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Summary

Abiotic stress such as those caused by drought and salinity are an important
limitation in the growth and productivity of native corn. These types of stress
trigger the formation of reactive oxygen species (ROS) causing oxidative
stress. Plant growth promoting bacteria (PGPB) through their secondary
metabolites, which interact with specific plant receptors, activate the defense
system, reducing the damage caused by ROS.

The objective of this thesis was to develop the use of secondary metabolites
of PGPB without the need to inoculate living cells. Bacterial interactions play
an important role in the release of enzymes called public goods, which are
mostly important catalysts or enzymes. that play important roles both in soil
functions and for the evolution of the individual.

Compatibility tests were carried out between four PGPBs where biofilm
production was measured and we found that they do not cooperate but some
groups coexist. We tested their cell-free extracts in a greenhouse experiment,
where it was found that individually grown bacteria activated enzymes that
increase resistance to oxidative stress. Therefore, it is confirmed that
interactions play a fundamental role in the release of bacterial enzymes



Resumen

El estrés abiotico como los ocasionados por sequia y salinidad son un
importante limitante en el crecimiento y productividad del maiz criollo, estos
tipos de éstres desencadenan la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) causando estrés oxidativo. Las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPB) por medio de sus metabolitos secundarios, los cuales
interactuan con receptores especificos de las plantas, activan el sistema de
defensa disminuyendo los dafos ocasionados por ROS.

El objetivo de esta tesis fue desarrollar el uso de los metabolitos secundarios
de las PGPB sin necesidad de inocular las células vivas.Las interacciones
bacterianas juegan un papel importante en la liberacion de enzimas
denominadas bienes publicos, las cuales en su mayoria son importantes
catalizadores o0 enzimas que juegan papeles importantes tanto en las
funciones del suelo como para la evolucién del individuo.

Se realizaron pruebas de compatibilidad entre cuatro PGPB en donde se
midi6é la produccion de biofilm y encontramos que entre ellas no cooperan
pero algunos grupos coexisten. Probamos sus extractos libres de células en
un experimento de invernadero, donde se encontrd que las bacterias crecidas
de forma individual activaron las enzimas que aumentan la resistencia al
estrés oxidativo. Por lo tanto se confirma que las interacciones juegan un
papel fundamental en la liberaciéon de enzimas bacterianas.
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1.INTRODUCCION y ANTECEDENTES

El maiz es una fuente principal de alimento para millones de personas, por lo que
este es un cultivo basico muy importante tanto para México como para Ameérica
Latina (Ortega, 2014).Una problematica actual es satisfacer la demanda de
alimentos que exige una poblacibn con un crecimiento exponencial. Segun
estimaciones de la ONU la poblacién mundial para el 2050 sera de 9,7 mil millones
de personas (ONU,2022). Aunado a esto el aumento demografico va acompanado
de mayor actividad antropogénica, como la urbanizacion, deforestacion, pérdida de
tierras fértles y avance de la frontera agricola.Todos estos factores son
preocupantes ya que la principal causa de la pérdida de biodiversidad en todos los

ecosistemas es el cambio de uso de suelo (Koza, et al, 2022).

El maiz es altamente susceptible a cambios en la temperatura, se ha documentado
que el aumento de 1°C en la temperatura, reduce la produccién en un 1.7% (Wu, et
al, 2021). Ademas los impactos de la sequia afectan tanto su ciclo de cosecha,
como la viabilidad del polen (Hatfield, et al, 2011), la disminucion en la produccién
por la alteracién del tiempo entre la apertura de las flores y la floracion (Maazou, et
al,2016)aunado a esto se deteriora la calidad del producto final. Por lo que resalta la
importancia de atender su situacion frente a escenarios de cambio climatico (Wu, et
al, 2021).

El uso desmedido de agroquimicos (pesticidas y fertilizantes quimicos) han
contaminado las aguas superficiales, subterraneas, acuiferos y ha provocado la
eutrofizacion de rios, lagos y mares, desequilibrando el ciclo global del nitrégeno y
del fosforo, elementos esenciales para la vida (Laurin, et al; 2006). Al igual que esto,
los dafios ocasionados al suelo son graves, como la pérdida de su fertilidad por la
disminucién de la complejidad de las redes alimentarias y la disminucion de la masa

de los microorganismos del suelo (Tsiafouli, et al 2015).

Una disminucion de la biodiversidad del suelo se ve reflejada en una pérdida de sus

funciones clave, como la regulacién de los ciclos biogeoquimicos globales (Geisen,



et al, 2019). Los desechos agricolas y farmacéuticos encabezan la lista de desechos
mas téxicos que se liberan al medio ambiente, desencadenando graves impactos
negativos tanto en el medio ambiente como en la salud humana (Saravanan,et al
2022)

Una alternativa al uso de agroquimicos son las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal por sus siglas en inglés “PGPB” (Plant Growth Promoting Bacteria) las
cuales son aquellas comunidades bacterianas del suelo capaces de colonizar
diferentes 6rganos vegetales y estimular su crecimiento a través de diferentes
mecanismos (Quispel, 1992; Albino, et al 2006; Cabrera et al 2018). Existen varios
mecanismos por los cuales las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
cumplen su funcidon dentro del ecosistema como la fijacion de nitrégeno,
solubilizacion de fosfatos, excrecion de fitohormonas: auxinas (IAA), citoquininas
(£), giberelinas (GA3) y produccion de reguladores de crecimiento como &acido
abscisico (ABA), oxido nitrico (NO) y poliaminas, otros beneficios que estas ofrecen
son los sideréforos, control de fitopatdogenos y proteccion de las plantas contra el
estrés ambiental (Bishnoi, 2015; Khan, et al, 2016).

Existen varios factores bidticos y abidticos que generan estrés en las plantas, el
estrés se puede entender como una situacién desfavorable para el éptimo desarrollo
metabdlico del organismo (Bouremani, et al, 2023). El estrés abiotico provocado por
la sequia es la mayor limitante en el crecimiento y productividad de los sistemas
agricolas a escala global (Bouremani,et al, 2023). Varios tipos de estrés como el
provocado por sequia y salinidad desencadenan la formacidén de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Las ROS son atomos o moléculas que presentan uno o varios
electrones no pareados en sus Orbitas externas, estas moléculas sustraen un
electron de cualquier molécula vecina, descomponiendo su estructura. El término
ROS es un término colectivo que incluye tanto radicales de oxigeno como ciertos no
radicales que son agentes oxidantes y/o se convierten facilmente en radicales por lo
tanto hay una variedad de ROS (Halliwell, 2006).

El estrés oxidativo se define como una alteracion en el equilibrio de la producciéon de
ROS metabdlico celular resultando en dafios en enzimas, proteinas, acidos

nucleicos, lipidos e incluso puede causar mutaciones en el ADN. Dicho dafo a



menudo se denomina dafo oxidativo, que se ha definido como el dafo biomolecular
causado por el ataque de especies reactivas, a los constituyentes de los organismos
vivos (Halliwell y Whiteman, 2004). Varios tipos de estrés abidtico induce la
formacion de ROS en plantas y es por esto que existe toda una maquinaria
compuesta de sistemas antioxidantes, de los cuales destacan enzimas como la
catalasa (CAT), deshidrogenasa (NADH), superoxido dismutasa (SOD), guayacol
peroxidasa (PX) y reductasa (Gonzalez-Bosch, 2018).

