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1. RESUMEN

Las raices de las plantas estan habitadas por una gran cantidad de
microorganismos, determinada por los quimicos liberados por las raices. Sobre las
raices interactian 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 relacion mutualista proveyendo a las

plantas de nutrientes esenciales como nitrégeno y fésforo.

En México, el maiz es una de las plantas méas producidas y consumidas, y por esta
razon a través del tiempo se han buscado estrategias para mejorar su produccion.
En las plantas de maiz se identific6 a Rhizobium phaseoli Ch24-10 actuando como
una PGPR, favoreciendo el crecimiento del maiz. Ademas, esta bacteria logro ser
excelente competidora al colonizar leguminosas y raices de gramineas, en

comparacion con cepas como Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum.

En este trabajo, se disefio un indculo multiespecie de bacterias PGPR, que incluyé
cepas fijadoras de nitrdgeno como Rhizobium phaseoli, Sinorhizobium americanum
y Azospirillum brasilense, asi como otras bacterias promotoras del crecimiento de
plantas como Bacillus subtillis y Methylobacterium extorquens. El objetivo principal
de este trabajo fue analizar la expresion génica de R. phaseoli Ch24-10 cultivada en
presencia de maiz, asi como en presencia de un indéculo multiespecie. La comunidad
multiespecie favorecié el crecimiento de la parte aérea de las plantas de maiz, en
comparacion con el efecto observado al inocular cada bacteria individualmente. La
reduccion de acetileno en las raices del maiz se registr6 con el inoculante
multiespecie, lo que sugiere que la fijacibn de nitrégeno ocurrié en estas
condiciones. Para analizar las contribuciones de las diferentes bacterias fijadoras de
nitrdgeno que se inocularon, se realizé un andlisis metatranscriptomico. El andlisis
de expresion diferencial revelo que los transcritos de los genes nif provenientes de
Azospirillum estan sobreexpresados, lo que sugiere que esta bacteria fue
responsable de la fijacibn de nitrdgeno en el maiz. En R. phaseoli Ch24-10,
encontramos genes altamente expresados involucrados con la adaptacion
bacteriana ante el aumento de la osmolaridad, asi como también genes que facilitan
la adaptacion, y colonizacion en las raices. En este trabajo analizamos la interaccion
de una comunidad sintética la cual se puede proponer como una opcion para futuras

formulaciones de biofertilizantes.



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.



3. INTRODUCCION

Las raices de las plantas albergan una gran cantidad de microorganismos e
invertebrados [62]. Bacterias y hongos que se encuentran en la raiz pueden
tener diversos efectos en el crecimiento, debido a que estos modifican la
absorcion de nutrientes, la tolerancia al estrés, la resistencia a patdgenos.
Algunas bacterias ademas realizan la fijacion biologica de nitrogeno. La
comunidad en el suelo influye directamente en las caracteristicas y
establecimiento exitoso de las plantas [11,39,54].

Mediante el uso de diferentes técnicas como cultivos en placa, meta perfil y
metagendmica, se ha logrado identificar la composiciéon de una comunidad
bacteriana en diferentes suelos y cultivos [24,29,45]. Recientemente, mediante
el uso de tecnologias de secuenciacion masiva se han logrado caracterizar las
posibles actividades de bacterias no-cultivables, con esto también es posible
encontrar genes que participan en posibles vias biosintéticas de productos
microbianos que permiten la convivencia entre los diferentes microorganismos
que se encuentran en las raices 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 promocion directa consiste en proveer a la planta
de algun compuesto sintetizado por la bacteria, como lo son las fitohormonas.
La promocion indirecta de crecimiento se lleva a cabo cuando las PGPRs
disminuyen los efectos nocivos de organismos patdégenos mediante diversos
mecanismos, por ejemplo, la produccion de bacterocinas, asi como la
produccion de otros compuestos quimicos como la ACC desaminasa, acil-
homoserina lactonas (AHL), que generan respuestas bioquimicas y de defensa
activando la resistencia sistémica inducida [8] [2,35].

Por otra parte, las fitohormonas son sustancias producidas por los
microorganismos en las raices de la planta y ejercen ciertos beneficios en el

crecimiento de la misma. Por ejemplo, el acido indolacético producido por



Azospirillum, favorecen el enraizamiento de las plantas, lo que mejora la
absorcién de minerales que se encuentran en el suelo, a mayor enraizamiento,
mas absorcion de agua y de nutrientes del suelo. Adicionalmente, Azospirillum
aumenta la cantidad de exudados totales al aumentar el nUmero de raices y con
esto se aumentan los microorganismos atraidos por la planta [27,73]. Se ha
reportado también que la produccion de citoquininas por Bacillus megaterium
aumenta la biomasa en frijol y en Arabidopsis thaliana [49].

Asimismo, en las raices 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 solubilizacion de fosfato, mejorando asi el
crecimiento de maiz y lechuga [18]. Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli,
demostro la capacidad de solubilizar fosfato y una mayor competitividad para
colonizar raices de maiz y lechuga, en comparacién con otras bacterias del
suelo [19].

Los microorganismos en el suelo son capaces de liberar acidos organicos y una
gran cantidad de sideréforos en condiciones limitantes de hierro. El hierro es un
micronutriente necesario para las plantas, esta involucrado en diversas
funciones fisiologicas de la planta, asi como también en la biosintesis de
clorofila, sin embargo, el hierro en la rizésfera se encuentra en forma no soluble
(Fe IlI), lo que lo hace no disponible para las plantas. Se han descrito diversas
estrategias para la adquisicion de hierro por las plantas, una de estas estrategias
es tomarlo, a partir de pequefias moleculas quelantes de hierro, estds moléculas
son llamadas siderdforos y son producidas por diversas bacterias en el suelo
[33,57,71]. Hasta el momento se sabe que los sideréforos bacterianos pueden
contribuir indirectamente a la promocién de crecimiento de las plantas [13].
Pseudomonas putida tiene la capacidad de producir sideroforos y con estos
inhibir el crecimiento de ciertos patdogenos fungicos 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 heterociclicos como la fenazina, que ha demostrado tener una
actividad antimicrobiana y de inhibicion de fitopatdgenos [58]. Dentro del género
Bacillus se han reportado bacterias productoras de muchos antibiéticos como la
bacitracina, ademas también productores de enzimas como las quitinasas,
glucanasas y celulasas, capaces de ejercer un efecto antagonico contra

fitopatégenos bacterianos y flungicos [6] [72].

3.2 Produccion de maiz en el mundo y microorganismos asociados a la raiz del

maiz

El maiz (Zea mays), es una planta anual de la familia Poaceae. Este cereal es
un alimento basico que se produce y se consume en todo el mundo. Se estima
que la produccién mundial de maiz fue de aproximadamente 27,762,481
toneladas en el afo 2019 (Figural) [32].
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Figura 8. Produccién de maiz en el mundo en el afio 2019 (FAOSTAT).

Debido a la gran importancia en la produccion y en el consumo de maiz, diversos
grupos se han enfocado a describir los microorganismos que se encuentran
asociados a las raices 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

11



identificar bacterias de los géneros pertenecientes a Bacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus, Achromobacter, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Erwinia,

Stenotrophomonas [61] (Figura2).
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Figura 9 - Estructura de la comunidad bacteriana durante el crecimiento de la planta de
maiz. Logio de los recuentos de géneros bacterianos identificados en la raiz de maiz
mediante métodos cultivables [16].

Otros métodos como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) y
pirosecuenciacion se utilizaron para analizar la composicién bacteriana en la
raiz. Mediante estas técnicas independientes de cultivo se lograron identificar
los principales phyla en la raiz del maiz, representados por proteobacterias,
bacteroidetes y actinobacterias; asi 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 maiz

Analizando las raices del maiz se han identificado diversos microorganismos
benéficos para el crecimiento de la planta, es por esto que han sido utilizados

como in6culos 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 produccion trae como consecuencia la estimulacion del

crecimiento de las plantas [15].

Las plantas de maiz sometidas a estrés hidrico mostraron un 10.05% de aumento
en brotes, asi como un aumento en la altura de las plantas del 7.01% al ser
inoculadas con Azospirillum lipoferum, en comparacion 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 maiz y
puede ayudar a la cosecha a soportar la limitada disponibilidad de agua [10]. Se
sabe también que la inoculacibn en plantas de maiz con A. brasilense
enriquecido con lipoquitooligosacaridos (LCOs, cadenas de acido graso
saturado con diferentes nimeros de atomos de carbono), metabolitos
obtenidos de Rhizobium tropici CIAT 899, favorece el crecimiento de vastagos
de las planta y del mismo modo se mejoro el rendimiento de grano, aumentando
hasta 358 kg/ha en comparacién con aquellas plantas que no fueron inoculadas
[56].

Otra bacteria presente en maiz es Methylobacterium extorquens que al ser
inoculado en maiz, favorecio el crecimiento de maiz, asi 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
maiz sometidas a 150 mM de NaCl, incrementando con esto la germinacion
hasta un 16.7%. Este co-inoculo también favorece el crecimiento de la raiz
aumentando hasta un 22.9% la longitud en comparacion con plantas no
inoculadas [40].

Bacillus es otro organismo que ha sido evaluado como indculo, y se sabe que
tiene la capacidad de ayudar a la planta de maiz a contender contra el estrés
hidrico. Chen y colaboradores sometieron plantas de maiz a estrés hidrico (NacCl
100mM) durante 20 dias, las plantas que fueron inoculadas con B.
amyloliquefaciens crecieron mas que las plantas que no fueron inoculadas con
el microorganismo, de la misma manera el contenido de clorofila aumento [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 maiz a tolerar el estrés hidrico, asi
como también a aumentar la biomasa, el contenido relativo de agua y el
potencial hidrico de la hoja, y las respuestas fisiolégicas que pueden ayudar a
la planta a aliviar los efectos negativos del estrés por sequia [78].

