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Resumen y Abstract VI

Resumen

Mitigacion del estrés por déficit hidrico en maiz forrajero mediante el uso de PGPB

La escasez mundial de agua disponible para el riego representa una de las principales amenazas
para la agricultura y la seguridad alimentaria. Se espera que la situacidn se agrave por periodos de
sequia mas recurrentes debido al cambio climatico. Fortalecer la tolerancia de los cultivos a
condiciones deficientes de agua y mejorar su eficiencia en el uso del recurso hidrico se convierte
en uno de los mayores desafios actuales. Las PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria) se presentan
como una alternativa viable para reducir los efectos deletéreos de la sequia. Este estudio tuvo
como objetivo evaluar el potencial de diez cepas de PGPB de los géneros Pseudomonas spp.,
Bacillus spp. y Lysinibacillus sp. pertenecientes a las colecciones del Instituto de Biotecnologia de
la Universidad Nacional (IBUN) y la Corporaciéon Colombiana de Investigacién Agropecuaria
(AGROSAVIA), en la mitigacion del déficit hidrico en plantas de maiz. Para ello, se realizaron
ensayos en invernadero (Bogotd) y casa de malla (Cesar) utilizando indéculos individuales. Las
plantas se cultivaron en condiciones de riego durante 20 dias y luego se sometieron a 11 dias de
déficit hidrico. Después del periodo de estrés, se determinaron cambios en la biomasa seca (aérea
y radical), contenido relativo hidrico (RWC), contenido de pigmentos fotosintéticos, acumulacion
de osmolitos y actividad enzimatica antioxidante (GR y APX). La inoculacién de las cepas XT14,
MT1C8, PSL63 y MGC9 demostrd atenuar los efectos perjudiciales de la sequia en el crecimiento
del maiz, aumentando la biomasa seca aérea entre un 22% y 51% frente al control de estrés. Otras
cepas como PSL80 y XT17 mejoraron el estado hidrico de la planta, manteniendo el RWC entre un
94% y 98%. Esto se logrd principalmente mediante la modulacidn especifica de cada cepa en la
acumulacién de osmolitos, la actividad antioxidante y el contenido de clorofila en las hojas.
Posteriormente, las cepas PSL80, PSL63, XT14 y XT17 fueron seleccionadas para estudios
adicionales a nivel de laboratorio, donde se determinaron caracteristicas de promocion del
crecimiento y tolerancia al estrés osmdtico. Se observd que las cepas eran tolerantes al estrés
osmotico inducido por la presencia de Polietilenglicol (PEG) 6000 en el medio de crecimiento y
poseian multiples rasgos de promocion, como la capacidad para sintetizar compuestos de tipo
indol y exopolisacaridos (EPS), solubilizar y mineralizar fésforo, y establecerse en las raices incluso
en condiciones de estrés. Estos atributos podrian guardar relacién con los beneficios observados
en las plantas, al aumentar la biodisponibilidad de nutrientes, mantener la humedad en la rizésfera
y estimular hormonalmente el crecimiento. Se concluyd que las cepas de Pseudomonas PSL80 y
PSL63, y de Bacillus XT14, poseen potencial para mitigar el estrés por déficit hidrico en las plantas
de maiz.

Palabras clave: Sequia, polietilenglicol, ajuste osmdtico, Zea mays, antioxidantes, Caribe seco.
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Abstract

Mitigating Water Deficit Stress in Forage Maize through the Use of PGPB

Global water scarcity for irrigation represents one of the main threats to agriculture and food
security. It is expected to worsen due to more frequent drought periods resulting from climate
change. Strengthening crop tolerance to water-deficient conditions and improving water use
efficiency have become some of the greatest challenges today. Plant Growth-Promoting Bacteria
(PGPB) emerge as a viable alternative to reduce the deleterious effects of drought. This study
aimed to evaluate the potential of ten PGPB strains from the genera Pseudomonas spp., Bacillus
spp., and Lysinibacillus sp., collected from Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
(IBUN) and Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), in mitigating
water deficit in maize plants. Greenhouse (Bogota) and mesh house (Cesar) assays were conducted
using individual inocula. The plants were subjected to 20 days of watering and then exposed to 11
days of water deficit. After the stress period, changes in dry biomass (aboveground and root),
relative water content (RWC), photosynthetic pigment content, osmolyte accumulation, and
antioxidant enzyme activity (GR and APX) were determined. The inoculation of XT14, MT1CS,
PSL63, and MGC9 strains demonstrated attenuation of detrimental effects of drought on maize
growth, increasing stem dry biomass by 22% to 51% compared to the stressed control. Other
strains like PSL80 and XT17 improved the plant's water status, maintaining RWC between 94% and
98%. This was achieved mainly through specific modulation by each strain in osmolyte
accumulation, antioxidant activity, and chlorophyll content in the leaves. Subsequently, strains
PSL80, PSL63, XT14, and XT17 were selected for additional laboratory-level studies, where growth
promotion characteristics and tolerance to osmotic stress were determined. These strains were
found to be osmotolerant induced by Polyethylene glycol (PEG) 6000 in the growth medium and
had multiple promotion traits, such as the ability to synthesize indole-type compounds and
exopolysaccharides (EPS), solubilize and mineralize phosphorus, establish themselves in the roots
even under stressful conditions. These attributes may be related to the observed benefits in plants
by increasing nutrient availability, maintaining moisture in the rhizosphere, and hormonally
stimulating growth. It was concluded that the Pseudomonas PSL80 and PSL63 strains, and the
Bacillus XT14 strain, have the potential to mitigate water deficit stress in maize plants.

Keywords: Drought, Polyethylene glycol, Osmotic Adjustment, Zea mays, Antioxidants, Dry
Caribbean.
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inoculacidn de las PGPB en condiciones de déficit hidrico, en un ensayo conducido en casa de malla
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Introduccion

La sequia es la causa principal de los dafios y pérdidas de los cultivos a nivel mundial (FAO, 2017).
El déficit de lluvias por periodos prolongados o recurrentes, incide en la escasez de agua para
consumo humano, el detrimento de la fertilidad del suelo, el declive del rendimiento de los cultivos,
la pérdida del sector pecuario y en una serie de limitaciones econdmicas y sociales (FAO, 2017),
gue hacen de este fendmeno una amenaza para los cultivos, la actividad pecuaria y la seguridad
alimentaria por igual (Gupta et al., 2020). Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura -FAO (2017), las pérdidas globales en la produccién agricola
debidas a la sequia entre 2005 - 2015 se estimaron sobre los ~30 mil millones de ddlares en los
paises en desarrollo y tan sélo en EEUU, ha causado la pérdida del 67% de los cultivos durante los
ultimos 30 afios (Comas et al., 2013).

El panorama global no promete ser alentador en los préximos afios, se espera que la severidad y
frecuencia de los episodios de sequia incrementen como consecuencia del cambio climdtico, y
afecten colateralmente el crecimiento de las plantas en mas del 50% de las tierras cultivables
(Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al., 2020; Naveed et al., 2014; Vinocur & Altman, 2005). Lo
anterior, sumado al aumento de la poblacién humana, que podria llegar a ~10 mil millones en 2050
(UN, 2019), se traduce en una demanda mayor de alimentos, superficie cultivable y agua.

Se prevé que la produccién de cultivos clave, como el maiz, el trigo y la cebada, se desplace hacia
zonas marginales que padecen principalmente escasez de agua (Edmeades, 2008). Ademas, se
estima que la pérdida anual de tierras cultivables se duplicara para fines de siglo (Naveed et al.,
2014), mientras que el suministro de agua disponible para la agricultura disminuird en un 50%
(Gupta et al., 2020). Esta situacidon podria agravarse aun mas en las regiones tropicales y
subtropicales, donde la sequia es frecuente debido a los patrones de lluvia irregulares y la baja
capacidad de retencién de agua en los suelos (Musimwa et al., 2023; Prasanna et al., 2021). En
Colombia, los biomas altamente vulnerables, como el Caribe Seco colombiano, podrian verse
especialmente afectados.