La Guayacol peroxidasa (GPX) es una enzima oxidoreductasa que cataliza la
detoxificacion del H,O, (Nufiez, 2012), esta enzima se localiza en el citoplasma y en
el apoplasma de la célula y cataliza la reaccién que consiste en sustraer un atomo
de H, de una molécula de guayacol para cederla a una molécula de peroxido

hidrogeno H,0O, produciendo tetraguayacol + H,0 (Halliwell, 2006)

H,0,+2GSH—->GSSG+2H,0

El producto, el glutatiéon oxidado (GSSG), consta de dos GSH unidos por un puente
disulfuro y puede volver a convertirse en GSH mediante las enzimas glutation
reductasa (Halliwell, 2006). De este mismo modo la APX (ascorbato peroxidasa)
invierte la concentracion de H,O, dentro de la célula catalizando la reduccion del
H,O, oxidando una molécula de ascorbato que actua como dador de electrones en

la siguiente reaccion:

2 APX + H,0O, + 2H = 2 monodehidroascorbato+ 2H,0

Estas enzimas catalizan la reaccién que transforma las moléculas radicales a no
radicales y asi estas puedan transitar por el organismo sin causar dafos (Halliwell,
2006; Mano, et al, 2001).

La tolerancia al estrés permite a las plantas mantener un buen nivel de actividad
fisiolégica mediante la regulacion y el ajuste de miles de genes que activan diversas
rutas metabdlicas para mantener sus funciones normales y minimizar el dafo.
Algunos ejemplos de los mecanismos que las plantas activan son, osmoprotectores,

altos niveles de ABA o la induccion de mecanismos de defensa (Zia, et al, 2021).



Varios de estos mecanismos son desencadenados con ayuda de las PGPB por
medio de los metabolitos secundarios, los cuales interactian con receptores

especificos de las plantas.

La respuesta al estrés es mas rapida cuando la planta mantiene activos los
mecanismos de defensa, invertir en su defensa mejora la calidad de los cultivos,
creando variantes cada vez mas resistentes al estrés. Activar el sistema de defensa
inducido es una propiedad de las PGPB, en la cual se activan rutas de mecanismos

contra defensa bidtica y abidtica.

Los agentes que aumentan la tolerancia al estrés abidtico también se han asociado
con el control del estrés oxidativo por ejemplo, el hidrosulfuro de sodio (NaHS)
protege a las plantas de la salinidad y del estrés osmotico no idnico al alterar la
maquinaria redox, también el tratamiento con NaHS mantiene bajas
concentraciones de H,0, en plantas de fresa estresadas mediante la activacion de
antioxidantes enzimaticos como SOD, CAT y APX. Estados redox inducen a la
expresion de genes clave para la biosintesis de ascorbato y glutation (Christou, et
al,2013; Glazebrook et al, 2003).

Los metabolitos secundarios son moléculas extracelulares y muchos procesos
relevantes ocurren extracelularmente como la solubilizacion y la mineralizaciéon. La
mineralizacidn es catalizada por enzimas microbianas y la solubilizacion ocurre
como un subproducto del proceso catalizado por enzimas intracelulares (Vitousek, et
al, 2010). Estos procesos son la base del reciclaje bioldgico del fosforo elemento
esencial para la vida y de esto depende su disponibilidad en el suelo, las enzimas
necesarias para la mineralizacion del fésforo organico son fosfatasas, CP liasas,

fosfonatos y fitasas (Hernandez-Ledn, et al, 2022).

Las PGPB liberan al medio diferentes metabolitos utiles, los metabolitos primarios
en sentido estricto son aquellos que se producen en la fase exponencial y son
necesarios para la sobrevivencia del microorganismo. Mientras que los metabolitos
secundarios son moléculas que se producen en la fase estacionaria y estos tienen
una variedad de funciones bioldgicas entre las cuales destacan, armas competitivas

frente otros organismos, hormonas sexuales y efectores de diferenciacion (QS). Por
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lo que no son imprescindibles para el microorganismo, pero juegan un papel en la
supervivencia de la especie como de proteccidon o competencia (Rosales, 2019;
Karlovsky, 2008).

Uno de los limitantes al utilizar células bacterianas en campo sin un vehiculo o
formulacion correcta es que, posteriormente a la inoculacion en el suelo, hay una
drastica disminucion de la poblacion bacteriana focal. Esta baja presencia
combinada con bajos niveles de producciéon de biomasa bacteriana dificulta el
mantenimiento de la actividad rizosférica. La fase o estado fisiolégico del recurso
bacteriano es importante a la hora de la aplicaciéon. A menudo se destacan las
caracteristicas de nuevas cepas de PGPB; sin embargo, muy pocas se encuentran
en el mercado, ya que la baja supervivencia bacteriana durante la vida util del
producto rara vez, es aplicado con éxito en los agroecosistemas (Pellegrini et al.,
2020).

Se ha evaluado la colonizacioén de la rizosfera y el rizoplano de las plantulas de trigo
por ambos aislamientos individualmente y por co-inoculacion de dos PGPR
(Pseudomonas fluorescens FAP2 vy Bacillus licheniformis B642).con el fin de
desarrollar un consorcio eficaz. Ya que su capacidad de formar biofilm tanto in vitro
como en rizosfera confiere otras bondades como la produccion de exopolisacaridos,
alginato, hidrofobicidad de la superficie celular y motilidad de enjambre. Este estudio
resalta la importancia de la formacién de biopeliculas en interacciones de PGPR
(rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) en el sistema suelo-planta bajo

interacciones multiespecificas (Firoz Ahmad Ansari & Ahmad, 2019).

También se ha intentado formar un inoculante multiespecies de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica (PRSB) compatible con micorrizas arbusculares, y
se investigd la combinacidn de cuatro diferentes PRSB en donde se encontré que la
inoculacion de estas ya sea individualmente o en combinacidn aumento
significativamente la colonizacion de HM (Hongos micorrizicos arbusculares) en
raices de maiz y esto aumentd el peso seco de los brotes y la absorcion de
nutrientes en comparacion con el control sin inoculacion bacteriana o el inoculante
de monocultivo. En este articulo se llega a la conclusién de que la capacidad de

formar biopeliculas aunque no mejord la solubilizacién de roca fosférica confirid
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mejora en la resistencia a los metales pesados y una exitosa colonizacion de raices
lo que confiere una ventaja como promotoras del crecimiento vegetal
(Magallén-Servin, et al, 2020).

El Quorum sensing (QS) es un mecanismo mediante el cual las bacterias censan su
poblacion.El mecanismo QS utiliza autoinductores que son moléculas extracelulares
de sefializacién, las bacterias tienen la capacidad de producir, liberar y monitorear
los cambios en su entorno de las concentraciones de estos para actuar al unisono
como poblacion, desencadenando cambios en la expresion génica y en su
comportamiento (Papenfort, et al, 2016). Los autoinductores se acumulan en el
medio y pasado un umbral de concentracién actuan proteinas que se adhieren al
ADN vy se cree que estas interactuan con secuencias de reconocimiento especificas,
los autoinductores son péptidos de estructura diversificada, el mas comun en

bacterias gram negativas es de estructura tiolactona/lactona ( Marios, et al, 2014).