Rhizobium phaseoli Ch24-10 es otra bacteria asociada a maiz, aislado de suelos
del estado de Puebla de un cultivo de maiz criollo, y se puede encontrar en el
suelo, en la rizosfera y como endofito de maiz, este microorganismo mostré una

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

3.4 In6culos multiespecie en cultivos de interés agricola

Diversos autores han concluido que los inoculantes mixtos proporcionan una
ventaja para las plantas inoculadas con estos, mejorando la absorcion de
nitrogeno y fésforo, como el principal mecanismo implicado. Es por esto que se
han evaluado diversos trabajos en los cuales se co-inoculan dos 0 mas especies
bacterianas para evaluar el beneficio de la planta de interés [4].

Al inocular Azospirillum brasilense seguido (después de 24 h) de la inoculacion
con Rhizobium meliloti en plantas de Trifolium alexandrinum y Medicago
polymorpha, se observé un aumento en la formacion de nédulos hasta en un
25%, en comparacion con tratamientos de plantas inoculadas sélo con
Rhizobium. Esto se puede deber a que Azospirillum estimula la formacién de un
mayor numero de células de la epidermis que se diferencian en los pelos
radicales infectables por Rhizobium [81].

La co-inoculacién de Pseudomonas striata, Bacillus polymyxa y Azospirillum
brasilense, bajo condiciones de temporal en plantas de sorgo, mostraron que
esta co-inoculacion favorecié a las plantas, aumentando los rendimientos de
grano y materia seca, asi como la absorcion de nitrogeno y fosforo, en
comparacion con aquellas plantas que sélo fueron inoculadas con cada especie
por separado [4].

Rajendran y colaboradores (2008), también mostraron que la co-inoculacion de
Rhizobium spp. con Bacillus sp. incrementa el peso fresco de la planta, el
contenido de clorofila y la nodulacion hasta un 55 % en plantas de guandul
(Cajanus cajan). Se cree que este mejoramiento en las plantas que fueron

tratadas con el co-indculo, se debe a que Bacillus produce sideroforos, que

14



pueden ser utilizados por Rhizobium spp. volviéndola eficiente en la nodulacion
[64].

Azospirillum brasilense fue co-inoculada con Brayrhyzobium japonicum en
semillas de maiz y soja, demostrando que la co-inoculacidbn promueve la
germinacion temprana de semillas, la formacién de ndédulos, y el desarrollo
temprano de las plantulas de maiz y soja, esta co-inoculacion ademas confiere
cierta ventaja de crecimiento y adaptacion [14].

Mansotra y colaboradores (2015) estudiaron una comunidad bacteriana
tripartita, conformada por Mesorhizobium cicer, Pseudomonas spp. Yy
Piriformospora indica en plantas de garbanzo (Cicer arietinum L.). El inéculo
ejercié un efecto sinérgico entre las bacterias, favoreciendo la germinacién de
las semillas hasta un 10%, la ganancia en peso seco hasta de un 31%, el
contenido de clorofila y el porcentaje de nodulacion se vieron favorecidos hasta
en un 35%, recomendando asi la utilizacion de estas bacterias que puedan
mejorar en este caso la productividad del garbanzo [53].

Dado los resultados anteriores, los indculos multiespecie representan una
alternativa para su utilizacion como biofertilizantes, debido a que diferentes
bacterias, pueden aportar diversos beneficios para el mejoramiento de plantas
de interés agricola.

3.5 Expresion gendmica de microorganismos en raices de plantas

Se sabe poco de los mecanismos que permiten la interaccion entre diversas
poblaciones de bacterias que co-habitan las raices de las plantas. Actualmente
existen algunos trabajos donde se evalla la interaccidn planta-bacteria a nivel
gendmico.

Se evaluaron los genes que expresa Pseudomonas aeruginosa en respuesta a
los exudados de raices de remolacha. Muchos de los genes identificados
estaban implicados en interacciones planta-bacteria, quimiotaxis, catabolismo
de compuestos aromaticos, generacion de energia, y biosintesis de
aminoacidos, esto era de esperarse, debido a que los monosacaridos,
aminoacidos, y acidos organicos son los principales constituyentes de exudados
de la raiz 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 biolégico, la promocion 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 expresion de genes de bacterias
presentes en la rizosfera de maiz tratado con el herbicida glifosato. Este estudio
indicé que las bacterias dentro de la rizésfera invierten la mayor parte de su
energia en la transcripcion (en el metabolismo del ARN) y el metabolismo de
hidratos de carbono, también se mostré que las bacterias Gram negativas
disminuyen con la aplicacion de glifosato, permitiendo solo el crecimiento de las
bacterias tolerantes a glifosato [59].

Ramachandran y colaboradores (2011), evaluaron mediante transcriptomica
comparada la adaptacion de Rhizobium leguminosarum a tres rizosferas
diferentes (de chicharo, alfalfa y remolacha azucarera), encontrando que hay
ciertos genes que se expresan comunmente en las tres rizésferas, de las cuales
el 66% es de funcion desconocida. Dentro de los genes comunes, se
identificaron aquellos involucrados con la deteccion del quérum sensing, donde
la movilidad bacteriana es importante para la colonizacion de las raices. Se
indujeron genes involucrados con la sintesis de formato deshidrogenasa, ya que
el formato es una fuente de carbono en el crecimiento autotréfico. 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
expresion en las tres rizosferas. Otros genes sobreexpresados, estan
relacionados con los sistemas de transporte, esto puede indicar la presencia de
estos compuestos en la rizésfera, asi como también algunos genes involucrados
en la adaptacion 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)
podrian ser catabolizados por RL4047 y RL4267, los cuales pueden catalizar la
conversion de dicloroetano a través de acido cloroacético a glicolato, con una
degradacion por el ciclo del glioxilato. Al mutar RL4267 en Rhizobium
leguminosarum, se obtiene una cepa con baja competitividad en la rizosfera del
chicharo. En general en este trabajo se muestran algunas repuestas bacterianas
en diferentes rizosferas asi 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 Lopez-Guerrero y
colaboradores (2012), donde analizaron el transcriptoma de R. phaseoli Ch24-
10 en las raices de maiz y frijol, identificando 598 genes altamente expresados
en comun en ambas plantas, y 49 genes exclusivamente expresados en las
raices de maiz. En maiz por ejemplo, se encontraron genes expresados
relacionados con el ciclo de los acidos tricarboxilicos, metabolismo del piruvato,
biosintesis de trehalosa, utilizacion de lactosa y xilosa, asi como también se
encontraron genes que participan en la sintesis o transporte de glicina-betaina,
este osmolito se acumula en el citoplasma en respuesta a estrés osmaotico;
dentro de los genes que ayudan a contender contra el estrés oxidativo, se
encontrd una catalasa, que interviene en la proteccién de especies reactivas de
oxigeno; todos estos genes son indicativos del metabolismo bacteriano sobre el

rizoplano del maiz [50].

4. Planteamiento del problema

Se sabe el efecto que generan algunos de los co-indculos en plantas de interés
agricola, sin embargo, se desconocen los genes involucrados en la interaccion
de una comunidad bacteriana que puede beneficiarse entre si y favorecer
también el crecimiento de las plantas.

Nos planteamos las siguientes preguntas:

¢ Qué efecto genera un in6culo multiespecie en las plantas de maiz?

¢,Cuales son los genes que expresa Rhizobium phaseoli, cuando se encuentra

conviviendo con diferentes organismos en las raices de la planta de maiz?

5. Justificacion

Si bien se han estudiado los procesos de nodulacién y fijacion de nitrdgeno por
rizobios, se sabe poco de rizobios en su interaccion con plantas no leguminosas
como el maiz, el cual sera el modelo de este estudio.

Actualmente la mayoria de inoculantes microbianos estan constituidos por uno
o dos microorganismos, sin embargo, no se han probado comunidades

compuestas que contengan mas de tres organismos, asi como tampoco se ha
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estudiado la expresion de genes de comunidades interaccionando en plantas de
maiz.
El estudio del funcionamiento de ciertos genes que ayuden a entender como
interactian los microorganismos en la raiz, nos permitira hacer mejor uso de
ellos, por ejemplo, en la formulacion de consorcios microbianos para la
produccion de biofertilizantes.

6. Hipotesis

ExistirA un efecto benéfico de crecimiento en las plantas de maiz al ser
inoculadas con un consorcio microbiano.

Habra una expresion diferencial de genes que permitira la adaptacion del inéculo
multiespecie, asi como genes involucrados en la promocion de crecimiento en

plantas.

7. Objetivos
7.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de un in6culo multiespecie en el crecimiento de maiz y
analizar la expresion de genes de Rhizobium phaseoli Ch24-10 en un

in6culo multiespecie en presencia y ausencia del maiz.

7.2 Objetivos particulares

« Evaluar el efecto que ejerce un inéculo multiespecie en el crecimiento de
la planta de maiz.

* Obtener y analizar el transcriptoma de Rhizobium phaseoli Ch24-10 al
interactuar con inéculo multiespecie en ausencia y presencia del maiz.

* Generar y evaluar mutantes de Rhizobium phaseoli Ch24-10 de genes
diferencialmente expresados cuando este interactta con el inéculo

multiespecie en presencia de maiz.
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8. Estrategia experimental

8.1 Bacterias del in6culo multiespecie

Para la generacion del indéculo multiespecie, utilizado en este trabajo se
utilizaron cinco bacterias: 1) Rhizobium phaseoli Ch24-10 que se aisl6é de
plantas de maiz 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 maiz, el arroz y el trigo en diferentes ensayos [82],
[34]. 3) Bacillus amyloliquefaciens CCGE2031, una bacteria endofitica de
Phaseolus vulgaris [58] y se ha descrito como promotora de crecimiento en maiz
[3]. 4) Methylobacterium extorquens AML1, bacteria epifita foliar muy comuan y
capaz de colonizar diferentes plantas, AM1 es una de las cepas de
metilobacterias mas estudiadas y fue proporcionada por ME Lidstrom de la
Universidad de Washington, EE. UU. [9]. Finalmente, 5) Sinorhizobim
americanum CFNEI156 de nédulos de Acacia [84], promueve el crecimiento de
la planta acacia [22]. Cada cepa se cultivo individualmente en medio PY a 30°C
durante la noche.

