finalmente, en este trabajo, proponemos un modelo en el que el IM favorece el 

crecimiento del maíz. Por un lado, el maíz exuda al medio diferentes 

compuestos, como aminoácidos, carbohidratos y ácidos orgánicos [30], que se 

sabe favorecen el crecimiento de las bacterias, que están alrededor, y las 

bacterias, toman estos elementos del ambiente como fuentes de carbono y 

energía [22,26,42]. Los exudados, también actúan como moléculas señal para 

desencadenar la formación de biopelículas en Bacillus [20]. 

Por otro lado, las bacterias importan y exportan al medio diferentes moléculas, 

como aminoácidos, poliaminas, carbohidratos, que otras bacterias pueden estar 

tomando para su metabolismo. Cabe señalar que cuando Rhizobium se 

encuentra en la planta expresa genes involucrados en la producción de 

poliaminas y éstas pueden actuar como inductores del crecimiento en las 

plantas de maíz [34]. En Rhizobium, también encontramos genes involucrados 

en la producción de sideróforos, que se sabe es otra estrategia para la 

promoción del crecimiento en las plantas [71]. El hierro es un factor limitante en 

el crecimiento bacteriano, y es un micro nutriente necesario para el crecimiento 

de las plantas. En la naturaleza el hierro se encuentra de forma insoluble (Fe 

III); sin embargo, existen bacterias que tienen la capacidad de producir 

moléculas como los sideróforos que secuestran moléculas de hierro y las ponen 

disponibles para las plantas y las bacterias de alrededor, produciendo así un 

bien público [79]. 

En Azospirillum, los genes relacionados con los transportadores que pudieran 

permitir que las bacterias tomen compuestos del ambiente producidos por otras 

bacterias o producidos por la planta se expresaron a niveles altos. Tambien se 

sobreexpresan los genes implicados con el catabolismo de compuestos 
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orgánicos, que se han descrito como inductores del crecimiento bacteriano y 

como potenciadores de la fijación de nitrógeno [26]. Curiosamente, encontramos 

genes involucrados en la producción de auxinas, que favorecen el crecimiento 

de las plantas [23], así como genes relacionados con la fijación de nitrógeno, 

que potencia el efecto promotor del crecimiento de las plantas de maíz. 

En Bacillus, se expresaron los genes involucrados en la producción de 

biopelículas, lo que favorece la ingesta y el intercambio de nutrientes entre los 

miembros del IM. Los biopelículas ayudan a enfrentar las condiciones de estrés 

osmótico, creemos que las biopelículas también pueden actuar como 

generadores de un entorno de microaerobiosis, lo que favorece la fijación 

biológica de nitrógeno por parte de Azospirillum y, debido a esto, encontramos 

una mayor fijación de nitrógeno en los ensayos de ARA, cuando se co-inocula 

Azospirillum y Bacillus juntos (Figura 27). 

 

Figura 27. Esquema de interacción entre plantas y bacterias.  
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10. Conclusiones  
 

Se diseñó un IM capaz de crecer sin inhibición de crecimiento entre los 

integrantes. 

Las plantas inoculadas con el IM aumentan significativamente su biomasa, su 

tasa fotosintética y su fijación biológica de nitrógeno con respecto a las plantas 

sin inóculo. 

La fijación biológica de nitrógeno en el IM es llevada a cabo por A. brasilense. 

A nivel de expresión transcripcional encontramos muchos genes bacterianos 

relacionados con el transporte, el metabolismo y el intercambio de nutrientes 

entre la planta y las bacterias. 

Cuando el IM se encuentra en conjunto, se tiene una sobre-expresión de genes 

implicados en las vías principales de la síntesis de hormonas vegetales, como 

las auxinas involucradas en el crecimiento de la planta de maíz, y genes 

implicados en la fijación de nitrógeno. 

 
11. Perspectivas  
 
Recuperar mediante diferentes programas los transcritos de Methylobacterium 

y de Sinorhizobium. 

Analizar una tercera muestra del transcriptoma con el IM en la planta, la cual no 

se reporta aquí donde Rhizobium es más abundante que en las dos muestras 

analizadas. 

Probar diferentes combinaciones eliminando algunos de los integrantes del 

inóculo para determinar cuál combinación tiene la misma capacidad de 

promoción de crecimiento y fijación de nitrógeno que el inoculo ensayado 

originalmente. Esto permitiría diseñar el inóculo mínimo descartando alguna 

especie que no contribuya. 
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12. Artículo publicado 
 
Derivado del trabajo realizado durante el doctorado, se publicó el siguiente artículo.  
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Apéndice I: Tablas adicionales, pueden ser visualizadas en el siguiente link 
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0723202019301183 
 
Tabla A 1. Genes sobreexpresados de la comparación de R. phaseoli Ch24-10 PY en 
comparación con R. phaseoli Ch24-10 y comunidad en PY 

Tabla A.2. Genes subexpresados de la comparación de R. phaseoli Ch24-10 PY 
en comparación con R. phaseoli Ch24-10 y comunidad en PY 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0723202019301183
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Tabla A.3 Genes sobreexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en planta en 
comparación con R. phaseoli Ch24-10 + comunidad en planta 
  

Tabla A.4 Genes sobreexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en planta en 
comparación con R. phaseoli Ch24-10 + comunidad en planta  

 

Tabla A.5 Genes sobreexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en PY en 
comparación con R. phaseoli Ch24-10 en planta  

 

Tabla A.6 Genes subexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparación 
con R. phaseoli Ch24-10  en planta 

 

Tabla A.7 Genes sobreexpresados de R. phaseoli Ch24-10 con la comunidad 
en PY en comparación con R. phaseoli Ch24-10 con la comunidad en planta 

 

Tabla A.8 Genes subexpresados de R. phaseoli Ch24-10 con la comunidad en 
PY en comparación con R. phaseoli Ch24-10 con la comunidad en planta 

 

Tabla A.9 Genes sobreexpresados de Azospirillum con la comunidad en PY en 
comparación con Azospirillum con la comunidad en planta  

 

Tabla A.10 Genes subexpresados de Azospirillum con la comunidad en PY en 
comparación con Azospirillum con la comunidad en planta  

 

Tabla A.11 Genes sobreexpresados de Bacillus con la comunidad en PY, en 
comparación con Bacillus con la comunidad en planta  

 
Tabla A.12 Genes subexpresados de Bacillus con la comunidad en PY, en 
comparación con Bacillus con la comunidad en planta  

 
Tabla A.13 Genes sobreexpresados de Methylobacterium con la comunidad en 
PY, en comparación con Methylobacterium con la comunidad en planta  

 
Tabla A.14 Genes subexpresados de Methylobacterium con la comunidad en 
PY en comparación con Methylobacterium con la comunidad en planta  
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