La deteccion del quérum sensing es un tipo de sefalizacion célula - célula
denso-dependiente (Rhea G. 2018), y a menudo este comportamiento involucra
bienes publicos costosos. Los bienes publicos se liberan al ambiente e involucran
moléculas como enzimas relevantes para la catalizacion de nutrientes esenciales
que se pueden encontrar ocluidos, en alguna forma no mineralizada o de dificil
acceso como el fésforo, el nitrégeno y el carbono. Someter estos bienes bajo control
de quorum sensing evita la explotacidon de estos por individuos oportunistas
(Schuster, 2013).

Se ha documentado que las bacterias limitan su producciéon de bienes cooperativos
a condiciones donde los beneficios de fabricar dichos productos superen los costos
de produccion (Bruger, EL et al.,2016; Pai, et al, 2012) y también se ha concluido
que existen entornos en donde se desfavorecen todas las formas de cooperaciéon
(Allen, et al 2016).

La dinamica ecoldgica y social tiene consecuencias importantes en la configuraciéon

del comportamiento y estructura de las comunidades polimicrobianas en el suelo

(Abisado RG,2018). Sin embargo, la capacidad de las bacterias inoculadas para
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sobrevivir, competir con la microflora nativa y colonizar la rizosfera sigue siendo un
paso critico para una aplicacion exitosa en campo ( Basan, 1998; Niu, et al, 2018).

Por lo tanto, la ciencia se encuentra en la necesidad de innovar y ofrecer nuevas
biotecnologias en las cuales se pueda aprovechar los beneficios de los metabolitos
secundarios que ofrecen las PGPB de forma eficiente.Buscando el beneficio de las
plantas en cultivos de importancia econdmica, en donde se pretende mantener una
buena productividad y promover la conservacion del suelo.Una de estas alternativas

es usar un extracto libre de células.

Los extractos libres de células (ELC) son una mezcla derivada de caldos de cultivo
mediante varios procesos mecanicos Y fisicos que permiten eliminar en su totalidad
las células suspendidas. Los ELC se obtienen por medio de dos principales
operaciones, centrifugacion y filtracion (es decir, microfiltraciéon, ultrafiltracion,
nanofiltracién, ésmosis inversa). Estas técnicas se pueden aplicar individualmente o
en combinacién con otras tecnologias segun el producto final deseado. Se pueden
aplicar varios procesos posteriores para aislar y purificar los metabolitos objetivo,

también desde el interior de las células (Doran, et al, 1995; Pellegrini et al., 2020).

Para generar un protocolo de obtencion de un éptimo extracto libre de células
adecuado para las plantas de maiz criollo, este debe desencadenar el sistema de
defensa vascular de la planta, para mantener a las plantas en un estado de alerta y

obtener una respuesta mas rapida, asi como disminuir el dafio causado por estrés.

Para comprobar si la planta de maiz tiene activos estos mecanismos de defensa
planteamos un experimento en donde en un tratamiento se inocul6 a la raiz con
extracto libre de células de bacterias promotoras de crecimiento (PGPB) crecidas en
consorcio y en otro se inoculd con extracto libre de células de bacterias crecidas
individualmente para analizar el nivel de dos enzimas (APX y GPX) las cuales
ayudan a mantener bajos los niveles de H,0, y aumentan la capacidad de

respuesta de la planta al estrés oxidativo.
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ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se han puesto a prueba cuatro bacterias que fueron
aisladas del suelo de un bosque pino-encino (Avandaro EdoMex) he identificadas
como: Pseudomona fluorescens (PF), Pseudomona poae (PP), Ranhella sp (RH) y
Serratia sp. (SR), Por lo que P. fluorescens cuenta con la capacidad de inhibir el
crecimiento micelial de hongos fitopatégenos como Botrytis cinerea un 7.1% y F
oxysporumse un 5.9% en observaciones del coeficiente de inhibicién el cual
incorporo los parametros de tasa radial de crecimiento antes de la interaccion, tasa
de extension radial después de la interaccion y capacidad de inhibicion en cultivo
mixto, ademas de que si produce compuestos indol como el acido 3-indolacético y el
acido indol pirtvico (Hernandez-Ledn et al., 2022).Existen otros experimentos en
donde se aislaron las cepas P. fluorescens DR7 y P. fluorescens D11 de Setaria
italica L., un cultivo tolerante a la sequia en el noreste de China donde la alta tasa
de produccion de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa de estas

bacterias, tiene potencial para futuras aplicaciones biotecnolédgicas (Niu, et al, 2018).

Rahnella aquatilis tiene la capacidad de producir siderdforos que pueden tener
importantes implicaciones antimicrobianas in vitro, lo que ayuda a la microflora de
las plantas (Calvo, et al,. 2007). Ademas previamente se ha reportado que Rahnella
sp tiene la capacidad de inhibir el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos
como B. cinerea en un 12.1% y F oxysporum 6.1% en observaciones del
coeficiente de inhibicion, ademas de que capaz de producir compuestos (como el
acido 3-indolacético y el acido indol piravico) que estan involucrados en la
biosintesis de auxinas, compuestos que pueden modular el desarrollo de las raices
aumentando el peso total fresco y seco de las plantulas de maiz.(Ryu, et al, 2003).
Al igual en Rahnella sp destacan reportes de rasgos positivos como la produccion
de 1-aminociclopropano-1-carboxilato-desaminasa, amoniaco y la solubilizacion de
fosfato organico e inorganico como rasgos que promueven el crecimiento vegetal
(Hernandez-Ledn et al., 2022; Vyas, et al, 2010; Magallon-Servin, et al, 2020).

De la misma forma hay reportes de que Pseudomonas poae tiene la capacidad de

inhibir el crecimiento micelial de los hongos Botrytis cinerea en un 8.9% y Fusarium
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oxysporum se 14.9% en observaciones del coeficiente de inhibicion, en condiciones
de laboratorio, ademas en este mismo articulo concluyen que Pseudomonas poae
es un prometedor recurso bacteriano tanto para el control de fitopatdgenos en la
agricultura como para promover significativamente la germinacion y la elongacion de
la raiz primaria en maiz criollo (Hernandez-Leon, et al, 2022). De la misma forma la
cepa Pseudomonas poae JSU-Y1 se reporté como recurso bacteriano prometedor
para controlar la contaminacion por patulina y el crecimiento de hongos toxigénicos
en productos agricolas, la patulina es una de las micotoxinas producida
principalmente por la especigéneros Penicillium Aspergillus y Byssochlamys (Ren,et
al, 2021). Otro reporte nos dice que P. poae FL10F produce un lipopéptido ciclico
perteneciente a la subfamilia de la viscosina que posee actividad antagdnica contra

Erwinia amylovora (Dagher,et al 2021).