8.2. Inhibicién de crecimiento entre inéculo multiespecie

Para verificar que el inéculo multiespecie (IM) elegido pudiera crecer
conjuntamente sin inhibicion de crecimiento entre las mismas bacterias hicimos
pruebas de agar suave. Las cepas se cultivaron en medio PY liquido (Extracto
de levadura 3g/L, peptona de caseina 5g/L) en un cultivo toda la noche,
posteriormente se ajustd la D.O.soonm @ 0.1, 100 mL, de esta solucion fueron
puestos en 5 mL agar blando fundido, y fue vertido en placas estériles, esta
mezcla se dejé secar por 10 minutos y posteriormente fue recubierta por una
capa fina de agar de 3 mL, esta Ultima capa se dejo secar también y finalmente
se tomaron 50 L de las otras cuatro bacterias y se pusieron en gota sobre el
agar solidificado. El experimento se monitoreo ocho dias, 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, asi como de las bacterias crecidas en planta.
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8.3 Pruebas de promocion de crecimiento de maiz
8.3.1 Desinfeccidon y germinacion de semillas de maiz

Las semillas se pusieron en un matraz estéril, se les agrego6 etanol al 70 % hasta
cubrirlas, se agitaron por un minuto, se enjuagaron durante un minuto con agua
estéril, posteriormente se les agregé una solucion de cloro al 30 % y se agitaron
durante 20 minutos, se enjuagaron cinco veces durante un minuto con agua
estéril, se les agrego una solucion 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 Disefio experimental de plantas en camara 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 concentraciéon de 108 UFC). Los diferentes tratamientos consisten en
in6culos 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 inoculo. El disefio experimental se
establecié en camaras 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 biolégicas y un disefio de bloques completamente
al azar. Al dia 30 de crecimiento, las plantas fueron medidas y se determin6
peso fresco y seco de la parte aérea de la planta. Los datos obtenidos de cada
uno de los tratamientos fueron analizados mediante el analisis de varianza

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

8.3.3 Medicion de fotosintesis en plantas de maiz

Para evaluar el estatus fisiol6gico de la planta evaluamos el funcionamiento del
sistema fotosintético (PSlI), en el cual se mide el intercambio gaseoso de las
hojas y la fluorescencia de la clorofila [44]. Esto se realizd con el aparato portatil

LI-6400XT. Los datos de pmol CO2 m2 s obtenidos de los tratamientos fueron
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analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de

comparacion de medias de Tukey (p= 0.05).

8.4 Obtencion y andlisis de transcriptoma en medio PY
8.4.1 Cultivo en PY del in6culo multiespecie para transcriptoma

Se inocul6 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 asi como también se inoculé por
separado a Rhizobium phaseoli Ch24-10 a una concentracion 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 procedio a la extraccion de ARN
(Figura 3).

8.4.2 Extraccion de ARN

A partir del pellet obtenido del medio PY, se realizé la extraccion de ARN
mediante el protocolo de Qiagen [63]. EI ARN obtenido se cuantific6 mediante
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). La integridad del ARN total se verificd
mediante geles de agarosa al 1% y en Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies).

8.4.3. Obtencion de ARN-seq mediante lllumina

Del ARN total obtenido se enviaron 500 pg/puL a secuenciar al servicio de
gendmica y bioinformatica en Texas A&M AgriLife. EI 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 (lllumina).
Las bibliotecas de ARNm se secuenciaron mediante la plataforma Illlumina
HiSeq 2500 a través del servicio de gendmica y bioinformatica en Texas A&M

AgriLife, en formato pareado y con una longitud de 125 pb (Figura 3).
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Figura 3. Metodologia para obtener las muestras de ARN. A partir de muestras de R.
phaseoli en PY, se obtuvieron 3 réplicas biolégicas y se hicieron ectracciones de ARN,
las cuales fueron tratadas con Ribo-Zero, para agotar los ARNr, y las librerias fueron
obtenidas con lllumina HiSeq 2500. Lo mismo se realiz6 para cada uno de los diferentes
tratamientos.

8.4.4. Software para el andlisis de ARN-Seq

La calidad de los datos de secuenciacion se evalué mediante FASTQC (v0.11.2)
[7]. Los adaptadores y las secuencias de baja calidad se eliminaron utilizando
Trimmomatic (v0.38) [12], con los parametros 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 parametros:
sensitive --rdg 1000,1000 --rfg 1000,1000 1 -k 20. La abundancia de los distintos
transcritos se cuantificé utilizando featureCounts del software Subread (v1.6.2)
[48], utilizando los siguientes parametros -T 8 -p -a -t CDS -g ID -o0. Los genes
gue no tenian al menos 1 cpm en al menos una muestra se eliminaron.

El paguete edgeR de Bioconductor (v3.22.3) [66], se usd para probar la
expresion génica diferencial, considerando un gen expresado diferencialmente a
FDR <0.05. La anotacién funcional se realizé con Trinotate (v3.0.1), y el
enriquecimiento del término GO se realiz6 con el paquete topGO R (v2.32.0) [5],
utiizando una prueba clasica 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 utilizé para analizar los datos obtenidos por ARN-seq.

8.5 Obtencidn y andlisis de transcriptoma de bacterias crecidas en planta de

maiz y medio Fahareus

8.5.1 Cultivo hidropdnico de maiz e inoculacion

Las semillas de maiz fueron desinfectadas y germinadas, como se describe en
el apartado 8.3.1, una vez germinadas las semillas, se colocaron en un sistema
hidropdnico, 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 concentracién bacteriana final de 108 UFC por planta,
resuspendidas en medio Fahareus. En total se procesaron 50 plantas por
tratamiento. Las plantulas de maiz se mantuvieron por cinco dias a 28 °C con
ciclos de 12/12 luz/oscuridad.

8.5.2 Obtencion de bacterias adheridas a las raices de maiz

Transcurridos cinco dias, las raices de 50 plantas sin sintomas de estrés, se
cortaron y se sumergieron en una soluciéon de 100 mL de MgSO4 (20g/L), mas
ARNlater (Ambion) 10% y se incubaron en hielo, durante 10 minutos. Para
desprender a las bacterias adheridas a las raices, estas se sometieron a
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sonicacion indirecta durante 20 minutos y se agitaron en vortex por 30 segundos
[60], este proceso no afecta la viabilidad celular.

La suspensioén resultante se filtré6 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 centrifugd a 4°C, a 6000 rpm,
durante ocho minutos, para recuperar las células desprendidas de las raices de
cada planta. A partir del pellet celular obtenido se realizé la extraccion de ARN,
como se describe en el punto 8.4.2. y la construccion de librerias, obtencion de
secuencias se realizd6 como se menciona en los puntos 8.4.3 y 8.4.4,

respectivamente.

9. Resultados y discusion
9.1. Inhibicién de crecimiento entre IM

Para evaluar si el consorcio microbiano era capaz de crecer conjuntamente, se
sembraron todas las bacterias en medio PY soélido, observando que no hay
inhibicion entre ninguna de las bacterias elegidas (Figura 5). Se sabe que la
mayoria 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, produccion de sustancias
antimicrobinas y comportamiento coordinado que pueden ayudar a la
competitividad [37]. Sin embargo, asi 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 produccién de bienes compartidos
(publicos). Estos bienes son moléculas como las invertasas, sideroforos,
biosurfactantes y son producidas por ciertos individuos y pueden beneficiar a una
poblacion [17,79]. Existen también cooperaciones basadas en interacciones
metabdlicas, 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 energia [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, esta
sembrada M. extorquens y alrededor las otras bacterias del inéculo multiespecie. Todas
las bacterias fueron puestas como césped y las demas alrededor.

9.2. Medicion de biomasa y fotosintesis en plantas de maiz

Para evaluar el efecto que ejercen las bacterias sobre el crecimiento de las
plantas, evaluamos la ganancia de biomasa y la fotosintesis, parametros
importantes para establecer el estatus fisiologico de la planta.

Mediante un andlisis de varianza ajustado a p<0.05, encontramos que las
plantas con el IM son estadisticamente significativas las diferencias en
comparacion 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
agricola. 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 raices de maiz
y lechuga y son mas competitivas para poblar la raiz en comparacion con otras
bacterias promotoras de crecimiento [19]. Meng (2015) reporta que al inocular
BradyRhizobium japonicum con el hongo de la micorriza Glomus mosseae en
maiz y soja, se aumenta la eficiencia de fijacion de nitrdgeno y el rendimiento en
ambos cultivos. Los resultados obtenidos en este trabajo sugirieron que pudiera
haber un sinergismo entre las bacterias inoculadas en maiz, lo cual favorece la

ganancia de biomasa en la planta (Figura 6).
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Blanco M IM IM Blanco

Figura 6. Caracteristicas fenotipicas de plantas de maiz inoculadas con el IM. (a) Masa
aérea de la planta, treinta dias después de la inoculaciébn con los diferentes
tratamientos; b) CO, asimilado por plantas de maiz inoculadas después de treinta dias
de la colonizacién; c) Planta no inoculada y una planta colonizada con el IM a los treinta
dias post inoculacion, d) Masa radicular en las plantas colonizadas con IM. Los
nameros dentro de las barras representan el porcentaje de ganancia en comparacion
con el control. *representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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9.3. Andlisis de transcriptoma
9.3.1 Extraccion de ARN

Se tuvieron concentraciones arriba de 500 ng/pL de ARN, las calidades de ARN
fueron Optimas para la secuenciacion, 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, asi como un espectro
representativo para algunas de las muestras de ARN obtenidas con un

bioanalizer que nos permite observar el RIN 0 RQN.
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Figura 7. Geles de agarosa y cuantificacion 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) Visualizacion 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 secuenciacion de todas las muestras fue alta, con un
rendimiento promedio de 40 millones de lecturas por muestra. Se utilizé 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 esta dividido en tres colores, rojo,
amarillo y verde, en este caso, las secuencias caen dentro de la regién 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 mayoria de las secuencias tiene una

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

@Per base sequence quality

P T T T 7000000

1234567809 12-13 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99 106-107 114-115 122-123
Position in read (bp)

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

El ARN-Seq gener6 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 grafica 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, s5y s6 son las réplicas de comunidad
en PY. Las barras representan el 100 % de las secuencias obtenidas de la
secuenciacién, la parte azul representa el porcentaje de secuencias que se
consideraron de alta calidad y son las que ocupamos para posteriores analisis.