El Caribe Seco colombiano, se concibe como la zona donde predominan los bosques secos y
matorrales desérticos, comprendida entre los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, La
Guajira y Magdalena (Rozo-Leguizamdn et al., 2018). Se caracteriza por presentar periodos
intermitentes de lluvia y sequia, deficiencia en la humedad del suelo disponible para las plantas
entre 90 a 180 dias por afio y un ambiente semiarido con tendencia a la desertificacion (Moreno-
Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020). Se espera que el cambio climatico recrudezca los efectos de la
sequia en este bioma, particularmente, en el departamento del Cesar, para el cual existe una
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amenaza alta sobre la disponibilidad del recurso hidrico a futuro (PIDARET, 2019), debido a cambios
previstos en el incremento de temperatura de 1,2 °C y reduccién del 40% en las precipitaciones
entre el 2011 y 2040 (MinAmbiente, 2015).

El escenario anterior, trae repercusiones directas sobre la actividad agropecuaria, uno de los
principales renglones econdmicos del departamento, en especial, para la siembra de cultivos de
ciclo corto y las pasturas que sirven de alimento a bovinos (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al.,
2020). El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de ciclo corto de mayor relevancia en el Cesar,
tan solo para el 2021 se sembraron 45.971 hectareas y se produjeron mas de 114.600 toneladas,
equivalentes al 56% del total de la produccién anual de cereales del departamento (Agronet-
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023). No obstante, su area y rendimiento ha
disminuido desde el 2013 debido, entre otros factores, a la sequia (MinAmbiente, 2015; PIDARET,
2019).

El maiz es el principal cultivo de cereal a nivel mundial (Edmeades, 2008), con un rendimiento y
produccién mayor que el del arroz o el trigo (FAO, 2023a), es el tercer cultivo alimentario mas
importante en términos de fuentes de energia y proteina en la nutricion humana (Aslam et al.,
2015), y en Colombia, es el segundo cereal con mayor superficie de siembra después del arroz (FAO,
2023a; Govaerts et al., 2019). Todas las partes del maiz (tallos, hojas, panojas y mazorcas) son
aprovechables para diversos usos, ya sea en la alimentacién humana, la elaboracién de piensos y
ensilajes para animales o la produccion de biocombustibles.

El maiz es uno de los cereales mas eficientes en el uso del agua, ya que por ejemplo, requiere 146
kg de agua menos para producir un kilogramo de materia seca en contraste con cultivos similares
como el trigo (Aslam et al., 2015). Sin embargo, el maiz se ve notablemente afectado por el déficit
hidrico en todo su ciclo de vida, siendo particularmente sensible en algunos estadios de desarrollo.
De hecho, la insuficiencia de agua durante las etapas iniciales de desarrollo, o la polinizacion y
llenado del grano (Aslam et al., 2015; Wahid et al., 2007), impacta posteriormente el rendimiento
del cultivo, al disminuir el peso de los granos y la biomasa de la planta hasta un 87% (Kamara et al.,
2003).

Bajo este contexto, la construccidn de alternativas que contribuyan al desarrollo de cultivos que
utilicen el agua de manera mas eficiente y en especial, que presenten mayor tolerancia a la sequia
es apremiante (Edmeades, 2008; Gupta et al., 2020). Actualmente, para dar respuesta a esta
problematica se esta trabajando en estrategias biotecnolégicas tales como la edicion genética de
plantas (Lu et al., 2013; Xiao et al., 2009) y el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
0 PGPB (por sus siglas en inglés).

Pese a que, la ingenieria genética ha permitido desarrollar plantas transgénicas con niveles
mejorados de tolerancia a estreses abidticos y rendimientos superiores que sus contrapartes
silvestres (p. ej. en X. Zhao et al. (2020) y Shi et al. (2017)), la transformacion genética es un proceso
prolongado y complejo; requiere ardua investigacion para desentraiiar los mecanismos genéticos
involucrados en la percepcién del estrés, la transduccion de sefiales y la expresién de genes y
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metabolitos especificos (Vinocur & Altman, 2005) y cuyos beneficios no son facilmente
transferibles entre especies vegetales (Ngumbi & Kloepper, 2016). A lo anterior, se suma el hecho
de que las plantas modificadas no son bien aceptadas en algunas regiones del mundo (Wahid et
al., 2007) o se excluyen del mercado de produccién orgénica, limitando su uso masivamente.

Debido a lo anterior, las bacterias que interactian con las plantas y que ejercen efectos
beneficiosos en ellas, conocidas como PGPB (Khabbaz et al., 2019), han ganado recientemente
especial atencion, como una herramienta prometedora para contrarrestar los efectos del cambio
climatico en los cultivos de manera sostenible (Tiwari et al., 2018; Ngumbi & Kloepper, 2016; Mayak
et al., 2004). Una de las grandes ventajas de utilizar las PGPB para ayudar a las plantas a tolerar los
periodos de sequia frente a otras estrategias, radica en su capacidad para conferir también
tolerancia a otros estreses abidticos (p.ej. salinidad y altas temperaturas) y bidticos en un numero
importante de hospederos (Danish et al., 2020; Ngumbi & Kloepper, 2016; Gururani et al., 2013).
Por ejemplo, estudios han mostrado que la inoculacidn de cepas de Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Azospirillum spp., Acinetobacter spp., Azotobacter spp. y Achromobacter spp. mejoran el
crecimiento y desarrollo de plantas de papa (Gururani et al., 2013), gramineas verdes
(Saravanakumar et al., 2011), trigo (Creus et al., 2004), menta (Asghari et al., 2020), tomate y
pimentones (Mayak et al., 2004) bajo estrés por déficit hidrico y que a la vez, algunas PGPB pueden
actuar frente a fitopatégenos (Pedraza-Herrera et al., 2021; Sandhya et al., 2017).

En Colombia, la investigacién en PGPB se ha enfocado mayormente en su potencial como
biofertilizantes y biocontroladores, y en menor medida, en la mitigacién del estrés abidtico
(Zambrano-Moreno et al., 2016). La Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) y la Universidad Nacional (UNAL), han llevado a cabo trabajos en conjunto, para
evaluar la capacidad de las PGPB en la reduccion de los efectos de estrés por sequia en cultivos de
zonas aridas y semiaridas del pais. Uno de ellos, se realizé utilizando indculos puros de cepas de
Bacillus provenientes de suelo rizosférico del Caribe Seco colombiano en plantas de maiz,
sembradas en materas con suelo estéril (Moreno-Galvan, Romero-Perdomo, et al., 2020). En otro,
se utilizaron indculos mixtos de Bacillus spp. tolerantes al estrés hidrico y plantas de pasto guinea,
en condiciones semicontroladas en invernadero (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020), y en
un tercer trabajo, se usaron cultivos puros y co-inoculaciones de Herbaspirillum, Azospirillum y
Pseudomonas en plantas de riagras perenne, en ensayos in vitro e invernadero (Cortés-Patifio et
al., 2021). En todos los casos, bajo las condiciones especificas de estrés hidrico de cada estudio, se
reportd la modulacidn de la respuesta antioxidante y osmdtica de las plantas debida a las PGPB,
lograndose incrementos importantes de biomasa. En este sentido, se planteé como hipdtesis de
investigacion que “cepas bacterianas con rasgos asociados a la promocién del crecimiento vegetal
resguardadas en los bancos de cepas de ambas instituciones (UNAL y AGROSAVIA), pueden
también brindar proteccién frente a los efectos ocasionados por la sequia en el cultivo de maiz”.

Este trabajo de investigacién, tuvo como objetivo general evaluar el potencial de PGPB
pertenecientes a las colecciones del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional (IBUN) y
AGROSAVIA, en la mitigacion de los efectos ocasionados por la sequia agrondmica en el maiz, en el



20 Mitigacidn del déficit hidrico en maiz forrajero mediante el uso de PGPB

departamento del Cesar. Para ello, se evalud el efecto protector de diez cepas bacterianas sobre
plantas de maiz en condiciones de déficit hidrico, en ensayos de invernadero en Bogotd D.C. y casa
de malla, en el Cesar. Finalmente, algunas de ellas se seleccionaron para pruebas adicionales en
laboratorio, donde se determinaron caracteristicas de promocién del crecimiento y tolerancia al
estrés osmotico.