Serratia sp. tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos Boftrytis
cinerea en un 8.2%, Fusarium oxysporums 5.5%, en el indice del coeficiente de
inhibicién, de la misma forma Serratia sp. aumentd el peso seco y fresco de las
plantulas de maiz criollo (Hernandez-Ledn, et al, 2022). También produce
compuestos indol relacionados con la sintesis de auxinas benéficas para el sistema
radicular aumentando su densidad y arquitectura, lo que resulta en beneficios
relacionados con el intercambio de nutrientes (Agarwal, et al, 2019; Probanza, et al,
1996; Ambreetha, et al., 2018). Ademas Serratia sp ha reportado diferentes
mecanismos de solubilizacion de fésforo lo que aumenta sus caracteristicas de
PGPB (Dastager, et al, 2011).

2.Hipoétesis

Los extractos libres de células de bacterias crecidas en comunidad tienen un menor efecto
sobre las especies vegetales que las que fueron crecidas de forma individual, ya que las
bacterias compiten por recursos cuando crecen en comunidad y pueden inhibirse entre

ellas.
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3.Justificacion

La sobre poblacion aumenta la demanda de alimentos lo que aumenta el uso excesivo de
pesticidas y fertilizantes que contaminan suelo, agua y aire, causando grandes problemas
de salud humana, por lo que proponer una alternativa para aminorar el uso de estos
agroquimicos es de suma relevancia. El uso de PGPBs es una alternativa ya que puede
reemplazar los agroquimicos sin afectar la produccion de los cultivos. Aunado a esto los
extractos libres de células permiten estandarizar el efecto que tendra en las plantas y es
aqui donde las combinaciones de las bacterias PGPBs son relevantes. Todo esto es el
camino para alcanzar el 6ptimo desarrollo de un producto para uso agricola. El uso del
extracto libre de células es clave ya que las condiciones bidticas y abiéticas influyen en el
éxito de la colonizacién en raices de PGPBs en el suelo ,por lo que usar solo sus
metabolitos secundarios es suficiente para promover el crecimiento vegetal y resistencia de
especies vegetales de relevancia econdémica. Sin embargo, la competencia y la cooperacién
son interacciones comunes entre especies. Conocer las interacciones de la comunidad
bacteriana como la cooperacion y la competencia ayudara a comprender si el extracto libre
de células es mas eficiente cuando las bacterias crecen en comunidad que cuando crecen

de manera independiente.

4.0bjetivo general
Identificar las interacciones positivas y las interacciones negativas entre cuatro bacterias
promotoras de crecimiento vegetal con el fin Ultimo de obtener una 6ptima alternativa al uso

de fertilizantes quimicos.

5.0bjetivos especificos

1) Identificar si hay una diferencia entre las plantas que fueron inoculadas con

metabolitos secundarios de bacterias crecidas en consorcio e individualmente.

2) Identificar qué grupos tienen la capacidad de producir mayor cantidad de biofilm.

3) lIdentificar si las cuatro bacterias de interés crecen en 5 diferentes fuentes de fésforo

y si al crecer en pares inhiben o favorecen el crecimiento entre ellas.
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6.METODOS

6.1Produccion de Biofilm

Se realiz6é el medio de cultivo con 2 gr de caldo nutritivo en un frasco de cristal de
500 ml se afor6 a 250 ml y se esteriliz6 en autoclave a 1.3 kg/cm2 por 20 min,
posteriormente se vertieron 5 ml en tubos falcon de 15 ml y se tomé la muestra de
una caja petri con los aislados previamente preparados con una asa bacteriolégica
para dejarla en cada tubo. Se prepararon 11 tubos con los respectivos tratamientos

(Tabla 1.) Se dejaron crecer las bacterias a 30°C por 24 horas.

Después con el cultivo crecido se tom6 una muestra de 90y y se midié a 570 nm

para calcular la densidad celular que alcanzé. Posteriormente se hace una dilucion
+/- 1:100 con agua estéril en cada tubo para estandarizar la proporcion celular en la
que se comienza. De esta dilucion se tomaron 0.5 ml y se transfiri6 a un tubo
eppendorf de 1.5 ml, se realizaron tres réplicas de cada tratamiento por tres tiempos
de interés, estas se mantuvieron a 30°C sin agitar hasta llegado el tiempo de

interés.

Pasado el tiempo de interés se procedio a tefir las células con 1p de cristal violeta

(El cristal violeta es un tinte basico, que se une a moléculas con carga negativa en
su superficie y a los polisacaridos en la matriz extracelular, por lo tanto, la
absorbancia obtenida se estima proporcional a la biomasa del biofilm formado),y se
mantiene asi por 15 min a temperatura ambiente, después se decantan los tubos y
se lavan con agua estéril agitando vigorosamente para eliminar las células no

unidas al tubo, posterior se realizé un segundo lavado utilizando etanol al 95 % para
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solubilizar las células que han quedado unidas al tubo y que por lo tanto han tenido

la capacidad de formar biofilm, por ultimo las células que han solubilizado con ayuda

del etanol seran leidas en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 570 nm.

Disefio experimental

° 1.Se prepararo 5 ml de medio
liquido con agar nutritivo para el

Figura 1. Diagrama del disefio experimental resumido e ilustrado.

*

o —

Clave Diferentes combinaciones de las PGB cultivo de cada grupo. ’ ] D
ax 4x (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 2, Se alcanzo la misma proporcion celular — 0 0

poae, Rahnella sp, Serratia sp) diluyendo con agua esteril (1:100) oJ oJ
PF Pseudomonas fluorescens ) -

) 3. Se prepararon alicuatas de 0.5 ml x triplicado
PP Pseudomonas poae en cada tratamiento (24hr,48hr,72hr) las cuales /
RH Rahnella sp . se incubaron a 30°C E
SR Serratia sp . 4 .Se agrego 1p de cristal violeta para
PF-SR Pseudomona fluorescens-Serratia sp tefir las celulas (exopolisacaridos)
PF-RH Pseudomonas fluorescens-Rahnella sp . unidas al tubo
PP-SR Pseudomona poae-Serratia sp @ 5. se agito vigorosamente con agua U
PP-RH Pseudomona poae -Rahnella sp esteril y el ultimo enjuage re.allzado con
etanol al 95% fue medido en el

PF-PP Pseudomona fluorescens-Pseudomonas poae. espectrofotdmetro a una longitud de
RH-SR  |Rahnella sp-Serratia sp @ ondade570 nm.

6.2 Experimento de plantas de maiz inoculadas con Extracto Libre de
células en invernadero

Para determinar el efecto de ELC de

(Pseudomonas fluorescens,Pseudomonas poae, Rahnella sp y Serratia sp.)

los tratamientos del las bacterias
crecidas en consorcio o de forma individual, se desarrolld6 un experimento de
invernadero con bloques al azar de semillas de maiz criollo de cultivos en tierra

caliente Michoacan inoculadas con los diferentes tratamientos.

Esterilizacion e Inoculacion de semillas.

Las semillas de maiz criollo 20 por tratamiento por tres tratamientos fueron
esterilizadas en frascos de vidrio con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos,
posteriormente se lavaron con agua desionizada estéril cuatro veces, despueés

fueron sumergidas en el ELC correspondiente por 30 min y mas tarde se colocaron



sobre papel en un ambiente estéril por una hora para que secaran y posteriormente

sembradas en maceta.