Con las lecturas obtenidas (lecturas después de la limpieza), se procedio a
realizar un alineamiento contra un genoma concatenado (demultiplexing), el cual
contenia los genomas de las cinco bacterias del IM méas el genoma del maiz. Se
eligio 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 utilizé el programa Bowtie2, y para
realizar la cuantificacion de la expresién de cada gen se utilizd el programa
featureCounts. Una vez obtenida la matriz de cuentas, se obtuvo el coeficiente
de correlacion de Spearman, teniendo en promedio correlaciones arriba de 0.90
entre réplicas biologicas, 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 mas cercano sea el valor a 1, mayor es la correlacion entre las
réplicas.

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

La expresion diferencial se refiere a los cambios cuantitativos ocurridos en la
expresion de un gen especifico o un grupo de ellos, al someter un organismo a
una o varias condiciones alteradas con respecto a su condicion control o normal.
En este trabajo, para evaluar la expresion diferencial, se utilizé el paguete edgeR
de BioconductoR. Elegimos este paquete basado en distribucion binomial
negativa, esta distribucion esta basada en el teorema de Bayes; en el cual, se
repiten los ensayos hasta conseguir un nimero de casos favorables. Lo que hace
el modelo en el caso de las lecturas es moderar el grado de sobre dispersion
entre los genes, resumiendo los datos en tablas de conteo, con filas
correspondientes a genes (0 etiquetas 0 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 normalizacion de los datos se realiz6 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 anotacién funcional se
realiz6 con Trinotate (v3.0.1), y el enriqguecimiento del término GO se realiz6 con
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el paquete topGO (v2.32.0), utilizando una prueba clasica de Fisher y

estableciendo un umbral de enriquecimiento de valor p <0.05.

9.4.1 Expresion diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparacion con
R. phaseoli Ch24-10 +comunidad en PY

Se obtuvieron 349 genes diferencialmente sobreexpresados (Tabla A.1) de la
comparacion 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 correlacion arriba de 0.90, y mediante un MDSplot
(grafico que permite mediante la reduccidbn de dimensiones, encontrar
similitudes o diferencias entre diferentes variables o muestras), se visualiz6 la

similitud entre las muestras (Figura ).

)]
o

- RhzCOMpy3
Tagwise

—— Common

"Reiyan
[ iz ORI

J—— Trend

05 00 05 10

Leading logFC dim 2

-15

1
Biological coefficient of variation

Rhizpy3
T

02 04 06 08 10 12 14

15 1.0 05 0.0 05 10

Leading logFC dim 1
Average log CPM

Figura 11. Variacién entre muestras de R. phaseoli crecido en medio PY con y sin una
comunidad bacteriana. a) Grafico MDS, en la cual podemos ver como las muestras se
agrupan. Las réplicas 1y 2 de R. phaseoli crecido en PY se agrupan, no siendo asi la
réplica 3, mientras que las tres réplicas de R. phaseoli crecida con la comunidad se
logran agrupar. b) Grafico de coeficiente de variacion, en el cual la mayoria de los genes
esta por debajo del 0.4, entre menor sea la variacion es mas probable que un gen esté
diferencialmente expresado y no sea una consecuencia del ruido técnico.
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Figural2. Visualizacion de términos GO de los genes diferencialmente expresados de
la comparacion entre R. phaseoli crecido individualmente contra R. phaseoli crecido en
el IM. Treemaps (proceso bioldgico) 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 aminoacidos tipo ABC, como la proteina
transportadora de aminoacidos tipo ABC de union a ATP, permeasa
transportadora de zinc tipo ABC, transportador de magnesio, transportador de
cationes. El transporte de moléculas organicas e inorganicas a través de las
membranas celulares es vital para todos los organismos vivos [80]. Los
transportadores de la super familia tipo ABC (casete de unidon ATP), estan
presentes en todas las formas de vida, la hidrolisis de ATP provee de la energia
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 organicas e inorganicas, como por ejemplo
aminoacidos, vitaminas, metales. para compuestos organicos mas grandes,
incluidos péptidos, moléculas lipidicas y oligonucleotidos. Dentro de los genes
subexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparacion con R. phaseoli
Ch24-10 + comunidad en PY, se encuentran algunos genes involucrados con
guimiotaxis y ensamble del flagelo como; por ejemplo, la flagelina, la proteina
flagelar FIgK, el cuerpo basal flagelar flgH, la proteina flagelar FIgE, el cuerpo
basal flagelar fliE, las proteinas 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 proteinas esenciales como CheA, CheB,
CheR y CheY. Esta familia de proteinas 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, ademas 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 raiz, y en este tratamiento no estan expuestas las bacterias a
estos exudados [75]. Ademds, dentro de los genes subexpresados se
encuentran algunos involucrados con la proteina de secrecion tipo 1V VirB3, la
ATPasa transferencia de secrecion de la familia tipo IV VirB4, la proteina de
secrecion tipo IV VirB2. La maquinaria secretora de Tipo IV esta codificada por
los genes virB1-11, los rizobios utilizan los sistemas de secrecion de proteinas
Tipo Il y Tipo IV para inyectar proteinas efectoras directamente en las células
de la planta huésped, donde modifican las vias de sefalizacion de las plantas.
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Se sabe que en Mesorhizobium loti, los sistemas de secrecion de tipo IV estan
involucrados en la nodulacion, probablemente en esta condicion estan
regulados a la baja, debido a que en este tratamiento se encuentra la comunidad

conviviendo en un medio complejo, PY [43].

9.4.2 Expresion diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en planta en comparacion
con R. phaseoli Ch24-10 + comunidad en planta

Al analizar la comparacion de R. phaseoli Ch24-10 en planta contra R. phaseoli
Ch24-10 mas comunidad en planta, tenemos correlaciones de Spearman
mayores a 0.83 (Figura 13) sin embargo, la muestra de Comul no presenta una
correlacién alta con las otras réplicas biolégicas de su misma condicion (Com2
y Com3). De manera similar lo mismo sucede con la réplica de las Rhizo3
(Figura 13a), por lo cual decidimos quitar estas dos muestras de nuestro analisis

y se realizaron los andlisis con las dos réplicas restantes (Figura 13b).
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Figura 10. Correlacion de las muestras de R. phaseoli y R. phaseoli con el IM, crecidos
en planta. a) Mapa de calor de la correlacion (coeficiente de Spearman, de cada una
de las muestras). b) MDS plot que muestra el agrupamiento de dos réplicas por
tratamiento.

Dentro del analisis de expresion 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
aminoacido metabdlicamente versatil, que sirve como componente para la

formacion de proteinas y como un precursor de la sintesis de poliamina. La L—
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arginina también puede servir como fuente de carbono, nitrégeno y energia a
través de una variedad de vias catabolicas en las bacterias [52].

Dentro de los genes sobreexpresados también encontramos a algunos
transportadores tipo ABC, como el trasportador de azucar tipo ABC de unién a
ATP, transportador de permeasa tipo ABC, D-ribosa tipo ABC de unién 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 nitrégeno; por ejemplo,
proteina de fijacion de nitrdgeno, nitrogenasa, la proteina NifW y la proteina de
biosintesis de cofactor hierro-molibdeno NifN, lo que nos indican que la fijacion
bidlogica de nitrdgeno no se esta llevando cuando R. phaseoli esta 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. Visualizacion de términos GO de la comparacién 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.
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9.4.3 Expresion diferencial de R. phaseoli Ch24-10 en PY en comparacion con
R. phaseoli Ch24-10 en planta

La tercera comparacion que se realizé fue con las muestras de R. phaseoli
Ch24-10 en PY contra R. phaseoli Ch24-10 crecido en planta. Las réplicas
biologicas 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 atencion aquellos involucrados con la fijacion de
nitrbgeno como, por ejemplo, la proteina de biosintesis de cofactor de la
nitrogenasa NifB, la proteina de fijacion de nitrégeno, la proteina de biosintesis
de cofactor de nitrogenasa hierro-molibdeno NifN y la proteina estabilizadora de
la nitrogenasa NifW. Los enfoques moleculares independientes del cultivo han
revelado que algunos rizobios que se encuentran en las raices de cereales
expresan los genes de la nitrogenasa [70]. Otros genes que llamaron la atencion
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 proteina de ensamble de citocromo
oxidasa CcoS, el citocromo oxidasa tipo cbb3 subunidad I, el citocromo oxidasa
tipo cbb3 subunidad Il y la citocromo oxidasa tipo cbb3 subunidad Ill. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno utilizan oxidasas de tipo cbb3 y se sabe que la
respiracion bacteriana esta directamente relacionada con el suministro de ATP,
el cual es necesario para proporcionar suficiente energia para que se lleve a
cabo la fijacion de nitrdgeno [51,74,82]. A pesar de encontrar sobreexpresados
varios genes involucrados con la fijaciéon de nitrogeno, no detectamos fijacion
de nitrdgeno medida como reduccién de acetileno cuando Rhizobium se
encuentra solo en la planta de maiz.

Se encontrd que 376 genes se estan subexpresados (Tabla A.6), dentro de los
cuales se encuentran muchos involucrados con la quimiotaxis y locomocion, por
ejemplo, proteina de sintesis flagelar, proteina de cuerpo basal flagelar LIgC,
flagelina, proteina de cuerpo basal flagelar FliL, proteina de quimiotaxis CheW,
proteina de quimiotaxis CheR.