La presente tesis de maestria se desarrollé y ejecuté en el marco del proyecto “Mitigacién del
déficit hidrico en la produccién de maiz forrajero en el Caribe seco mediante el uso de
Bioestimulantes”, financiado por la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) y la Universidad Nacional de Colombia.
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1. Marco Conceptual

1.1 El maiz

Generalidades

El maiz (Zea mays L.), es una planta monocotiledénea de crecimiento anual, perteneciente a la
familia de las poaceas o gramineas y a la tribu Maydeae (ITIS, 2023). La planta de maiz presenta un
solo tallo predominante, con abundantes hojas disticas alargadas y un sistema radical fibroso. Es
mondica, donde la inflorescencia masculina (panicula o espiga) se ubica en la terminacién superior
del tallo y la inflorescencia femenina, se desarrolla en la axila de las hojas formando las mazorcas
(elote o choclo).

El maiz posee metabolismo fotosintético tipo C4, por lo que puede generar mas materia seca por
unidad de agua transpirada que las plantas con via fotosintética convencional (C3) (Mejia, 2003;
Paliwal et al., 2001). Si bien es un cereal eficiente en el uso del agua, pues cada milimetro de [dmina
de agua que ha absorbido durante su ciclo de vida es responsable por la produccién de 10 — 16 kg
de grano (Aslam et al., 2015), es altamente sensible a la deficiencia de agua. Se estima que en los
ultimos 30 afios, se han generado pérdidas del ~39% en el rendimiento del cultivo a nivel mundial
debido a la sequia (Daryanto et al., 2016; Aslam et al., 2015).

Importancia Econdmica y Social del maiz

El maiz es el principal cultivo de cereal en el mundo, tan sélo en el 2021 se produjeron ~1.210 Mt
de maiz frente a ~770 Mt de trigo y ~787 Mt de arroz, donde mas del 61% de la produccién total
provino de EE.UU (31,7% ), China (22,5%) y Brasil (7,3%) (FAO, 2023a). Gracias a la facilidad de
adaptacion del maiz a diferentes condiciones ambientales (plasticidad), es cultivado en un extenso
numero de paises a lo largo y ancho del planeta, permitiendo que actualmente se destinen mas de
205 millones de hectéreas para su siembra (FAO, 2023a). Adicionalmente, el maiz se destaca por
ser un cultivo de ciclo corto con alto rendimiento (Mejia, 2003). En el 2021, se registré un valor
promedio mundial de 5,88 t/ha, superando a otros cereales de similar importancia econémica y
nutricional (por ej., trigo 3,49 t/ha y arroz 4,76 t/ha) (FAO, 2023a). Debido a esto, es una de las
especies cultivadas de cereal mas productivas que hay y de mayor interés para los agricultores que
trabajan en areas con escasez de suelo y alta presion demografica (Shiferaw et al., 2011).

El aumento significativo en la produccién mundial de maiz en la ultima década (ver Figura 1-1), se
debe en gran medida a una creciente demanda motivada por sus multiples usos en el sector
industrial y energético (Tanumihardjo et al., 2020). Este cereal, es empleado no solo de forma
directa para el consumo humano y animal (en grano o forraje), sino también como materia prima
para la fabricacién de piensos, almidén, jarabes, aceites y otros productos industriales, e incluso se
utiliza en la produccién de biocombustibles, como el etanol (Anjum et al., 2016; Aslam et al., 2015).
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De estos usos, se estima que aproximadamente el 61% de la produccién mundial se destina a la
alimentacion animal, el 17% a la fabricacion de biocombustibles y el 13% al consumo humano
(Grote et al., 2021).

Ademads de lo anterior, es importante destacar que el maiz desempeiia un papel fundamental en la
dieta bésica de las personas, especialmente en paises de Latinoamérica y Africa. Segtn informes
de la FAO (2023b) y Shiferaw et al. (2011), mas del 30% del aporte caldrico de cereales diario
proviene de alimentos elaborados a base de maiz en estas regiones. El maiz es considerado un
cereal clave en la alimentacién humana y una fuente crucial de seguridad alimentaria para millones
de personas en paises en desarrollo. Por lo tanto, se estan invirtiendo esfuerzos significativos para
mantener y mejorar los rendimientos del cultivo y su calidad nutricional (Grote et al., 2021;
Tanumihardjo et al., 2020).
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Figura 1-1. Produccidon mundial de algunos cereales en el periodo 2012 - 2021 expresada en millones de toneladas.
Fuente: Elaboracidn propia con base en los datos de produccion de FAOSTAT (FAO, 2023a)

El maiz en Colombia

En Colombia, existen 23 razas de maiz, es el tercer cultivo con mayor area de siembra después del
café y arroz (Govaerts et al., 2019) y su produccion se centra en las regiones Orinoquia, Caribe y
Andina, siendo los principales productores los departamentos de Meta, Tolima y Cordoba (DANE,
2019; FENALCE, 2023a). Para el 2022, se produjeron en el pais mas de 1,9 millones de toneladas
que representaron cerca del 92% de la produccién nacional de cereales (excluyendo el arroz)
(FENALCE, 2023a).

Si bien el maiz es un cereal importante en la economia agricola y un ingrediente fundamental de la
dieta de los colombianos, donde una persona consume en promedio 38,7 kg de maiz al afio (FAO,
2023b), la cantidad producida en el pais no es suficiente para cubrir la demanda interna. Por tanto,
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el 74% del maiz consumido en Colombia se importa de EEUU, Brasil y Argentina (FENALCE, 2023b),
convirtiendo al pais en el décimo importador a nivel mundial y el segundo en Latinoamérica
después de México (FAO, 2023a). Del maiz importado, el 94% es de tipo amarillo, que se utiliza
principalmente para elaborar concentrados de animales domésticos y abastecer al sector pecuario,
mientras que el 6% restante, corresponde al maiz blanco que se destina al consumo humano
(FENALCE, 2023b). La situacion anterior entre la demanda y oferta interna, se debe en gran parte,
a la falta de tecnificacién del cultivo, reduccién de areas de siembra, disminucion de la rentabilidad
para los agricultores o caida en los rendimientos por factores ambientales como la sequia
(FENALCE, 2021, 2011; Govaerts et al., 2019).

Para hacer frente al declive de la autosuficiencia de maiz y fortalecer su produccién en el pais, se
han desarrollado programas destinados a promover la tecnificacion del cultivo, especialmente en
el caso del maiz amarillo, y se han impulsado investigaciones en colaboracidén con organizaciones
como CIMMYT, AGROSAVIA y FENALCE para desarrollar nuevos hibridos y variedades que ofrezcan
mayores rendimientos (FENALCE, 2011). A pesar de estos esfuerzos, aun cerca del 21% de la
produccién nacional del maiz proviene de métodos de cultivo tradicionales, en su mayoria en
condiciones de secano, siendo altamente vulnerable a factores climaticos y escasez de agua. Estos
cultivos abarcan el 44,6% del total del drea maicera del pais y se encuentran principalmente en el
Caribe colombiano, en los departamentos de Bolivar, Sucre y Cesar (DANE, 2019; FENALCE, 2023a),
por lo que es crucial mejorar la produccion de este cereal en dicha region.

1.2 La sequia: definiciones

En un sentido amplio, la sequia es una condicion que resulta de la escasez de las precipitaciones y
se caracteriza por la insuficiencia de recursos hidricos para satisfacer las demandas de plantas,
animales y poblaciones humanas, sus estilos de vida y el uso de la tierra (Drobot et al., 2022). Se
han propuesto diferentes definiciones de sequia de acuerdo con el dmbito de estudio (Wilhite et
al., 1985; Yevjevich, 1967; Palmer, 1965), pero en términos generales, se pueden clasificar en
cuatro categorias (Ngumbi & Kloepper, 2016; Mishra & Singh, 2010; Wilhite et al., 1985):

1. Sequia meteoroldgica: Definida como la falta o disminucién considerable de precipitaciones
durante un periodo prolongado.