Preparacion del ELC de los diferentes tratamientos

Para producir el ELC de las bacterias crecidas en comunidad estas se inocularon
con un asa bacterioldgica en 25 ml de caldo nutritivo MCD-LAB en un tubo falcon de
45 ml a 28°C por 72 horas. Posteriormente el cultivo se centrifugé a 5000 rpm por

10 minutos y del sobrenadante se tomaron 20 ml los cuales se filtraron utilizando un

Thermo Scientific Nalgene Syringe Filter 0.2 ym.

Para producir el ELC de las bacterias crecidas de forma aislada se prepar6é un
inéculo con cada bacteria en 25 ml de caldo nutritivo MCD-LAB a 28 °C por 72 h.
Posteriormente los cultivos fueron centrifugados 5000 rpm por 10 min y del

sobrenadante se tomaron 5 ml por cultivo, los cuales se filtraron utilizando un

Thermo Scientific Nalgene Syringe Filter 0.2p para finalmente generar un tubo con

20 ml.

Invernadero

Se prepararon 60 macetas de 2L con un sustrato estéril con las siguientes
proporciones: Peat moss 50%: perlita 25% y vermiculita 25%,posteriormente el
sustrato fue humedecido antes de colocar la semilla y posteriormente. Se

acomodaron 20 macetas por bloque, se realizaron 3 tratamientos.

Tratamiento 1: inoculacion con ELC de bacterias crecidas en comunidad.
Tratamiento 2: inoculacion con ELC de bacterias crecidas de forma individual.

Tratamiento 3: bloque control inoculadas solo con caldo nutritivo.

Posteriormente se realizaron dos inoculaciones mas las cuales consistieron en
adicionar 1ml de tratamiento en la base del tallo de cada individuo.La segunda fue
después de la inoculacién que se realizé desde semilla y se ilustra en el siguiente

diagrama (Figura.2). Al término del experimento y con el objetivo de cuantificar el
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efecto de los tratamientos sobre la planta se midié la altura de las plantas, la

concentracion de clorofila y el peso seco de raiz y biomasa aérea para lo cual se

tomé el peso fresco del tejido y posteriormente se deshidraté en una estufa por 48

hr a 65°C de acuerdo al protocolo modificado de Paz, L & De, M. 2022. Ademas, se

tomaron muestras de raiz para determinacion de enzimas antioxidantes.

Diseiio experimental

-

CONTROL
SUSTRATO
CONSORCIO
Peat moss 50% (1L)
Vermiculita 25% (0.5 L)
' x 20 Perlita 25% (0.5 L)
Individual

.@Colocacién de las semillas
inoculadas en sustrato esteril
’ e

6-8 dias
0 v
) Germinaci(m ‘ PP
. 3 Semanas

[ Inoculo 1ml de PGPB cell free extract
. @ ala base del tallo de la planta
10 dias
. Agrego Sales minerales
50ml por planta {1
@ 10 dias

0 Segunda inoculacion PGPB
cell free extract 1ml

48 HORAS.

@ Toma de muestra para medicion de
parametros morfolégicos y fisiolégicos >

*°

Figura 2: Diagrama del experimento de invernadero paso a paso,

especificando los dias transcurridos entre A 'y B.

Analisis de Enzimas

Para el analisis de enzimas se pesaron 0.25gr de raiz limpia, se trituraron en un

mortero con nitrégeno liquido, posteriormente el tejido molido se pasé a un tubo de

1.5ml y se agregd 1ml de buffer de extraccién,se agitaron con vortex y se filtraron

con una malla de acero con apertura de 250 micrones, se recolectdé el volumen

homogenizado y se centrifugd a 1100 rpm por diez minutos a 4°c, con el

sobrenadante se prepararon las alicuotas correspondientes .Para analizar la enzima

Guayacol Peroxidasa se depositaron 25y de homogenizado y se agregaron 975u de

buffer de reaccion la mezcla se puso en una celda y se midio en el fotbmetro a 470
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nm cada 30 segundos durante 3 minutos a partir del tiempo 0. Para la enzima

Ascorbato Peroxidasa se realizaron alicuotas de 50y de volumen homogenizado y

se agregaron 550ul de buffer de reaccion, se vacié la reaccion en una celda, y se

midi6é en el fotdbmetro a 290 nandmetros cada minuto durante tres minutos a partir

del tiempo 0.

6.3 Utilizacién de diferentes fuentes de fésforo (en placa) por bacterias
promotoras de crecimiento crecidas en comunidad y en forma aislada.

Para determinar las capacidades de las cuatro bacterias: P. fluorescens, P. poae,
Rahnella sp y Serratia sp, fueron inoculadas en medio minimo definido (DM) sin
fésforo por 72 hr a 37°C (Tapia-Torres et al., 2015), con el propésito de que agotaran
sus recursos de fésforo. Posteriormente fueron pasadas a los diferentes medios de
cultivo en las combinaciones previamente planeadas, las cuatro cepas
individualmente, seis combinaciones y un tratamiento de las 4 juntas (Tabla 1). Esto
para corroborar que unas no inhiben el crecimiento de otras. Los diferentes medios
de cultivo son medio DM con una fuente de fésforo diferente, las fuentes usadas
fueron: Fosfato de Potasio (K,HPO,), Fosfato de Aluminio (AIPO,), Hidroxiapatita
(Cas(OH)(PO,),), Acido 2-aminoetil fosférico (2AEP), Acido Fitico (PA) y un control

negativo sin fésforo (-P) para comparar su crecimiento.

Las bacterias sembradas en las diferentes fuentes de fosforo se dejaron 72 hr a
37°C vy fueron pasadas a la misma fuente por otras 72 hr a 37°C. Este ultimo
crecimiento se tomé como la capacidad bacteriana de metabolizar los diferentes
compuestos para integrar a biomasa el fésforo que requieren (metodologia

modificada de Tapia-Torres et al, 2015 y Hernandez-Ledn et al, 2022).
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Tabla 1. Claves de las diferentes combinaciones de las PGPBs

Clave Diferentes combinaciones de las PGPB

4X 4x (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas poae, Rahnella sp,

Serratia sp)

PF Pseudomonas fluorescens
PP Pseudomonas poae

RH Rahnella sp

SR Serratia sp

PF-SR | Pseudomona fluorescens-Serratia sp

PF-RH | Pseudomonas fluorescens-Rahnella sp

PP-SR | Pseudomona poae-Serratia sp

PP-RH | Pseudomona poae -Rahnella sp

PF-PP | Pseudomona fluorescens-Pseudomonas poae.

RH-SR | Rahnella sp-Serratia sp

Preparacion del medio minimo definido (DM)

Se colocaron 500 ml de agua desionizada en un vaso de precipitados de 1 L. Se
adicionaron el Tris-base y se ajust6 pH a 7.5 con HCI concentrado.(El pH inicial de
la solucién fue de 10.5).Una vez ajustado el pH se pueden adicionar los reactivos
faltantes (tabla 2,apéndice 1). Seleccionar la fuente de fésforo a utilizar, disolver y
adicionar segun corresponda (tabla 4, apéndice 1). Aforar con agua desionizada
hasta alcanzar la cantidad deseada.En caso de requerir medio so6lido, afadir 149
por litro de agar noble con agente solidificante, agitar y esterilizar en autoclave.