Se ha reportado que las proteinas flagelares, los exopolisacéaridos, las

adhesinas y los lipopolisacaridos, son las primeras estructuras que entran en
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contacto con el huésped y pueden ser necesarias para la unién bacteriana en
las superficies de las raices en tiempos tempranos, sin embargo la obtencién
del transcriptoma es a tiempos largos (5 dias y las bacterias se encuentran ya
en contacto con las raices), por lo que ya no necesitaria flagelos en dicha
condicion [9]. Otros genes que encontramos son los involucrados con la
homeostasis de hierro, como por ejemplo transportador tipo ABC de hierro-
sideroforo, proteina trasportadora tipo ABC de unidn-sustrato. Los
enriguecimientos y visualizaciones de estos genes se muestran en la Figura 16

en la figura 16a los genes sobreexpresados y en la 16b los subexpresados.
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Figura 125. MDSplot de las réplicas de R. phaseoli en PY versus R. phaseoli planta con
el agrupamiento de las muestras. Grafico de escalamiento multidimensional.
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Figura 136. Visualizacion 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 Expresion diferencial de R. phaseoli Ch24-10 mas comunidad en PY en

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

Finalmente, para terminar las comparaciones de Rhizobium entre los diferentes
tratamientos, se compard 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 comparacion 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 interaccion entre especies, asi como genes
involucrados con transportadores tipo ABC, transportador tipo ABC de azUcar
de unién a ATP y transportador tipo ABC de nitrato. Algunos genes también
estan involucrados con el metabolismo de amonio.

Dentro de los genes subexpresados, encontramos 546 (Tabla A.8), de los cuales
se observaron enriquecidas algunas vias como las de biosintesis de vitaminas,
metabolismo de coenzimas, probablemente vemos esto debido a que las células
ya no necesitan sintetizar sus vitaminas y otras moléculas organicas e

inorganicas que toman del medio.
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Figura 147. Muestras de R. phaseoli con comunidad en PY en comparacion R. phaseoli
con comunidad en planta. a) Grafico 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 grafica
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 nUmero de genes sobreexpresados y subexpresados, asi como

ejemplos de las funciones de éstos genes.
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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 Expresion diferencial de genes de los integrantes del indculo multiespecie.

El objetivo principal del trabajo fue evaluar los genes que se expresan
diferencialmente en R. phaseoli, cuando se encuentra en la planta de maiz y
conviviendo con los integrantes del IM. Sin embargo, también fue de nuestro
interés estudiar la respuesta transcriptomica de los integrantes del inoculo
multiespecie cultivados en medio PY y de plantulas de maiz, por lo cual hicimos
la expresion 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 Expresion 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 azucar
de union a ATP y un transportador de carbohidratos, que ayudan a transportar
moléculas organicas e inorganicas presentes en el medio, derivadas
probablemente de los demas organismos, algunos genes sobreexpresados que
llaman la atencion, son los involucrados con los procesos de biosintesis de
toxinas como el sistema toxina-antitoxina HicB. Los sistemas de toxina-
antitoxina (TA) son elementos genéticos pequefios compuestos de un gen de

toxina y su antitoxina afin. Las toxinas de todos los sistemas de TA conocidos
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son proteinas, mientras que las antitoxinas son proteinas o ARN no codificantes,
los sistemas TA actlan sobre procesos celulares cruciales que incluyen
traduccion, replicacion, formacion de citoesqueleto, integridad de membrana y
biosintesis de la pared celular [76].

El analisis revelo 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 proteinas son fundamentales
para una gran diversidad de procesos biologicos, como la recombinacion,
replicacion, reparacion y transcripcion del ADN. Dentro de los mecanismos
principales de regulacion de la expresion génica es la union especifica de los
factores de transcripcion (TF) al ADN, aqui los encontramos regulados a la baja,
indicando una probable disminucién en ciertos procesos biolégicos (Figura 22).
Las réplicas tuvieron una alta correlacion arriba de 0.91 y mediante un MDS plot

se visualizé la correlacion entre las réplicas (Figura21l).
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Figura 21. Correlacién entre las muestras de Azospirillum. a) Mapa de calor de la
correlacion (coeficiente de Spearman), de cada una de las muestras las muestras de
Azospirillum en PY, muestran correlacion arriba de 0.91y las muestras de Azospirillum
en planta muestran correlaciones arriba de 0.93. b) Grafico Multidimensional nos
muestra como se agrupan las réplicas de Azospirillum en PY, asi como las muestras
de Azospirillum en planta.
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Figura 22. Visualizacion de términos GO de la comparacion 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 Expresion 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 expreso
Bacillus se encuentran los relacionados con la formacion de biopelicula, la
motilidad celular, la sintesis de flagelo, estos ultimos pudieran servir para
moverse hacia el biopelicula. En las bacterias se ha reportado que la formacion
de biopeliculas 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 azUcar también se sobreexpresaron. Los genes regulados por disminucion
codifican principalmente los componentes de los transportadores de tipo ABC y
las enzimas para el metabolismo de los carbohidratos, asi como muchas
proteinas hipotéticas (Figura 24). Las réplicas se visualizaron mediante un MDS
plot sin embargo la muestra de Bacillus en planta 1 no se agrup6 entre sus

réplicas, por lo que decidimos quitarla para los siguientes analisis (Figura23).
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Figura 23. Correlacién entre las muestras de Bacillus. a) Boxplot de las diferentes
réplicas de Bacillus, las primeras 3 corresponden al tratamiento de PY y las Ultimas 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. Visualizacién de términos GO de la comparacion 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 Expresidn 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 organicos, sintesis de proteina entre otros genes involucrados en
el metabolismo de Methylobacterium [38]. Dentro de los genes regulados a la
baja, tenemos los involucrados con las biosintesis de valina (Figura 26). Se ha
reportado que la biosintesis de L-valina en biopelicula inhibe el crecimiento de
algunas bacterias como E.coli K-12 [77]. Las réplicas se visualizaron mediante

un MDS plot, encontrado una buena agrupacion entre las réplicas (Figura25b).
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Figura 25. Correlacion de las muestras de Methylobacterium. MDS plot de las muestras
de Methylobacterium en PY y en planta.
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Figura 26. Visualizacion de términos GO de la comparaciéon 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 Expresion diferencial de genes de Sinorhizobium

Desafortunadamente no logramos obtener la cantidad de células suficientes,
para la expresion diferencial de Sinorhizobium, por lo cual en este trabajo no lo
discutiremos, y quedarad como perspectiva disefiar un método de analisis para

recuperar y explotar los datos de Sinorhizobium.

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

maiz

Finalmente, en este trabajo, proponemos un modelo en el que el IM favorece el
crecimiento del maiz. Por un lado, el maiz exuda al medio diferentes
compuestos, como aminodcidos, carbohidratos y acidos organicos [30], que se
sabe favorecen el crecimiento de las bacterias, que estan alrededor, y las
bacterias, toman estos elementos del ambiente como fuentes de carbono y
energia [22,26,42]. Los exudados, también actian como moléculas sefial para
desencadenar la formacion de biopeliculas en Bacillus [20].

Por otro lado, las bacterias importan y exportan al medio diferentes moléculas,
como aminoécidos, poliaminas, carbohidratos, que otras bacterias pueden estar
tomando para su metabolismo. Cabe sefalar que cuando Rhizobium se
encuentra en la planta expresa genes involucrados en la produccion de
poliaminas y éstas pueden actuar como inductores del crecimiento en las
plantas de maiz [34]. En Rhizobium, también encontramos genes involucrados
en la produccion de sideroforos, que se sabe es otra estrategia para la
promocién 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
[ll); sin embargo, existen bacterias que tienen la capacidad de producir
moléculas como los sideroforos que secuestran moléculas de hierro y las ponen
disponibles para las plantas y las bacterias de alrededor, produciendo asi un
bien publico [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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organicos, que se han descrito como inductores del crecimiento bacteriano y
como potenciadores de la fijacion de nitrégeno [26]. Curiosamente, encontramos
genes involucrados en la produccion de auxinas, que favorecen el crecimiento
de las plantas [23], asi como genes relacionados con la fijacion de nitrégeno,
gue potencia el efecto promotor del crecimiento de las plantas de maiz.

En Bacillus, se expresaron los genes involucrados en la produccién de
biopeliculas, lo que favorece la ingesta y el intercambio de nutrientes entre los
miembros del IM. Los biopeliculas ayudan a enfrentar las condiciones de estrés
osmotico, creemos que las biopeliculas también pueden actuar como
generadores de un entorno de microaerobiosis, lo que favorece la fijacion
bioldgica de nitrogeno por parte de Azospirillum y, debido a esto, encontramos
una mayor fijacion de nitrégeno en los ensayos de ARA, cuando se co-inocula

Azospirillum y Bacillus juntos (Figura 27).
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Figura 27. Esquema de interaccion entre plantas y bacterias.
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10. Conclusiones

Se disefid un IM capaz de crecer sin inhibicion de crecimiento entre los
integrantes.

Las plantas inoculadas con el IM aumentan significativamente su biomasa, su
tasa fotosintética y su fijacion biologica de nitrégeno con respecto a las plantas
sin indculo.

La fijacion biolégica de nitrégeno en el IM es llevada a cabo por A. brasilense.
A nivel de expresion 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-expresion de genes
implicados en las vias principales de la sintesis de hormonas vegetales, como
las auxinas involucradas en el crecimiento de la planta de maiz, y genes

implicados en la fijacion de nitrégeno.

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 aqui donde Rhizobium es mas abundante que en las dos muestras
analizadas.