2. Sequia hidroldgica: Hace referencia a la disminucién apreciable de recursos hidricos superficiales
y subterraneos en comparacién con las condiciones promedio de un area y tiempo dado, siendo
inadecuados para los usos de un sistema de planeacién y manejo de los recursos hidricos.

3. Sequia agricola o agrondmica: Se presenta cuando la humedad del suelo es insuficiente para
satisfacer las necesidades dptimas de crecimiento y desarrollo de los cultivos, perjudicando la
produccién agricola.
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4. Sequia socioeconomica: Se produce por la falla o carencia en los sistemas de abastecimiento de
agua para suplir la demanda humana y de uno o mas sectores econémicos.

Estas definiciones se encuentran estrechamente relacionadas entre si y puede ser dificil establecer
limites claros entre ellas. Por ejemplo, una sequia meteorolégica puede conducir inicialmente a
una sequia de tipo agricola, y si la falta de precipitaciones se prolonga, puede desencadenar una
sequia hidroldgica y, por ultimo, la socioecondmica (Drobot et al., 2022). Sin embargo, para fines
de este trabajo, el uso del término “sequia” hard referencia a la definicidon de sequia meteoroldgica
o agricola, dependiendo del contexto.

1.3 El estrés por sequia en las plantas

El estrés se puede definir en un sentido amplio como cualquier cambio anormal en los procesos
fisioldgicos, dada una combinacion de factores medio ambientales y biolégicos que ejercen una
influencia desventajosa en el crecimiento o desarrollo de la planta (Zeiger & Taiz, 2007,
Lichtenthaler, 1996). Por ejemplo, la infeccidon de un microorganismo flungico desencadena estrés
bidtico, el exceso de sales en el suelo genera estrés salino y osmético, y la reduccién de agua
disponible en el suelo puede provocar el estrés por sequia en la vegetacién. De hecho, entre los
diferentes estreses abidticos, el de sequia es uno de los mas nocivos y dinamicos, capaz de
entorpecer el crecimiento y desarrollo de las plantas y limitar la productividad de los cultivos, mas
gue cualquier otro factor ecolégico (Anjum, Ashraf, Tanveer, et al., 2017). En EEUU, por ejemplo,
el estrés por sequia ha causado la pérdida de cultivos en un 67% durante los ultimos 50 aifios (Comas
et al., 2013). La severidad de los efectos de la sequia depende de la especie y etapa de desarrollo
de la planta, asi como de la duracion e intensidad del estrés (Zarei, 2022; Anjum, Ashraf, Zohaib, et
al., 2017).

El agua se mueve a través de un flujo continuo suelo-planta-atmdsfera gracias a la diferencia de
potencial hidrico que existe entre ellos, desde un potencial mas positivo (mayor cantidad de agua)
hacia uno mas negativo (menor cantidad de agua) (Scharwies & Dinneny, 2019; Zeiger & Taiz,
2007). Las plantas pueden modular, hasta cierto punto, el transporte de agua desde el suelo hacia
la atmésfera, al disminuir el potencial hidrico de sus hojas (Figura 1-2). Asi, el agua se mueve a
través del suelo, es absorbida por la planta por las raices, transportada a la parte aérea por un
mecanismo impulsado por la transpiracidn, evaporada en las cavidades sub-estomatales vy
transpirada de regreso a la atmdsfera (Scharwies & Dinneny, 2019).

Concretamente, las plantas experimentan estrés por sequia cuando la cantidad de agua absorbida
desde el suelo no es suficiente para compensar la cantidad de agua perdida por transpiracién, lo
gue conlleva a un desbalance o déficit hidrico que altera negativamente sus funciones fisioldgicas
y metabolicas (Nieves-Cordones et al., 2019; Scharwies & Dinneny, 2019). Por tanto, el estrés por
sequia o por déficit hidrico, puede ser el resultado de una combinacién de varios factores
ambientales que secan el suelo alrededor de las raices o dificultan la absorcién de agua por parte
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de las plantas, como lo son las bajas precipitaciones, el suministro insuficiente de agua por riego,

la capacidad pobre del suelo para retener agua, las temperaturas elevadas y la baja humedad
atmosférica (Anjum et al., 2016; Keskin et al., 2010; Moreno, 2009).

El estrés por sequia es multidimensional y complejo, sus efectos se pueden encontrar en todo nivel
del organismo, asi como variar considerablemente entre especies vegetales y etapas de
crecimiento (Vurukonda et al.,, 2016; Farooq et al., 2009). De forma general, puede afectar la
germinacioén por la reduccién de la humedad del suelo, y retrasar o disminuir la emergencia y el
establecimiento de las plantulas (Yan, 2015). Asi mismo, el estrés por déficit hidrico deteriora la
divisién y elongacién celular al disminuir la presidn de turgencia, altera la expansidn de hojas, la
altura y didmetro de tallos, la estructura del sistema radical y disminuye la produccién de biomasa,

lo que provoca sustanciales pérdidas en el rendimiento de los cultivos (Farooq et al., 2009).
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Figura 1-2. Representacion del movimiento del agua a través del continuo suelo-planta-atmadsfera, impulsado por el
gradiente de potencial hidrico (W) desde el suelo hasta las hojas bajo las condiciones 6ptimas de riego y de déficit hidrico.
Notese que el W se hace mas negativo a medida que se avanza a través de la planta hacia las hojas. Fuente: Adaptado de
Scharwies y Dinneny (2019)

También, a nivel fisioldgico, compromete la funcidon estomatica, el intercambio gaseoso, la
actividad fotosintética, el contenido relativo de agua (RWC por su sigla en inglés) de las hojas, el
potencial hidrico, la regulacion de la temperatura de las hojas y la absorcion y translocacion de
nutrientes. Mientras que, a nivel bioquimico, se reduce la sintesis de clorofila, se altera el equilibrio
osmotico y hormonal de la planta, conduce a la sobreproduccidn de especies reactivas de oxigeno
o ROS (por su sigla en inglés de Reactive Oxygen Species) y al estrés oxidativo (llyas et al., 2021;

Hussain et al., 2018; Lopes et al., 2011). A nivel molecular, el estrés por sequia provoca

fluctuaciones en la expresiéon génica, regulando negativamente factores de transcripcion

relacionados con los procesos de crecimiento primario, y positivamente, genes vinculados con la
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sefializacion y proteccidon ante el estrés, como es el caso de la expresidn de genes codificantes de
proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (Late Embriogenesis Abundant Proteins o LEA),
proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins o HSP) y de sefializacién de calcio (llyas et al.,
2021; Hussain et al., 2018; Ullah et al., 2017).

Los efectos del déficit hidrico pueden evidenciarse claramente en los cereales de consumo basico,
para los que se ha llegado a reportar sintomas de dafio cuando su RWC cae por debajo del 90%
durante periodos prolongados (Zia et al., 2016; Hossain et al., 2015; de Carvalho et al., 2011). En el
caso del maiz, a pesar de ser un cereal eficiente en el uso del agua, por ejemplo, requiere 368 kg
de agua para producir 1 kg de materia seca, mientras el trigo demanda 514 kg H,O para la misma
cantidad (Aslam et al., 2015), es altamente sensible a la escasez de agua. El estrés por sequia afecta
al maiz en todo su ciclo de vida, desde la germinacidén hasta la madurez de la cosecha, pero muy
especialmente durante las fases de crecimiento vegetativo (etapas V1 a V5) y reproductivo (etapas
de polinizacién y llenado del grano) (Aslam et al., 2015). Cuando el déficit hidrico ocurre durante
las primeras etapas de desarrollo, baja la densidad de siembra en el cultivo, reduce la tasa de
crecimiento, prolonga la etapa de crecimiento vegetativo, y en condiciones extremas de estrés,
puede desencadenar en el fracaso total del establecimiento de las plantulas (Zaman-Allah et al.,
2016; Aslam et al., 2015). Por su parte, durante la fase reproductiva, los efectos negativos del estrés
pueden manifestarse en la reduccion de la duracién de la fase reproductiva, propiciando una menor
area de las hojas y tamano de la planta, el aborto de granos de las mazorcas, la esterilidad del
polen, la distorsion del tubo polinico y la disminucion del nimero de mazorcas por planta Anjum,
Ashraf, Zohaib, et al., 2017; Aslam et al., 2015; Farooq et al., 2009). En la Tabla 1-1, se presentan
efectos ocasionados por el estrés por sequia en algunos de los cereales de importancia mundial.