Adicionar los 20 aminoacidos con las concentraciones correspondientes al volumen
Tabla 3 (apéndice 1). Una vez que la temperatura disminuya para no
desnaturalizarse, al igual que el complejo B se afiade a la solucién esterilizado por
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filtracion utilizando un Thermo Scientific Nalgene Syringe Filter 0.2 SFCA p y dentro
de una campana de flujo laminar.

cajas sin fosforo y sembrar en
cada una de las fuentes

respetando las 11 (’ hadP
combinaciones S = \ -/j/‘/

Acido 2-aminoetil ERN

fosforico (2AEP)

Fosfato de Potasio o Inocular a las especies en DM sin
K2HPO4 ® fésforo por 72hr a 37°C para B
@ asegurar el agotamiento de sus 1—
@ recursos de fosforo
Fosfato de Aluminio 0 Preparar las cajas petri con
AlPO4 @ medio DMy su respectiva fuente
@ de fésforo por triplicado para
. cada combinacién
Hidroxiapatita 11 diferentes
Ca5(0OH)(PO4)3 combinaciones . Tomar a las bacterias de las
0
0
0

—
Incubar por 72hr a 37°C y evaluar la capacidac&
0 bacteriana de metabolizar las diferentes “
Acido Fitico (PA) @ fuentes de fésforo comparando su
. crecimiento contra el control

Figura 3.Diagrama del disefio experimental resumido e ilustrado.

6.4 Estadistica

Las diferencias significativas entre las variables fueron probadas con un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y una prueba post-hoc Tukey-Kramer HSD en el

programa JMP y se utilizé Rstudio para la elaboracion de graficos.
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7. RESULTADOS

7.1 Invernadero

Las variables medidas para ver el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de

las plantulas.

Clorofila

Como resultado de los parametros medidos en el experimento de invernadero
pudimos observar que la concentracion de clorofila (la cual se midié en unidades
SPAD) no tuvo una diferencia estadisticamente significativa (p=0.529) en los tres

tratamientos.

Altura

En la altura de los individuos,el tratamiento de bacterias crecidas individualmente no
fue estadisticamente diferente al control (p= 0.6166) mientras que el tratamiento de
bacterias crecidas en consorcio muestran una disminucion significativa con respecto
al control (p=0.0407) .En la variable del ancho del tallo, el tratamiento de bacterias
crecidas en consorcio es el menor con respecto al control (p=0.1612054) mientras
que el tratamiento de bacterias crecidas individualmente es igual al control
(p=0.8905665). (Figura 3. A, B, C)

Peso seco y fresco

En el peso fresco de raiz, se observé que el tratamiento de bacterias crecidas de
forma individual es igual al control (p= 0.7649), mientras que el tratamiento de
bacterias crecidas en consorcio fue menor respecto al control (Figura 2A).El peso
seco de raiz no mostré ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los
tres tratamientos.Sin embargo en el peso fresco de biomasa aérea pudimos

observar que el tratamiento de bacterias crecidas en consorcio es estadisticamente
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diferente y menor con respecto al control y el tratamiento de bacterias crecidas
individualmente solo es menor respecto al control.En los datos del peso seco de la
biomasa aérea la ANOVA arrojo que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos (f= 0.0403) sin embargo se observo en la prueba TUKEY que el
tratamiento consorcio es significativamente menor al control mientras que el
tratamiento de bacterias crecidas de forma individual solo es menor respecto al

control (individual-control p=0.2905, consorcio-control p=0.0400).

7.2 Enzimas

En la actividad enzimatica de la raiz, la enzima ascorbato peroxidasa no mostro
diferencias significativas entre los tres tratamientos. Mientras que respecto a la
enzima de guayacol peroxidasa los tratamientos de bacterias crecidas en consorcio
y el control no mostraron diferencias significativas (p=0.6909) y nuestro tratamiento
de interés que fue bacterias crecidas de forma individual mostré ser diferente,

positivamente (p=0.000).

7.3 Produccion Biofilm

En cuanto a la capacidad de las bacterias de producir biofilm, podemos observar
que Pseudomona fluorescens y Serratia sp de manera individual son las que
producen mayor cantidad mientras que Rahnella sp y Pseudomona poae producen
menos.Una vez que se llevaron a cabo las combinaciones pudimos observar que la
combinacién P. poae-P. fluorescens produce menos biofim que PF de manera
individual, sin embargo la combinacién produce mas que PP estando sola.La
combinacién Pseudomona fluorescens- Rahnella sp disminuye drasticamente la
produccion de biofilm de las dos bacterias, ya que de manera individual las dos
bacterias producen una mayor cantidad de biofilm. En la combinacién Pseudomona
poae-Rahnella disminuye la produccion de biofilm de Rahnella ya que sola tiene la
capacidad de formar mas biofiim mientras que la de PP se mantiene igual. La

combinacion de Rahnella sp-Serratia disminuye la produccion de biofilm de Serratia
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mientras que la produccion de RH se mantiene sin diferencia significativa. En cuanto
a la combinacion PP-SR esta disminuye la produccion de biofilm de SR pero es
mayor que la cantidad de biofilm producida por PP de manera individual. La
combinaciéon de PF-SR mantiene los niveles de produccion de biofilm de las dos
cepas individuales por lo que podemos suponer que estas dos cepas no compiten

entre ellas

7.4 Fuentes de fosforo

Las cuatro bacterias fueron capaces de crecer en las cinco diferentes fuentes de
fésforo estando solas(crecidas en una caja) a excepcion de Pseudomona poae, la
cual no creci6 en la fuente de 2AEP. En el tratamiento 4x, en el cual se crecieron las
cuatro bacterias juntas en cada caja en las cinco diferentes fuentes de fésforo, en
fosfato de aluminio y en acido fitico todas crecieron. Mientras que en la fuente de
calcio Rahnella no creci6.En la combinacién 4 (Tabla 2) (Rahnella sp y P.
fluorescens) Rahnella sp no crecid en la fuente de fosfato de calcio. En la
combinacioén 6 (Rahnella sp y Serratia sp), en esta caja de interacciones Rahnella

sp no crecio en 2AEP.

Hio
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Figura 1: Produccién de enzimas en raiz; A: Ascorbato Peroxidasa, B:Guayacol
peroxidasa.
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Figura 3 :

concentracion de clorofila la cual se cuantifico utilizando un medidor de clorofila
CCM-200 (Opti-Sciences, Inc., Hudson, NH, EE. UU.), que mide las concentraciones
de clorofila en funcion de las tasas de radiacién transmitida (940 y 660 nm) a través

de una hoja. C: ancho del tallo medido con un vernier en cm de todos los individuos

por tratamiento.
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Figura 4: Produccion de biofilm a las 72 horas de cada grupo,medio por densidad

optica (590nm), Experimento de produccién de biofilm. Letras diferentes muestran

diferencias significativas por la prueba de Tukey ( P < 0.05)

SR

Tratamientos de cada una crecida en una caja sola.
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[Tratamiento combinacion 1

PF k%% k%% *% *%k% *%
PP * * *% * %% *
[Tratamiento combinacion 2

PF *%k% *%k% *%k% *%k* *%
SR k%% *% *k%k *%k% *%
Tratamiento combinacion 3

PP * * *% * %% /
RH * *% *% / /
[Tratamiento combinacion 4

PF **k% k%% * %% *%k% *%k%
RH * * *% / *%
[Tratamiento combinacion 5

PP *% * *% *%k% /
SR k%% k%% *% * %% *%
[Tratamiento combinacion 6

RH *% *% *% * /
SR k%% k%% *k%k *%k%* **k%

Tabla 2: Las 5 fuentes de fésforo utilizadas y todos los tratamientos reportando su
crecimiento, en una escala de tres asteriscos , uno poco crecimiento, dos

crecimiento medio y tres mucho crecimiento. Los / son no crecié

8. DISCUSION

En este trabajo se buscod obtener una oOptima alternativa para reemplazar el uso
desmedido de agroquimicos en el cultivo de maiz ya que estos causan dafos
irreversibles al medio ambiente y a la salud humana, esto por medio de una nueva

biotecnologia compuesta por el extracto libre de células de PGPB.