Probar diferentes combinaciones eliminando algunos de los integrantes del
in6culo para determinar cual combinacion tiene la misma capacidad de
promocion de crecimiento y fijacion de nitrégeno que el inoculo ensayado
originalmente. Esto permitiria disefiar el in6culo minimo descartando alguna

especie que no contribuya.
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12. Articulo publicado

Derivado del trabajo realizado durante el doctorado, se publicé el siguiente articulo.
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Introduction

i nature and sgraciithorad Nekss there s 2 great diversity of bac-
leria associaied with planis. Mamy plant-bome bacienal isolaies
wihen individua®y ested in plant trials are abie (0 promode pland
Frowih [2026 77 333041 471 Plamt growih promobing rikobac-
leria (PCAR) can produce phytohormones or volatile substannes,
soiutslire muirienis, fix nitrogen or (nhilkt pests @l pathopen.
Among them, nitrogen-fixing bacteria are in general 2 minority,
possity due o ihe metabolic load of nitrogen Exation (2,57 46].
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Mot trials with PCFR are camed oul with plants inooulates
with 1 single species. However, considening that diferent bacie-
ral species co-exist in sofl and plants, recent inoculation triaks
have made = of more than singée sirains, and combbinations of
Arpspiriium and rhizobia or bacilll nd rmpobia have been suc-
cessiul m plam-growih promocion | 350,56 65 . The inooulation of
Azospirium and BrafyrRicobium improves nodulation Jnd nuro-
FEn Axaiion im egumes meh a5 soybeans | 40) and, in chickpeas 2
combined inoculation with Mesor htscbiam, Porsdormones and the
Tumgus Arjormesporg oo morezed dry wesght of plants by 3%
|57 L Sirmikarty, the co-inoculation of Ansspérillum wilh rhigobacte-
i increzsed corm gram production [650] and e co-inoculation of
Acpspiriium brosterse Az 30 and Brodyridcobius aposicum E109
improved growth and yield of soybean exposed o arsenic [ 111

Among the PCPRs, AcospirTium deserves spacial atterdion. i was
omee of the first dizzoirophs Bolabed from nonSegumes [75T78L A
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cutural croge. ancluding com, thowed 30 Jverage inredse in yickd
of 10- 30T [60) in 3 controfled [mal under waler sires, Azmpiri
fum in malre plants increased the number of shoots try 10 and
the hesght of the plant by T | 11]. Given ils pland growth promo.-
ing properses, Azosoriiem s now widely used 21 3 commerdal
produi. Three Qifferent enzymatic routes have been described 1o
PrOQCE Jus (n Az oEper i [T2 75 ], and mutants that overgrm-
duce susing are more eMcient al promoting plint growth (111
Thi, the preduction of auins by Azsspirilum (s consadered the
main mechanism of plant growth promotion | 240,72

Rocflie |s considersd 3 POPR 25 Il has also been teparted io
improve plant groweh | 74,76 R3], and produce jusing |47] 2 well
& mamy anligsobcs | 7). Barile s also known to increase com plant
Fesslince aganst Sroogte [E2 ), and cumotic siress [215]0 25 well 21
o incrrase plant Inomass. Telative waler (oniend and water poten-
blad of the lead (521 A greal diversaty of bucili has been lound in the
roots of madee 54|, and of Phesrole valports (55 L As P vulperts and
MU g grown B Ssocaied Tigs | G2, ey presumatly share
STRE oot mecTnbkomes, incindmg Socilas cyrmbionts whaeh have
been found 2o i be s=ed-borme [S0L

Methrplobacteris are found in many plants @ roots, bedves and
stemms (71 and are pable of producing cytokining and metab-
olizsing the methanol produced 23 3 ssoondary product Guring
plant wall synthesis [4 7). Furthermare, they e known (o promaote
Frowth m plants and mosses (47] Mahvindactenum sgarquens s
4 bacterium with high potential o promote the growih of corn and
other crops such a5 whesal, tomatoes, sirawterries and bobacomn [ 1L
Mpttrylobecter e has aso been shown 1o help magce plants cope
willh salety conditions (150 mM Mall) 451

Rhizotia are (he best-studeed plani symtsonis and have been
used in agricuiture for over 120 years. They are used in commertial
inoculants ¥or 2 variety of crups. especiaily soybesns (7). Rhiro-
tria form nodules and Ax nitrogen. In nodules, Moot can ix more
Fhan 750 kg of N per ha per year which ks squivalent (o 4 sutitantial
chemical fertficration in addition riwrobiy can colonise the riro-
spheres of many plams and the indemal tosees of non-legumes
[4% 7 7). Rhirotia cah exert beneficial eflects on non-lepene plants
sirmilyr to tho e triggered by ol her POPRL. s jroes neceary for the
freeliving mitrogen fation were foend in Sinoritrodtum |25 | sug.
eting it Snorhis cOm okl be 2 candidat e for nitrogen BXENHOn
I8 On-egEmeL

Due 0 worldwide cereal conmemption, the identiBcaton of
mechanisms to inTese yield and (o redace (he o of oop pro-
duction is an dctive ares of research, Cereals require largr srmounts
of expemove nitrogenous chemical fertilizers resulting in 2 con-
siderable cost o farmmers [70]. Thus, the identification of methods
or organisms that allow nrogen Axation would be of benefi i
the cemeal (amming industry [29], and vinikd polentully reduce (he
Impact of fertilizers on the emvironment.

Bacterial genes of Bacilkes [A4 ], Arcspiriium | 17, Snorse obium
157] and Ristoobder | 5 | have been shown to be dferentially reg-
ulated when inoculated onto plants in trids of 4 single strain
Speoificaily, Socilfur grown in maoe sxodites showed inoeased
Fxpremon of genss for mEnent oElzation, of antimi-
crobial peplades, chemotocs, motility | 34] and bicfBm rmation
[E7]. A Prasessr showsd cTedsed cEpresson of grnes irvoived
I biofilm formation, Chemotos and nitromen o | ny genes |
in wheat roots | 171 in nce roois, poferum eapressed
groe related (o detouficanon of ROS and multidng fow pumps,
ROVEVET, MY BEE WETE DO IRAUCeD |12 | AR Jnlodant response
it 2250 Dewn desrTibed inA pERYIDDOrTer e wihen expowed ID fXD-
dates from the soybean mot | 10] in Ehismbiam phosrol, genes
expressed in mots are involved ;o exadale Tanspart and in he
deferr o plant phytoaiexins | 54).

In addition to Changes m response b roots 2o et tuote-
Ml gefie FApTEvson can be hurther Jliensd o S presence of other
oot BT eTad [ 50 | BaoteTia Bartenia inler sctions in rots hawe been
rarely daractericed by uncional genomics. Since £ phossil is
T TN PESeaTch e, we focused on the analbysis of its gene
EXPTESTION Wilh the Jim (o detect genes [hat are expressed in the
presence of PR by taing a metatra nacriplomic study with native
Mexicin matre

Materials and methods
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for 15min 2 464§ a1 4 °C to obtam 4 bacienal pefet from which
total RNA was extracied (P 51) ENA sxiTaction wias performed
uming the Qiagen prodocal (55 ENA abtained wan quantifisg by
Nanodrop 2000 (Thermo Soemtinc]. The integrty of the total RNA
was verified by electrophoress 8 1% agaroee gels 2t well - by
Scaratyzer 2 100 Aglent Techmologes |

Commeion. norsisnon and grentt of ome month pisy

Crenie Hack sesds from Hidadgm. Mexioo, were supericully dis-
imferted 2= described (68 [esnfected sends wene germinated on
agar-water plates in the dark for 48 h at 30-C, and satsequently
Eransplanted inle Rasks with sterile wermiculite. pne seeqd per sk
Planis were inoculated wiil 1 ml of cultare with 109 ceflsmi 1
of each bactermm, individmal meculints were used with sach
of the baciera separatety: B phaseod Ch3d-10, A bresieese Sp7,
M. extorguens AMI. B amylobigufoctens CCRE2001 and S sk
cameT OFNE] 156 Marr plants were Inorulsted as well with all
bacteria together (refermed 0 23 mullispecies noouium or M)
Nofi-moculated plants were prgative cortrols. PUnD wers waiered
ONCE 3 wesk Wilh nitrogen- Iree Fihrseun solution (01102 gl Cadly,
DI2 gL MgS0yTHyO, 01 gl ;PO Q0TS gl NayFPOy 2H:O,
5 mgL Fe-citrate and 007 mgfl each of MaCh 8450, CusSO, 5H;O,
In0,, H; B0, ane Nao Mo, 24,0) |16 | afjusted o pH 7.5 brtere
anoclanng, alternating with sterile deionired water. Planis were
maintained i 28-C with & light/dark period of 12 8 Thirty days
after inocdaton, shoot fresh and ary weight and chiloropintl con-
tenl were Measured | with (he portabie L-GI00XT photosynihetic
syuiems) |45 Duts obtamed from plant lemgth, dry weight ang
chlornphyll confent were Jnalyred wilh ANOWVA varisnce and the
Tuikey comparisan bests (p= 0005 ) Fag 1]
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Com seeds were disinfected, germinated and maintainesd @
hydmponic and axenic conditions. The disinfecied ssedlings were
trarsierred (o glass tubes (one per tube]l Seedlings were Inoci-
lafed with 1 = 109 bacteria resuspended in Fahraeus medium. Ten
technical replicates were used per treatment, which consisted of
innoulating sach of the individual bacteria (£ phoseoll Ch24-10. 4
brostiense sp7, ML extorquens AM1, B amyiiiquefociens CCCE2030
and S owericorsm CPNE] 156) Ten maies plants were also inocy-
|ated with the M1 [hat contained 105 bactenal oelis of each species.
Posstive control planis were inooulated wil bl ebsiell wariicoio |65 |
ind negative control plants were nol inoculaiad Plants were kept
Tor five days 2t 28 =C with 2 bghtidark period of 12 Under those
conditions plants fided well in e containers withoul showing
siress symiptoms [54].