Tabla 1-1. Efectos de la sequia en cultivos de cereales. Fuente: Adaptada de Anjum et al. (2017)

Cultivo Efectos del estrés por sequia Referencia
Arroz Aumento en el enrollamiento de las hojas, afectacion (Pandey & Shukla,
severa de biomasa y raices, disminucion del crecimiento de  2015)
elongacion y expansion, nimero de macollos y de rasgos
fisioldgicos (p. e]. fotosintesis, transpiracién, indice de area

foliar y eficiencia en el uso del agua).

Trigo Reduccidn de la fertilidad (al aumentar la esterilidad del (Barnabasetal.,
polen), el nimero de macollos y granos por espiga. 2008)
Disminucién del rendimiento.

Disminucién de fotosintesis, conductancia estomatica, (Wasaya et al., 2021)
CRA, peso del grano y rendimiento.
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Continuacion Tabla 1-1. Efectos de la sequia en cultivos de cereales. Fuente: Adaptada de Anjum et al. (2017)

Cultivo Efectos del estrés por sequia Referencia

Soya Reduccion en el nimero de macollos por planta, nimero
de espigas y granos por planta, menor peso individual del (Samarah & Alqudah,
grano, que conlleva a la reduccién en el rendimiento y 2009; Samarah,
disminucién de la germinacion de semillas y el vigor de las  2005)
plantulas.

Maiz Disminucidn de la altura de la planta, diametro del tallo, (Kamara et al., 2003)
area de la hoja, nimero de hojas por planta, tamafio de las
mazorcas y peso fresco y seco de los brotes. Reduccién de
acumulacién de biomasa en la etapa de polinizacién,
llenado de grano y madurez fisioldgica en 37%, 34% y 21%,
respectivamente.

Reduccion en el tamafio, peso fresco y peso seco de brotes (Li et al., 2018)
y raices. Disminucién de contenido de clorofila (Chl) a, b,

total y RWC. Caida en la tasa de fotosintesis neta, tasa de

transpiracion y conductancia estomatica. Incremento de

concentracion de ABA. Causa cambios en la estructura de

cloroplastos y tilacoides.

1.3.1 Respuestas de las plantas al estrés por sequia

Las plantas al ser organismos sésiles, han desarrollado complejos mecanismos para percibir,
responder y sobrevivir a entornos con deficiencia de agua, dicha capacidad se conoce como
Resistencia a la Sequia (Gupta et al., 2020; Ngumbi & Kloepper, 2016). La resistencia a la sequia se
manifiesta a través de numerosas adaptaciones que se clasifican principalmente en tres tipos o
estrategias (Gupta et al., 2020; De Micco & Aronne, 2012; Farooq et al., 2009): (1) Escape de la
sequia, ocurre cuando la planta completa su ciclo de vida y entra en latencia antes del inicio de la
sequia. En este caso, las plantas no experimentan déficit hidrico porque son capaces de modular
su fenologia vegetativa y reproductiva segun las estaciones mas himedas (De Micco & Aronne,
2012); (2) Evitacion o aplazamiento de la sequia, es la habilidad de la planta para sostener su
potencial hidrico tan alto como es posible y prevenir el dafio tisular; (3) Tolerancia a la sequia, se
produce cuando la planta, adn con reducido contenido interno de agua, es capaz de mantener su
crecimiento y actividades metabdlicas bajo el estrés. Algunos autores (llyas et al., 2021; Fang &
Xiong, 2015), afnaden un cuarto tipo de resistencia a la clasificacién, llamado recuperacion. Este se
define como la capacidad de la planta para reiniciar el crecimiento después de la exposicion al
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estrés por sequia extrema (desecacion) y se puede evidenciar en las excepcionales y cominmente
llamadas plantas de la resurreccién (Zia et al., 2016).

Durante el déficit hidrico, mecanismos de evitacion y tolerancia pueden tener lugar en el mismo
organismo y en algunos casos, es dificil diferenciar o clasificar sin ambigliedad una respuesta
bioldgica en sélo uno de ellos, por ejemplo, con las respuestas moleculares (Osmolovskaya et al.,
2018). No obstante, se reconocen como respuestas tipicas de evitacidon aquellas que se relacionan
con reducir la pérdida y mejorar la eficiencia de absorcién y uso del agua, tales como el cierre
estomatico, la reduccién del area foliar, la alteracién de la arquitectura de las raices y la
acumulacién de agua en el parénquima. Mientras que, las respuestas asociadas a la tolerancia estan
principalmente encaminadas en mantener el potencial hidrico, proteger estructuras y
macromoléculas, y enfrentar el estrés oxidativo principalmente, a través del ajuste osmdtico y la
activacion del sistema antioxidante (Osmolovskaya et al., 2018; Farooq et al., 2009). Por otro lado,
estas estrategias también pueden relacionarse con niveles o etapas de respuesta al estrés por
déficit hidrico (Osmolovskaya et al., 2018), donde ante un estrés leve se desarrollan mayormente
respuestas de evitacion, mientras que, frente a uno moderado a severo, las de tolerancia (Laxa et
al., 2019).

Se ha mencionado que las plantas perciben los cambios de disponibilidad de agua en el suelo a
través de sus raices, asi como las variaciones de la humedad atmosférica por medio del potencial
hidrico foliar. Estos cambios o sefiales hidraulicas, son transformados en sefales quimicas, por
ejemplo, en acido abscisico (ABA), acido jasmodnico (JA), etileno, giberelinas (GA), auxinas, acido
salicilico (SA), calcio citosdlico (Ca?*) y citoquininas (CK), que viajan por toda la planta hasta llegar
a los receptores objetivo y desencadenan cascadas de respuestas destinadas a amortiguar el déficit
hidrico (llyas et al., 2021; Takahashi et al., 2020; McAdam & Brodribb, 2016).

La hormona vegetal del ABA es clave en este proceso de sefializacién. Estudios han sugerido que,
ante la deteccidn del estimulo de déficit hidrico, se incrementa rapidamente la sintesis del ABA en
las raices y hojas de la planta (McAdam & Brodribb, 2016; Lambers 2008). Seguidamente, el ABA
es transportado a través del sistema vascular hacia las células guarda (u oclusivas) que conforman
el poro de los estomas (Takahashi et al., 2020). Alli, su acumulacién conduce al incremento de la
concentracidn de Ca?* a través del ingreso y liberacion del calcio almacenado intracelularmente.
Este proceso, genera la alcalinizacidn del citosol y activa los canales de salida de iones (CI, malato?
y K*), conduciendo a la despolarizacion de la membrana plasmatica y el escape del agua (Taiz &
Zeiger, 2003). La salida del agua de las células guarda, ocasiona que pierdan su turgencia y se
genere el cierre estomatico (McAdam & Brodribb, 2016; Scharwies & Dinneny, 2019).

El cierre estomatico es considerado la estrategia inicial de evitacién para reducir la pérdida de agua
por transpiracién durante el estrés hidrico (Osmolovskaya et al., 2018). Posteriormente, otras
estrategias de evitacion tienen lugar, como lo son el desarrollo de raices mas profundas y densas
para aumentar la eficiencia de absorcidn de agua y nutrientes, la disminucion del nimero y tamafio
de estomas, el engrosamiento de la cuticula y el aumento de los pelos y tricomas en las hojas.
Dichas medidas ayudan a la planta a mantener su potencial hidrico durante el estrés, pero
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requieren un alto gasto energético que va en detrimento del crecimiento aéreo. Ademads, debido
al cierre estomatico, la captacion de CO, disminuye y se afecta la tasa fotosintética, por lo que estas
medidas no pueden ser sostenidas a largo plazo (Farooq et al., 2009; llyas et al., 2021). Por tanto,
las plantas han desarrollado otros mecanismos tendientes a mejorar su tolerancia al déficit hidrico,
como lo son el sistema de defensa antioxidante y el ajuste osmético.