Las plantas se adaptan a las condiciones mediante mecanismos fisiolégicos y
moleculares para mantener el equilibrio homeostatico, lo que provoca que
eventualmente generen una tolerancia al estrés abiotico. Segun Singhal vy
colaboradores (2016) los genes que responden a esta presion ambiental varian
entre especies y genotipos pero se pueden dividir en cuatro categorias 1) Genes

que codifican enzimas implicadas en la sintesis de osmolitos, 2) Genes que
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codifican antioxidantes (ROS), 3) Genes que codifican proteinas de choque térmico
implicadas en el mantenimiento de la integridad celular y 4) Genes que codifican
proteinas quinasas y factores de transcripcién (Ojuederie, et al, 2019; Singhal, et al
2016)

Las plantas controlan su nivel de estrés a través de mecanismos redox para
mantener una adecuada homeostasis celular mediante mecanismos enzimaticos y
no enzimaticos, los primeros incluyen enzimas como la superoxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutation reductasa
(GR), la glutatién peroxidasa (GPX), la monodeshidroascorbato reductasa (MDAR) y
la deshidroascorbato reductasa (DHAR), las moléculas antioxidante incluyen el tiol
glutation no proteico (GSH) y el acido ascérbico , el compuesto antioxidante mas
abundante en las células vegetales (Foyer, et al, 2011). El perdxido de hidrégeno es
un claro indicador de estrés abiotico y se ha observado que es mas elevado el nivel

de H,0, en estrés por sequia que por salinidad. (Ojuederie, et al, 2019)

Encontramos que la enzima guayacol peroxidasa mostré6 mas actividad en el
tratamiento de bacterias crecidas de forma individual lo que nos indica que las
interacciones tienen una influencia en el proceso de liberar metabolitos secundarios
al medio. La ruta de defensa contra ROS de la enzima Guayacol Peroxidasa se
localiza en el citoplasma y en el apoplasma de la célula vegetal. (Halliwell, 2006) . El
ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH) es un agente importante en el mantenimiento
del nivel de concentracion de H,0O, para mantener la homeostasis intracelular,esto al
reducir los enlaces disulfuro y desintoxicar los xenobidticos con su forma oxidada,
disulfuro de glutation (GSSG). La glutation reductasa (GR) permite mantener una
proporcion alta de GSH a GSSG (Apel, et al, 2004). Estudios han encontrado que la
interaccidon entre los niveles intracelulares de H,O, y glutation (GSH) determina las

respuestas de defensa (Gonzalez , 2018).

Por lo tanto, encontramos que la mejor forma para cultivar bacterias y usar sus
extractos libres de células es de forma individual a menos que entre éstas exista
una sinergia importante. Hay estudios que informan una asociacién sinérgica entre
Candida albicans y Estreptococos y concluyen que es importante la presencia fisica

de las células interactuantes para mantener la sinergia ya que no se mantiene al
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utilizar solo los extractos libres de células de las bacterias crecidas individualmente (
Ren, et al; 2015).

El término “tolerancia sistémica inducida” se acufié para nombrar los cambios fisicos
y quimicos inducidos por microorganismos en la vegetacion resultando en una
mayor tolerancia al estrés (Vurukonda, et al, 2016; Karimi,et al. 2022) . Al
desarrollar resistencia inducida las plantas son capaces de activar sus mecanismos
de defensa frente a futuros ataques de patdégenos, asi como de responder de forma

rapida y eficiente (Conrath, et al. 2002).

En el tratamiento de extracto libre de células bacterianas crecidas en consorcio tuvo
un efecto negativo sobre el crecimiento de las plantas observado en una menor
altura, ancho del tallo y peso fresco de raiz, mientras que en la biomasa aérea
ambos tratamientos fueron menores al control, pero se puede observar que el
tratamiento donde las bacterias fueron crecidas en consorcio es aun menor que el
tratamiento donde las bacterias fueron crecidas de forma individual, esto lo
atribuimos al efecto de compensacion (trade-off) entre el crecimiento y la defensa ya
que podria ser un problema sobre inversion de recursos (Guirnalda, 2014), sobre
todo en una etapa temprana de desarrollo como lo fue en este experimento, no
sabemos si este resultado se compensa al final de la etapa de crecimiento como un

leve retraso o conlleve consecuencias en la etapa adulta.

Una de las problematicas mas fuertes derivadas del cambio climatico es el aumento
en la incidencia de sequias, lo que trae consigo una fuerte presién sobre la biota del
suelo y las plantas. El estrés osmoético y oxidativo es causado por salinidad y
sequias intensas, ya que limita la movilidad de nutrientes en el suelo y el acceso a
estos por las raices de las plantas, ademas de que existe el obstaculo mecanico
para la penetracién de las raices en suelos duros con deficiencia de agua. (Zia,et al,
2021)

Las plantas sésiles son menos resilientes a estos tipos de estrés, por lo que es
preocupante los rendimientos agricolas mundiales en un futuro y promover la
resistencia a la sequia por cualquier estrategia es apremiante. Se sabe que la

membrana plasmatica junto con el apoplasto es el principal sitio que responde a
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sefales enddgenas y estimulos ambientales exdgenos (Zia, et al, 2021). Por lo que
incluir el desarrollo de resistencia inducida por bacterias promotoras de crecimiento
vegetal y sus posibles aplicaciones es una buena alternativa en cuestiéon de

enfrentar el cambio climatico.

Al explorar la dinamica entre las 4 cepas focales encontramos que Pseudomona
fluorescens y Serratia sp. coexisten ya que de las demas combinaciones analizadas
son las que no disminuyeron abruptamente su produccion de biofim en la
interaccidon. Pseudomona fluorescens y Rahnella sp compiten entre ellas ya que la
produccion de biofilm disminuyd drasticamente en la interaccion. Parece ser que
Pseudomona poae y Pseudomona fluorescens si coexisten (no compiten ni
cooperan) pero su interaccion no forma una sinergia ya que Pseudomona
fluorescens es capaz de producir mas biofilm estando sola. Por otra parte,
Pseudomona poae disminuye la produccién de biofilm de Rahnella ya que sola tiene
la capacidad de formar mas biofilm. Rahnella y Serratia compiten entre ellas ya que

Serratia tienen mayor produccién creciendo sola.