Nitrogenase activily was estimated by an acetylens reduction
assay with ten rools per treatment, as described [74]. After five
days, 5§ of moots (by treatrment | were cut and sealed in7 0 ml vials,
onemil of air with acetylenes and vials wer= meubabed at room &em-
peraiure. After 24h, 1 mL of gas was removed from &ach vial and
amalyied by gas chromalography lo messure the eihylene con-
centration. The specific aclivity was expressad 25 nmol 2inyiene
min " ol 1.Mﬁmﬂlu1ﬂqcmpﬂumtm[p- 005 ) weTe
wsed b analyre variance.

BNA exrarion from plant rhisoplone, consruction of e
ENA-seg Ay and sequencing

For RNA extraction, planis wers grown under Iydropomic 2md
axeric conditions 25 described above. Disinfeded seedlings wers
tramsferted o glass tubes [one seedling per tube) containing 10 mL
of Fatwraeus medinm. Plants wers inoculated with 1 = 108 bacteria
for single inoaudant trials while controls were without inoculant.
Pants for the M1 assay were inooulated with 107 cefls rom each
species. Plants were bept 2t 28 -C with a light) dark persod of 121

Five days after inooulation, Mty roodleds were placed in 50 mi
of Mgy [10mM) with Smil of RNAlaler stabiliration solution
{Amitson| and bacteria wene detached Inom roots psing am ulita-
samic ceaner by the indirect method for 20min. The lguid was
Mitered wilh miracloth [ pore stee 12 - 25 m o remove plant debrs
and barteria wers recovensd by cenirifogation [S64 g, 15 min, 4 °C)
The cell pellet was resuspended in RNAlaier soluiion. Total RNA
was exitacied & I [15] msing 4 Qiagen RNeasy Minl Kit (500
and treated with DMAse (Qiagen) following the masmfacturer’s
instTuctions. ENA high-throughput sequencing was performed in
the Cencmics and Rioinformatics Service of Texas ASBM Agrilife.
rRNA was eliminated using the Bibo-Zero riNA Remoyal Kil [ Haoe-
i} Protocol {Maming | Sequencing libraries were prepared using
the TruSeq Stranded protocol (IRuoming) and sequenced with the
Mumina HiSen 2500 platform (125nt paired-end reads) (Fig. 51).

In bofal, tweive libraries were seguenced: Six from FY media
{ three of Rhizoddarm Jlone, and three of the MI and sx Irom plants
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(three of Ettobium Jene, and three of the ML (Fg. 51) The raw
sequencieg dafa s avallatie af NCHI's Sequence Read Archive [SRAL
under opropect numser PRINALT 16T

Dex ematysh

The raw ssquencing dita were scanned o adapters and
the quality was evalusted using FASTQC (vl11.2) [B] Sequenc-
ing adipters and low gQuality segQuences were flleted using
Tremmomadic (v0L3H) [ 1 4] with the Rillowing parameters: TLLLIMI.
NACLIP: Adapter fasta: 230 TSLIDINCWINDOW 415 MINLEN 60
Sequencing pared end redds were Jligned to J composite fasts fle
contuning the full pemormes of 3 mesnbers of (he commonity | ver-
sions NZ_CMOIRITE | 1 phaseoll Chdd- 10 plasmid plRphCh24102,
whole penome shotgun ssquence, NOPOT20141 A. Srasilense
strain 5p7, complede seqguence, NC_114551.1 & swylbiqecms
OSM7 umplete genome, MCOI2808 1 M sxtorguens AM 1, com-
plete genome, NODE | Jengih 38597 26.cov.] 1707 1JOL1 ZE270,
downinaded from NCT) as weill 23 the Litest version of the genome
of Zew mays (version NCOM4502 Jeg manes cullivar 8§71 cho-
mesome 1, B73 RelCen y4, whole genome shotgun ssquence,
downioaded fmm NCED) usmg Bowtie (210 |404, with the Ini-
lowing parameters: ‘sensitive -rg 1000, 1000 -y 1000, 1000 1 -20T.
Amry single paired-emd read was only considered s being tran-
sribed from 4 specific genome If both ends of sach ragment
digned (o the same genome. Only uniquely mapping paired-end
reads wete Lsed for quantification. Cene dbundance was quanti-
fed uming featureCounts from the Subread packape (VIL62) |52)
using the followeng parameters: TR -p -2 -t (DS g 10 -0. " Cenes
that did nol huve 3l keast one counlt per million (cpm) in at least
one samjile were remowed trom sutsequent anahyses (Ag. 525

e R edgeil [v.Rioconductor 17 wR 351
vedpeRl 1225 |67]), was used 1o estimaie differential gene
FApTETROn, CONBSETING Bt 3 gene was Qifferentiaily expressed
I it had an FOR<0D05 Fonctiondl Jnnotafion was perfiormed
wilh Trinotate (vi{L1), and GO term enrichment anatysis was
periommed with the topCD R package (v2I2.0) |5 ] using 2 classic
Fisher's test and sstablishing an enrctimesnt hreshold of p value <
0o5(RAg 21

Results
M ultispectes iNocmlom S owes (s FF oWt

We compared plants grown for 30 days wilh 2 single bactenial
SITEN OF WA the M| { 36 methods) The weight of the eyl part
of the plants snd chigrephyll (ontent wetr sygnificant?y Lrger in
planis inoculated wilh the MI than these of plants moculied with
2 ungie bacterid strun | Fa 15 Lising the same multspecies inoo-
harm, 3t five days = ipdroponics we detecied Jcetylens redoction
acttvily which was deterted a5 well fom mots inoodated with
Arpspriliam or Kietniella (used 25 3 positive control) (Fe. 21 The
o JET ST TIPRIITIG Jnalysis was CaTied out with mai e plants e
days after inorulation [ see below)

ONTerenin! peme expression In i phasecl (- 10 in cors plants

We carmed oul J melalrarscrpomic analysis of bartena in free-
living conditions [in culture FY medium] and in matee roots. Each
sample had three bickogical replicates (Fg. 51) 'We obltained on
averape 40 million reads per sample that alter quality flterng were
mupped lo reference genomes. The Spearman correlation mef-
cient of Ihe read counts for the inoosdaled librarkes of L phesrall
aione and R. phaseoll in Ehe M1 was 090 on average, indicating high
reproducibility between biological replicates (Fig S1)

When wr ompared sampies of & phasroll (h24-10 from Y
medium and plants, 730 genes were found o be sgnilicantly up-
reguiaied (bog? fold-change > 1 and FDE - munnmm-u
376 penies were sigmificanily dows.requiated (Dataset 52) Cenes
up-Tegulated in £ phoseal in the presence of roots encoded trams.-
poriers & pulTescine. ured of cations [Dataset S1). Genes related
o nitrogen Mxstion MDD and NeT. nitrogensss cofactior beooyn.-
Ehesis protein NifE, and the nitrogenase stabilization protein Naw
[Fig 7] and ceRulsr resparation were 2150 found to be up-repulated
in & phasroll incladmg the genes encoding the Faf subunit of the
type T ool cyinchrome © mudase, the (oS assembly protein of
cytochrome oxkdase fype cbbid, cyfochrome b, cytochrome ¢ and
CYlCITTme o ubiguEndal oxsdlwe sabunit |

Wilhin the Renes thal were significantly down-fefulaled | when
companng B pheseal! Ch24-10 grown in PY versas plants), wene
Mose enooding chemotaxiy proteins Chell and CheW and the
regquiaior of the chemolaciic protein-giulamate methyiesterae
resporse or Chell. Down-regulated genes (or Aageils were (hose
encoding the basal body prodem (FliL), the basal rod protems [Figc
and Figla ), the hook-hasal proiein comgpiex [ FIE] the molor switch
protein FIN, fageiim, fagellin protein C, the regulator of flag-
SIED synthesis and the repreasor of Nagelium bosynthess (FRT)
(Datase 52}

A partscular relevamt was (he one considering A
phaseoll Ch24-10 versos R phaseol! Chld-10 wathin the ML, both in
roots that aliowed s to identity penes eapressed in the presence of
other bacteria. Specifically, we found 110 genes o be up-regulaied
(Dataset 53] and 53 genes down-reguiated (Datasel 54) Cenes
that increased their expression included those for transport wihich
encnde an ATP binding profein, sugar AC ransporter permeass,
SURIr ABC ITansporter sutstrate binding protein, MFS transparter,
ABC peplide ransporter, ATP binding prodesn of the sgtar ABC
transporier and marmy hypothetical penes (50, (Dataset 53]

Notatly, when Rhisobbem is the only bactenal inoculamt in
matre roots, (ks machinery for Axation and respirabon was
expreseed [ Fig. 3], whille when Rikobism iy mocuisted 25 part of
e Mi commumity, its niTogen Axation machinery s repressed.
Genes down-regulated in B phaseodl in the M1 in roots wene (hose
Ennaing the fMavoprotein subunit of electron tramsfer protesm of
e diphaFad family, a3 well 25 the uiTogen fxaton protess Nid,
nittogenase mfacdor osyniheds prodean NI, and nilrogenass,
Iron-molyhdemRem co-factie Bosynthesis proten Nty | Dataset 54

Ao dife Ml pene SUrrsIeT

‘When we compares A soeperiiam  genes expresed from the M
in plants i M in FY, we foond that Arsperilum in rools of com
over-expresied 1147 genes (Dataset 3| ana | I 6 genes werr Sown-
regulated (Dataset 51 Among the over -expressed genes. we foond
mose invoived with ABC rype and carbotnydrate ABC
ramsporisT prrmeae. Some of e notbie over-capresed genes
are for toxin eosynthesis, such 25 the Hicl toxin-Jniimon wys-
tem The oxins of 28 known TA sysiems are protetrs, whille the
antitoxins are proteins or small BNAs (siNAs). The TA systems
At om Tunial celulr processs (hal molude iramsliten, replica-
ton, cymskeiton Brmation, memirane imegrily and oell wall
béoeymthess |8 1| OtheT up-reguiited genes are those involved in
nitrogen Muation, Mie Fe-5 duster assembly family proiein Niftl,
nifrogen fxabon profeins NI, NIW, and Nifl) family protem
[Fige. 4). These proleins are responsibile for carrying ol biokog)-
3l nitrogen fxation in See-living conditions. Also over -rxpressed
wee genes for e produdion of audns such 2 indolepyru-
watsl prenylpyrivate decarboaylise indole -3 giycenil phosphale
synihase (TrpC). wiich would hawe 2 role In plant-growis pro-
motion [TI1L Within the genes that were down-reguiaied in
Arosprilum froen plants, we found those involved with chemo-
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Laxss and flagellar sssembly, and some tramscgtional facors such
as GnlR, TelR/ACTR, XRE, Fix, LysR, and ATgP.

it dYTer entiol peme expremion

When analyr ing Becfius transripts frum M1 m maize roots, we
found 362 over-eapresced penes | Datraet T) and 254 sub-expregses
feres In comparison (o Bacilles @ Ml i FY medium (Dataset 5}
Many of the over-expressed genes ar= iavolved with cell motii-
ity, fageitum synthesis, ofilm formation | 16.77,34] Genes for
oS, MaETHSILIT 2N SOgaT [T anSporiers WeTe JiS0 over-Fapreased.
Dowm-reguliied penes mamly encoded componenis of ABC type

transpotters and enzymes for carbohydrate metatolism, a5 well 2
maty hypoihetical proteins.