Durante el déficit hidrico, la produccién de ROS se incrementa en los compartimientos celulares,
especialmente en cloroplastos, peroxisomas, mitocondrias y el apoplasto, debido a la activacién o
reduccion incompleta del oxigeno molecular en procesos como la respiraciéon y la fotosintesis. Las
ROS, que incluyen el radical hidroxilo (OH*), oxigeno singlete (0,), radical superdxido (0%) y
perdxido de hidrégeno (H203), son moléculas altamente reactivas, subproductos naturales de la
interaccion metabdlica con el oxigeno, que cumplen funciones en la homeostasis y la sefializacion
celular (Hasanuzzaman et al., 2020; You & Chan, 2015; Cruz de Carvalho, 2008). En condiciones
normales, las ROS se generan y eliminan en un delicado equilibrio, sin embargo, en situaciones de
estrés, este balance se rompe y se propicia su acumulacidn dando lugar al estrés oxidativo
(Hasanuzzaman et al., 2020; Khoshru et al., 2020).

Por ejemplo, en los principales centros de generacidon de ROS dentro de las células vegetales, los
cloroplastos, el estrés provocado por el déficit hidrico interrumpe la cadena de transporte de
electrones fotosintética en la membrana tilacoidal (al afectar la fotdlisis del agua), impidiendo que
el exceso de energia absorbida por las clorofilas del fotosistema Il (PSll, en inglés), sea disipada
mediante el apagado fotoquimico. Este exceso de energia conlleva a la formacion de clorofila
excitada en estado triplete (3Chl*), la cual transfiere rapidamente la energia al oxigeno molecular
generando el '0,. Por otro lado, en el fotosistema | (PSI), debido a la disminuciéon de la
concentracién de CO; cloroplastico y la renovacién de NADP* como consecuencia del cierre de
estomas, se produce el 0% y H,0, mediante la reaccién de Mehler y la accién de la enzima
superoéxido dismutasa. Posteriormente, la interacciéon de estas ROS con componentes del PSI e
iones metalicos presentes en el estroma, como el Fe?* (reaccién de Fenton), da lugar a la formacion
de OH- (Hasanuzzaman et al., 2020; Noctor et al., 2016; Cruz de Carvalho, 2008).

En las plantas, el estrés oxidativo tiene efectos negativos en la fotosintesis (dafia la maquinaria
fotosintética), asi como en la estabilidad de las membranas (oxida los lipidos y afecta la
permeabilidad), induce dafios irreversibles en las biomoléculas (rompe y genera mutaciones en los
acidos nucleicos y desnaturaliza proteinas) y finalmente, conduce a la muerte celular (Cruz de
Carvalho, 2008; Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al., 2020).

Para contrarrestar los efectos deletéreos de las ROS, las plantas poseen dos mecanismos de
respuesta antioxidante: el sistema enzimatico y el sistema no enzimatico. Al primer sistema,
pertenecen las enzimas que capturan y transforman especies de ROS en unas menos reactivas (p.
ej. superodxido dismutasa - SOD, catalasa - CAT, ascorbato peroxidasa - APX, glutation peroxidasa -
GPX y guayacol Peroxidasa - GPOD), y aquellas que actlan como enzimas restauradoras de
moléculas implicadas en la respuesta antioxidante (p. ej. monodehidroascorbato reductasa -
MDHAR, dehidroascorbato reductasa - DHAR y glutatién reductasa - GR) (Melgarejo et al., 2010).
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Al segundo mecanismo, corresponden las moléculas de bajo peso molecular de naturaleza
liposoluble o hidrosoluble, que acttan a través de reacciones redox para mantener la homeostasis
de las ROS en la célula (Loscos-Aranda, 2007; Smirnoff, 2005). Entre los antioxidantes no
enzimaticos mas importantes en las plantas se destacan el acido ascorbico (AsA), glutation (GSH),
carotenoides (Car), a-tocoferol (vitamina E), flavonoides y antocianinas (Fang & Xiong, 2015).

El ajuste osmético, es otro de los mecanismos fundamentales responsables de la tolerancia a la
sequia. Se ha documentado que este proceso protege la estructura celular y la fotosintesis, retrasa
la senescencia y muerte de las hojas y mejora el crecimiento de las raices bajo deshidratacién (Fang
& Xiong, 2015). El ajuste osmoético implica la acumulacidn de compuestos organicos e inorganicos
en el citosol, altamente solubles, de bajo peso molecular y que no interfieren con las funciones
metabdlicas celulares, conocidos como solutos compatibles, asi como también el incremento de
iones (p. ej. K*, Na* y Mg¥) en la vacuola (Moreno, 2009). Este fendmeno, tiene la finalidad de
disminuir el potencial osmdtico (hacerlo mas negativo), para provocar la atraccion de agua hacia el
interior de la célula y mantener su turgencia (Farooq et al., 2009).

Los solutos compatibles, siendo los mas importantes la prolina, glicina betaina (GB), aminoacidos
libres, polioles y azlcares solubles (Bouremani et al.,, 2023), también cumplen funciones de
osmoproteccion. Por un lado, ayudan con la estabilizacién espacial de enzimas y la integridad de
las membranas, y por otro, contribuyen con la defensa antioxidante, ya sea sirviendo como barrera
protectora entre las ROS y biomoléculas esenciales, o neutralizandolas directamente (Anjum et al.,
2016; Fang & Xiong, 2015). Entre los solutos compatibles, se destaca la prolina gracias a sus
multiples funciones (osmoprotector, osmoregulador y detoxificante) bajo diferentes estreses
abidticos como sequia, salinidad y temperaturas extremas, y por ser el aminoacido libre de mayor
y mas rapida acumulacién en las plantas estresadas (Aslam et al., 2015; Bates et al., 1973). En la
Figura 1-3 se resumen los efectos y respuestas de resistencia a la sequia mencionados
anteriormente y se presentan algunas de sus relaciones.

En general, la escasez de agua puede ser devastadora para las plantas. A pesar de las considerables
respuestas naturales desplegadas por las plantas ante el estrés por déficit hidrico, no siempre son
suficientes para asegurar su supervivencia en periodos secos, lo que provoca pérdidas sustanciales
en la agricultura y afecta la seguridad alimentaria. Para abordar este problema, se han desarrollado
alternativas innovadoras como el uso de bioestimulantes microbianos a base de PGPB y hongos
micorricicos. En los ultimos afios, esta estrategia ha ganado especial interés por su capacidad para
mejorar la tolerancia de los cultivos a condiciones de escasez de agua y ser ambientalmente
sostenible (Lephatsi et al., 2022).
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1.4 Las PGPB y su papel en cultivos tolerantes a la sequia

1.4.1 PGPB: las bacterias aliadas de las plantas

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) son microorganismos capaces de
asociarse con un sinnimero de especies de plantas y son reconocidas por su capacidad para ejercer
efectos beneficiosos sobre ellas. Las PGPB incluyen bacterias presentes en la rizésfera, la filésfera,
los tejidos internos de las plantas e inclusive, a aquellas aisladas de diferentes ecosistemas
naturales, como el marino (Khabbaz et al., 2019; Goswami et al., 2013). Entre las PGPB, el grupo
mas ampliamente estudiado es el de las bacterias asociadas a la raiz, mejor conocidas como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (por sus siglas en inglés) (Kloepper et al.,
1980). Las PGPR se caracterizan por su capacidad para colonizar las raices y producir una gama
amplia de enzimas y metabolitos, que mejoran el rendimiento y la tolerancia de las plantas al estrés
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bidtico y abidtico (Ngumbi & Kloepper, 2016). Las PGPB pertenecen a diversos géneros bacterianos,
entre los mejor estudiados se encuentran Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum,
Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia y Streptomyces (Fadiji et al., 2022; Asghari et al., 2020).