Parece ser que solo una combinacion de las siete analizadas coexisten
armoniosamente, contrario a la teoria de la dependencia comunitaria en donde las
especies que se desarrollan dentro de un biofilm o biopelicula son impulsadas a una
simplicidad de metabolismos mejorando la aptitud individual, lo que favorece la
cooperacion en sistemas complejos en donde se mantiene la coexistencia (Ren, et
al, 2015; Morris et al, 2012).

Se ha observado que las bacterias que estan dentro de la matriz de
exopolisacaridos aumentan su producciéon de biomasa, ademas existen especies
que no forman biofilm de forma aislada, pero promueven la formacién de este en un
biofilm multiespecies, confiriendo asi el biofilm un habitat bacteriano favorable e
incluso protector ante compuestos inhibidores hacia especies mas sensibles. (Ren
et al., 2015; Lee et al., 2014)

“El requerimiento de recursos esta inversamente correlacionado con la aptitud y, por

lo tanto, es una medida de la capacidad competitiva”(Bonachela et al., 2017). En los
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experimentos de placas Rahnella crecié de forma individual en la fuente de calcio
[Ca5(OH)(PO4)3] pero no asi en la fuente de calcio en las cajas compartidas con
Pseudomona fluorescens y Pseudomona Poae. Tampoco creciéo en la caja con
Serratia sp en la fuente de 2AEP, lo que nos dice que no es buena absorbiendo
esas fuentes de fésforo y por lo tanto Rahnella no es buena compitiendo. Por otro
lado, se sabe que el potencial de coadaptacién a largo plazo y el grado de
superposicion de nichos son importantes rasgos que definen si las bacterias

compiten o cooperan (Ren, et al, 2015).

Considerando todo lo anterior podemos decir que utilizar el extracto libre de células
es una buena alternativa para contar con algunos beneficios de las PGPB sin
inocular las células fisicas. Depende de las condiciones y necesidades de cada
cultivo al que se pretende atender se debe tomar la decision de las bacterias que

requiere y en qué forma aplicarse.

9.CONCLUSIONES

La combinacién de Pseudomonas fluorescens y Serratia sp. fue la mas compatible y
es la que proponemos aplicar en campo ya que Serratia sp tiene capacidades
promotoras de crecimiento por produccion de compuestos indol y auxinas benéficas
para el crecimiento y Pseudomonas fluorescens produce compuestos importantes

contra los fitopatégenos.

Al evaluar los diferentes tipos de interacciones para obtener el extracto libre de
células optimo, concluimos que cultivarlas de forma individual y mezclar extractos
libres a posteriori resulta mejor ya que aumentoé la actividad de GPX. Estas cuatro
bacterias seleccionadas por sus importantes atributos como PGPB fueron aisladas
de diferentes puntos por lo que entre ellas no existe coadaptacion o biopeliculas
multiespecie favorables y por lo tanto se sugiere solo usar su extracto libre de

células en campo para no tener reacciones contraproducentes.
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Este trabajo es relevante ya que estas cuatro cepas no habian sido reportadas
previamente en su uso como importantes recursos para la obtencién de extractos
libres de células. Seria interesante analizar los metabolitos secundarios que
contienen los extractos libres de células responsables de la induccidn del sistema de
defensa y conocer el tiempo de vida util de sus componentes activos para poder

utilizarlos en campo exitosamente.

De la misma forma seria muy interesante probar las combinaciones propuestas en
invernadero asi como ponerlas a prueba con diferentes agentes de estrés y
comparar resultados, ademas probar si la induccién del sistema de defensa es

posible en otras especies vegetales similares.
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10. Apéndice

Apéndice 1. Reactivos para la preparacion del medio DM.

Tabla 2. Reactivos utilizados para elaborar el Medio Minimo Definido.

Reactivo Concentracion g/L g/2L

Tris base 50mM 6.057¢g 13.114g

Ajustar PH a 7.5 con HCL concentrado

NH4NO, 3.3 mM 0.269 0.52g

MgSO, 40 mM 0.48¢g 0.96 g

ZnCL, 0.01 mM 0.000136g 6 0.000272g 6

(10p sol 1 M) (20p sol 1 M)

NaCL 0.17 mM 59 109

FeCL; 49.9 mM 0.27 g 0.54 ¢

KCL 0.67 mM 0.1g 0.2g

MnCL, 0.2¢ 049

CaCL 04g 08g
Glucosa(Dextrosa) 9g¢g 18 g

ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE

Mezcla de 20 aa

Complejo B 100y 200 y

Preparacion de los 20 aminoacidos esenciales

La mayoria de los aminoacidos se disuelven facilmente en agua al agitarlos. Sin
embargo, algunos aminoacidos requieren cierto pH para disolverse (Ac. Aspartico,
Ac. Glutamico, Tirosina y Triptéfano).

Para aquellos aminoacidos cuyo pH debe ajustarse:

*Pesar gramos de aminoacido y anadir 15 ml de agua estéril.

*Ajustar pH con NaOH.

*Aforar con agua estéril hasta los 25 ml.

Tabla 3. Stocks de aminoacidos a 0.1 M.
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Aminoacido Cantidad | Volumen (ml) |Agua |pH mi/ L DM
(9) estéril

D- alanina 0.2227 25 Si 4.88
L-arginina 0.4355 25 Si 5.62
L-asparagina 0.3753 25 Si 2.29
L-Ac. Aspartico 0.3327 25 Si 10.6 2.29
L-cisteina-HCI 0.3029 25 Si 0.87
L-Ac. Glutaminico |0.3678 25 Si 12.8 25
L-Glutamina 0.3653 25 Si 25
Glicina 0.1876 25 Si 5.82
L-Histidina 0.3878 25 Si 0.9
L-isoleucina 0.3279 25 Si 2.76
L-Leucina 0.3279 25 Si 4.28
L-Lisina 0.3654 25 Si 3.26
L-Metionina 0.373 25 Si 1.46
L Fenilalanina 0.4129 25 Si 1.76
L-Prolina 0.2878 25 Si 2.1
L-Serina 0.2627 25 Si 2.05
L-Treonina 0.29 25 Si 2.41
L-Tirosina 0.4529 25 Si 12.9 1.31
L-Valina 0.2928 25 Si 4.02
L-Triptéfano 0.5105 25 Si 10.8 0.54

Fuentes de fésforo

Dependiendo de la fuente de fésforo se agrega estas concentraciones a la solucion
antes de esterilizar en la autoclave.

Tabla 4. Fuentes de fésforo utilizadas.

Reactivo

Concentracion

g/L

Observaciones

K;HPO,

0.065 mM

0.0113

Se disuelve rapido
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en 300 ml

ALPO, 0.065 mM 0.008 AjustarpHa 7.5
Se disuelve
lentamente.Esterili
zar en autoclave
de manera
independiente

FeO,P2H,0 0.065 mM 0.12 AjustarpHa 7.5
fosfato diacido Se disuelve
férrico aproximadamente

en 2hr. Esterilizar
en autoclave de
manera
independiente

Cas(OH)(PO,), 0.065 mM 0.0108 Se disuelve
lentamente.
Aproximadamente
en 2 horas.

2AEP 0.065 mM 0.0072
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