Discussion

Although it is known it microorganisms Svor e growtn of
crops. ks is imown about the mieractons betwesn miobes m

plants Jng how ths inuences pland growth proimoleg properties
13,410,240 57 667 7L Notably, we found Bt planis wilh not avad-

abile fixed -nitroRen and mocuiatad with M were signacant lylarger
ttan plants inoauated weth 2 single species of non-innoulated
plants. The Eranscriplome resits showed Ehat AZospeium s e
Mien T e - fcr S cteramm i the M in roots as Azospirilum =
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Aenes were foond highly expressed. In comgruence acetylene reduc-
LAY WAVS e B iy [ s TR el iy it A

The few reads assigned (oM eiylebareriam and Sinorhs nbium
preciuded a differential expression study ino be periormed for these
bacteria (Fig. 54). In rools with the MI, most transoipt-reads cor-
responded (o Arespidikss and in one plant Fitrobius transcripts
(st analyzed here) were 2% abundant 2 theese from
(g 54, sugmesiing that thess bacteria were successiinl matee- o
colonizers in one-month-oid plants. We also tested an inocuium
of Azospirfiluss and Bocilus in ydroponics as Bacllles iranscripts
were abundant in Ml in FY, Ind this Souble inoculant did not attain
the mitrogen Mcaton lkevels obtainesd with the MI(Sg 7). Ths it
serme plausibie hat the community 2 3 wholke prowides suitable
conditions forA sespirilfam to fx nitropen. Additional plant growth
promotion iests using bacterial mintures eliminating one by one
the hacteriad memibers of the I wionks by b determmine the min-
immm pumber of strains to achieve maximom Mation
in maize. Hiofim Mormation deoed in Bociles by oot seoxdates
[22] and Azvspirifum forming aggregates |41, may provide favor-
able nitrogen-fxing conditions by prodectling bacteria from oopgen
Bacteria in [he M may help to maintain ow axygen onditions or
muay provide mtrsents that stimulate Arsepirils nitrogen fction
There are examples of meiabolic complementation (hat can ooor
betveren Sifferent symbiotic speces in Lboratory assays [58L The
Functionad synesgism that can l=ad to the promotion of growth by
the conmunity beshed on [he rools may feflen long iemm acterial
Interactions in the rhizasphere [35].

Nitrogen fxation is 2 key service in the emiogy of planks, but
It &5 an enengy-expensive process. Thersiore, diazoiropies are osu-
alty & minurity among bacterial commumnities in plants 61§ and
nitrogen fvation is 3 Ughtly regulated process that is deactivaled
wihen fixed milrogen is availatte. Here Mxed nitrogen [wiich would
Imhibit nitrogen Axation) was noi added o the Fahraees sohution
and mainly roof exudates [wikh CONtEn SO, (TSN J0ds,
aming acids and vitamins) woukd support hacterial growth. Nitmo-

fen Nxakion would suppan plant and becenal growth. I is known
hat corn exudates contain carbotrydrates, amino acids and

acids that serve a5 cartom smrres for bacteria in the rhircsphere
[ TE].Wan Deyma et 3l repontsd that biological nitrogen fxation was
oliserved by adding corn mudlage o two nitrogen-fining Sadte-
ria. Herbaspirilum and Azespiriiium | 30 | Notably wheat plants that
have the capacity toaxorete Lrges amounts of organic scids shired
increased nitmogen Mation [25], mdicating that some suteianres
from root exadates ire favorable for nirogen Axation The seec-
fon of crop plants that overproduce themn would aliow increased
mitrogren Maation n agricoliune,

To promote mitogen Eation, we indodesd three different di-
rotrophs in the bacieral com inooulant. In the smgle-speries
inoculation Erial, ouwr resulis confimmed previous experaments
showing growth promotion in matee plants with & phaseoll | 22 T0L
In previme studies o dentify dirctrophs in mm-legume roots
with a culture- independent approach, nf genes of RREoSMm wene
found expressed in rice and sugar cne [15], sugpesting that nitmo-
fen fxation By rhirobia oourmed n non-legume plants (441 We
showed here that B pheseall tumed on s nf gene machinery on
muaire mats, n addition Rhimbiem expressed bacterial respiration
penes which are directly redaled (o the sappdy of ATP necessary o
provide snomgh energy for nitrogen fxation to take place, Nitrogen-
fixing baderia wee chbS-type oodises encoded by the TV DOP
opeson and this was dso expressed [85.56] Although Bhizobfum
RiTOEen Mualion genes wers sxpressed, no JCetyiene reducTion was
detecied in these barteria associated with the plants even ‘when
fhey were inoculated 2 single species. Cearly, fhere ane other
elemenis that are provided by the nodule that are necesary for
Riitzotium to i nitrogen or e ARA 253y s nol sensitive snough
to detect low levels of nitrogen Mxation.

Exudates, mudiage and border cells Jre nutrsent providers that
support bacterial growth on roots. When in pressnce of other bac-
teria, i phoseofl sesmingty has o oompens for oot nuirents and
showed enitancsd expression of transporters which could serve o
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uptake sugars and offer mokemules (53], (Dataset 1 and 3] Irom
competition seems i0 ooour under those conditions 2= genes far
iron uptaks were upregulated in £ phaseol 25 well

The csmolality of 2 typical soll water has been estimated as
less than 50 mOsmyky (61 . Rapid bacterial adaptation to inceased
osmolarty would tacilitate rhg esphere colongaten [ &1 | Genes o
tolerate ypernsmalar conditions wers found expresses inAz ngper-
e sp. 8510, Sorkholderis phyiofirmess PN, Metiyiobacte lum
popull B01, and Preudormonas putide W5 19 when 2s=ocaied with
dimerent plamis |&3 L We had previooshy detecied [he expression of
i phaseoil genes for esmotolerance in corm mats [54] and in the
presence of other bactena, this siregs seems @0 be aroeniuated. An
ecnine biosynihetic gens was found up-regulabed and scinine has
4 roie i protection from osmatic stress i rbizobia [77] and may
Inhibit melanin production | £ | Additionai evidence that B phase-
off is encountering stress [in the pressnce of other bacteria) is its
upreguiation of urrversal stress protein, ox and oxidases.
R phoseoll produces melanin in nodules and in viro with added
trypinphan and copper. The & phasend| grnes relaied
1o spemmidine and melanin synihess would be indicaive of their
bacierial Inrosots i the presence of other bacteria. Tran-
scripts for metanin synthess were reparied in P. veigrls nogukes in
a recently published transriptomic study that companes Ritzobium

exapression in determinate and non-determinaie
nodules [ 191 Melanin may serve as anbioxidant.

Crowih on surfaces versis liguid medium has major effecs
onrhizobial Rene expression | 5] Exopolysacchanidss and adhesins
may come into contact with the host and may be necessary far
hacterial early binding on the surfzces of the rooks |12}, The iran-
scriptnme anatysis which was performed (n liquid medinm would
not allow nutrient gradients to form and comssguentty chemotaxs
and snotility would not have an important role theren. Under those
conditions dowm-regulatsd penes were those that involve motility
encoaing (lageilar synihesic

Motably the very Lnge number of hypothetical genes up-
regulsted m the Ml (Dataset 1 and 3) evidence our wery poor
knowiedge of @enes that funciion in bacterial meractions which
Is ceriainly an area that needs o be studied and this work s 2 basis
for bt Transcriptional regulators (Dataset | and 3) may participate
in cechesirating the of B phaseoll genes in the presence
of other barteria and the differentizity expressed ransoriptional
reguiators may be key 0 continue siudying hacteria-Bacienia inter-
actions.
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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 comparacion de R. phaseoli Ch24-10 PY en
comparacion con R. phaseoli Ch24-10 y comunidad en PY

Tabla A.2. Genes subexpresados de la comparacion de R. phaseoli Ch24-10 PY
en comparacion con R. phaseoli Ch24-10 y comunidad en PY
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Tabla A.3 Genes sobreexpresados de R. phaseoli Ch24-10 en planta en
comparaciéon con R. phaseoli Ch24-10 + comunidad en planta

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

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

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

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

Tabla A.8 Genes subexpresados de R. phaseoli Ch24-10 con la comunidad en
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Tabla A.13 Genes sobreexpresados de Methylobacterium con la comunidad en
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70



	Portada 

	Índice General

	1. Resumen 
	3. Introducción 
	4. Planteamiento del Problema   5. Justificación  
	6. Hipótesis   7. Objetivos 
	8. Estrategia Experimental 
	9. Resultados y Discusión  
	10. Conclusiones    11. Perspectivas
	12. Artículo Publicado 
	13. Bibliografía