En las plantas, las PGPB actuan a través de mecanismos directos e indirectos que pueden promover
el crecimiento y desarrollo, mejorar la captacién de nutrientes, modular la respuesta fisioldgica
ante el estrés y disminuir o prevenir las enfermedades. La promocién directa, implica mecanismos
que facilitan la adquisicién de nutrientes del medio o interfieren positivamente en el crecimiento
de las plantas mediante la sefializacion hormonal (Glick, 2020; Kour, Rana, Yadav, et al., 2020;
Ngumbi & Kloepper, 2016). Algunos de los mecanismos directos conocidos que utilizan las PGPB,
incluyen la produccion de fitohormonas (como auxinas, citoquinas y giberelinas), que estimulan el
desarrollo de raices y brotes, la fijacion de nitrégeno atmosférico a formas asimilables por la planta
y la solubilizacién y mineralizacién de fosforo por medio de acidos organicos y enzimas hidroliticas
(Basu et al., 2021; Niu et al., 2018; Marasco et al., 2013). También, se ha demostrado la actuacion
de las PGPB en la reduccion de los niveles de sefializacién de estrés mediada por etileno en las
plantas (Mayak et al., 2004). Algunas PGPB pueden escindir el precursor inmediato del etileno, el
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), en amonio y a-cetobutirato por medio de la
actividad de la enzima ACC-desaminasa. De esta forma, se limita la sintesis de etileno y se alivia el
estrés, reduciendo el efecto adverso sobre el crecimiento en las plantas (Penrose & Glick, 2003).

Por su parte, la promocidn indirecta ocurre cuando las PGPB disminuyen o previenen la accién de
un patogeno vegetal (Glick, 2014). Esto lo pueden lograr a través de la produccidn de compuestos
antagonicos (p. ej. antibidticos, compuestos organicos volatiles - VOCs, enzimas liticas y cianuro de
hidrégeno - HCN), la competencia por nicho y nutrientes (como el secuestro de hierro por medio
de sideroforos) y la induccidn de resistencia sistémica (SRI) en las plantas contra un amplio espectro
de patdgenos foliares y radicales (activando las vias de sefializacién del jasmonato y etileno)
(Dasgupta et al., 2023; Basu et al., 2021).

1.4.2 Efecto de las PGPB en la proteccion de las plantas frente al déficit hidrico

Durante la sequia, las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas del suelo se alteran drasticamente,
creando un ambiente inadecuado para todos los organismos que lo habitan (Zarei, 2022). Las PGPB
gue viven en el suelo, también pueden experimentar estrés debido a la disminucién del potencial
hidrico. En ellas, la pérdida de humedad del suelo se manifiesta a través del estrés osmatico y la
competencia por recursos. A nivel celular, las PGPB deben ajustar su potencial hidrico respecto al
del entorno para evitar deshidratarse y morir. Ademas, enfrentan estrés oxidativo debido a la
sobreproduccion de ROS, las cuales inducen cambios conformacionales de proteinas, alteraciones
en el ADN, dafios en la membrana celular e interferencia en la cadena de transporte de electrones
(Ngumbi & Kloepper, 2016).
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Para sobrevivir a los efectos del déficit hidrico, proteger sus estructuras y evitar la lisis, las bacterias
emplean varios mecanismos fisioldgicos entre los que destacan la acumulaciéon de solutos
compatibles, que incluyen aminoacidos (p.ej. glutamato, glutamina, alanina y prolina), aminas
cuaternarias (p.ej. glicina betaina) y granulos de azucares (p ej. sacarosa, trehalosa vy
poliglucosanos) (Sandhya et al., 2017), asi como también la produccidn de sustancias poliméricas
extracelulares o exopolisacaridos (EPS), la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP) y la
produccién de esporas (Akhtar et al., 2020; Ngumbi & Kloepper, 2016). Inclusive, algunas bacterias
pueden aumentar considerablemente el nimero de sus ribosomas para responder rapidamente a
la necesidad de sintetizar proteinas durante el estrés (Ngumbi & Kloepper, 2016).

Por lo tanto, en el proceso de seleccién de potenciales PGPB, cobra relevancia considerar su
capacidad para adaptarse a condiciones ambientales similares a las que se pretenden utilizar
(Marulanda et al., 2009). En este sentido, las bacterias nativas de ambientes aridos o semiaridos
estdn ganando especial atencidn en la investigacion en sequia (p. ej. en los trabajos realizados por
Hagaggiy Abdul-Raouf (2022), Ansari et al. (2021), Karimzadeh et al. (2021), Niu et al. (2018), Garcia
et al. (2017) y Selvakumar et al. (2017)). Esto se debe a que podrian presentar un desempefio
superior como promotoras de crecimiento y ser capaces de inducir tolerancia al déficit hidrico en
las plantas, en contraste con aquellas bacterias que son introducidas a un ambiente nuevo que
resulta desafiante. Es decir, las bacterias adaptadas podrian presentar mayor capacidad para
sobrevivir y colonizar las raices, asi como de interactuar de manera efectiva con las plantas en
entornos con baja disponibilidad de agua.

Numerosos estudios han demostrado que los mecanismos caracteristicos de las PGPB pueden
operar aun bajo las condiciones altamente estresantes del déficit hidrico, brindando proteccién y
reforzando las respuestas de defensa de las plantas contra la sequia (ver Figura 1-4). Por ejemplo,
en un estudio realizado por Sandhya et al. (2009), utilizando la cepa de Pseudomonas putida GAP-
P45 se observé un aumento en la supervivencia, la biomasay la cantidad de suelo adherido a la raiz
de plantulas de girasol sometidas a estrés hidrico mediante el cese de irrigacién. Los autores
mencionan que la capacidad de la cepa para colonizar las raices y producir EPS dio paso a la
formacion de biopelicula sobre las raices, la cual contribuyd a mejorar la estructura del suelo
circundante y el estado hidrico de las plantas.

En otra investigacion, Saikia et al. (2018) utilizaron un consorcio de tres especies bacterianas
pertenecientes a los géneros de Bacillus, Pseudomonas y Ochrobactrum para mitigar el estrés por
falta de agua en leguminosas (Pisum sativum L. y Vigna mungo L.). El consorcio logré reducir la
acumulacién de ACC Yy la expresién del gen de la enzima ACC-oxidasa (que cataliza la biosintesis de
etileno), mejorando el crecimiento de las plantas sometidas al estrés. También, Tiwari et al. (2016),
encontraron que la cepa de Pseudomonas putida RA mejord la germinacion, el crecimiento de las
plantas, el estado hidrico (RWC), la integridad de la membrana celular, la acumulacién de
osmoprotectores (especificamente azlcares totales y prolina), la capacidad de eliminacién de ROS
y moduld al alza la expresidn de genes sensibles al estrés, en dos cultivares de garbanzo sometidos
a déficit hidrico.
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En el caso especifico del maiz, Naveed et al. (2014) llevaron a cabo un experimento en invernadero
para evaluar la efectividad de las cepas endoéfitas Burkholderia phytofirmansy Enterobacter sp., en
la mejora de parametros morfofisioldgicos de dos cultivares en condiciones de estrés por sequia.
Los resultados revelaron que la bacterizacién minimizé los efectos debidos al estrés al aumentar
significativamente la biomasa aérea y radical, el area foliar, el contenido de clorofila (Chl) y el RWC
en las hojas. En la Tabla 1-2 se presentan estudios adicionales realizados con el modelo del maiz,
mencionando los efectos benéficos de las PGPB y los mecanismos de accidn asociados.
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Figura 1-4. Mecanismos de las PGPB implicados en la induccién de resistencia al estrés por déficit hidrico en plantas.
Exopolisacaridos (EPS), compuestos organicos volatiles (VOC), glutation S-transferasa (GST), oxidasa alternativa (AOX),
peroxidasa (POX), acido indolacético (IAA), giberelina (GA), citoquinina (CKK). Fuente: Adaptado y traducido de Sati et
al. (2022)

En sintesis, las PGPB han emergido como una alternativa promisoria para mitigar los efectos de la
sequia y mejorar el rendimiento de los cultivos, a la vez que proporcionan beneficios adicionales
en términos de proteccion contra fitopatégenos y aumento de la fertilidad del suelo. En
consecuencia, existe un creciente interés en el desarrollo de biofertilizantes y bioestimulantes
basados en PGPB para mejorar la tolerancia de los cultivos al estrés abiético. Ademas, estos
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enfoques pueden ser mas econdmicos, con impactos ambientales nulos, de facil adopcion por parte
de los agricultores y consumidores, y adaptables a una gama amplia de especies de plantas, en
comparaciéon con otras alternativas actuales como la modificacion genética, la hibridacién
tradicional y los fertilizantes de sintesis quimica.



Tabla 1-2

. Alivio del estrés por déficit hidrico en maiz (Zea mayz L.) inducido por la aplicacién de PGPB y sus mecanismos de accidn asociados en la planta

PGPB Mecanismos de accién asociados Impactos relacionados Referencia
Bacillus spp. 'y - EPS -Aumento de biomasa seca total, RWC, potencial Vardharajula et al.
Paenibacillus - |AA (acido indolacético) hidrico, relacidn suelo rizésferico/tejido raiz. (2011)
favisporus - Solubilizacién de fosfato -Aumento de prolina, azlcares, aminoacidos libres.

Proteus penneri,
Pseudomonas
aeruginosa 'y

Alcaligenes faecalis

Azospirillum sp.

Azotobacter spp.

Achromobacter
xylosoxidans y

Enterobacter cloacae

EPS
Solubilizacién de fosfato

Solubilizaciéon de fosfato
Produccion de sideréforos
Fijacién de N

IAA

Solubilizacién de fosfato y
potasio
Produccion de sideréforos

ACC desaminasa
IAA

-Disminucién de fuga de electrolitos, actividad
enzimatica (APX, CAT, Glutation peroxidasa GPX).

-Aumento de biomasa, longitud de parte aérea y raiz,
area de las hojas, RWC, proteinas y azucares.
-Disminucién de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
peroxidasa) y prolina.

-Incremento de la altura, biomasa aérea y radical, RWC
y prolina.

-Incremento de biomasa seca, altura, contenido de
clorofila, concentracién de nutrientes (N, Py Fe).

-Aumento de altura, peso seco de brotes, produccion de
grano, tasa fotosintética, tasa de transpiracion, clorofila
a, b, y total, y conductancia estomatica.

Naseem y Bano
(2014)

Garcia et al. (2017)

Shirinbayan et al.
(2019)

Danish et al. (2020)
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Continuacion Tabla 1-2. Alivio del estrés por déficit hidrico en maiz (Zea mayz L.) inducido por la aplicacion de PGPB y sus mecanismos de accion asociados en la planta

PGPB Mecanismos de accién asociados Impactos en la planta relacionados Referencia
Staphylococcus - 1AA -Incremento de area total de la hoja y biomasa seca Vieira et al. (2020)
edaphicus, Bacillus - Solubilizacién de fosfato radical.

Spp.-y
Streptomyces spp.

Pseudomonas
fluorescens

Bacillus spp.,
Enterobacter sp.y
Pseudomonas
fluorescens

Bacillus spp.

Sphingobacterium
changzhouense

EPS y produccién de
biopelicula

Fijacién de N

ACC desaminasa

Solubilizacion de fosfatos

ACC desaminasa

EPS

Produccion de sideréforos
Solubilizaciéon de fosfatos

IAA
Fijacion de nitrégeno
Solubilizacion de fosfato.

Produccidon de
fitohormonas: IAAy
Giberelina (GA)

EPS

Solubilizacién de fosfato

-Mejora concentracién de clorofilas (a, b y total),
actividades fotosintéticas.

-Aumento de prolina, azucares solubles totales y
actividad antioxidante (CAT, Peroxidasa).

-Aumento de RWC, concentraciéon de pigmentos
(clorofilas y carotenoides) y actividad fotosintética.
-Aumento de actividad enzimatica (SOD, GPX, CAT).

-Aumento de parametros de crecimiento (biomasay
altura), pigmentos fotosintéticos.
-Disminucién de malondialdehido (MDA), H,0, y

actividad enzimatica antioxidante (SOD, APX, GPX, CAT).

-Aumento de longitud de la parte aérea y raices, tasa
fotosintética, conductancia estomatica y eficiencia del
uso del agua.

-Incremento de la actividad antioxidante total, clorofila
total, prolina, carbohidratos, proteinas, compuestos
fendlicos y flavonoides.

Zarei et al. (2020)

Saleem et al. (2021)

Azeem et al. (2022)

Hagaggi y Abdul-
Raouf (2022)







2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el potencial de diferentes bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) de las
colecciones del IBUN y AGROSAVIA para mitigar los efectos de la sequia agrondmica sobre el maiz
(Zea mayz L.) en el departamento del Cesar.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el potencial de PGPB pertenecientes a las colecciones UNAL-IBUN vy
AGROSAVIA, en la mitigacién del estrés por sequia en plantas de maiz forrajero de forma
individual bajo condiciones de invernadero.

2. Evaluar la capacidad de los tratamientos bacterianos para mitigar el estrés por sequia en
maiz forrajero en condiciones semicontroladas en el departamento del Cesar.

3. Determinar in vitro caracteristicas asociadas a la mitigacién de estrés por sequia de las
PGPB seleccionadas.
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3. Metodologia

Para dar alcance a los objetivos anteriormente mencionados, el trabajo investigativo se desarrolld
en tres secciones o fases; inicialmente, se evalud el efecto de las cepas de interés sobre la
mitigacion del estrés por sequia en plantas de maiz en un invernadero de la UNAL en Bogota.
Posteriormente, se evaluaron nuevamente las cepas en un ensayo in vivo en el caribe colombiano,
siguiendo el disefio experimental probado previamente con algunas modificaciones, llevandolo a
cabo en una estructura que permitié controlar el riego y exponer a las plantas a las condiciones
ambientales reales de la zona de estudio (casa de malla). Finalmente, se seleccionaron cuatro de
las cepas evaluadas y se procedié con su caracterizacion in vitro. En la Figura 3-1, se resumen las
actividades principales de cada fase y el flujo de trabajo seguido en este proyecto de investigacion.

Obj. Especificos

Determinar el potencial de
PGPB pertenecientes a las
colecciones UNAL-BUN y

AGROSAVIA, en la mitigacion Parametros

del estrés por sequia en plantas
de maiz forrajero de forma B &
individual bajo condiciones de <
invernadero.

Morfoldgicos

Estado
hidrico

Bioguimicos

Obj. General

Evaluar el potencial de diferentes
bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPB) de las colecciones
del IBUN y AGROSAVIA para mitigar
los efectos de la sequia agrondmica
sobre el maiz (Zea mayzL.) en el

departamento del C

Evaluar la capacidad de los
fratamientos bacterianos para
mitigar el estrés por sequia en
maiz forrajero en condiciones

semicontroladas en el
departamento del Cesar.

Seleccion de 4 cepas

Determinar in vitro
caracteristicas asociadas a la
mitigacién de estrés por sequia
de las PGPB seleccionadas.

Figura 3-1. Diagrama de flujo metodolégico para el desarrollo del proyecto de investigacién. Los recuadros en verde indican los
objetivos del trabajo; los recuadros en color beige representan fases o secciones, los recuadros pequefios en café, las actividades
principales de cada fase y los recuadros en blanco, los tipos de parametros en los que se evalud la respuesta al estrés por déficit
hidrico en las plantas de maiz, para los ensayos de invernadero y casa de malla. Fuente: Elaboracion propia
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3.1 Metodologia Objetivo 1

Objetivo No. 1: Determinar el potencial de PGPB pertenecientes a las colecciones UNAL-IBUN y
AGROSAVIA, en la mitigacién del estrés por sequia en plantas de maiz forrajero de forma individual
bajo condiciones de invernadero.

Este objetivo se llevd a cabo, en un principio, definiendo el modelo experimental apropiado para
evaluar los efectos del estrés por déficit hidrico en el maiz y, posteriormente, evaluando el efecto
de las cepas bacterianas en la mitigacion del estrés.

3.1.1 Construccion del modelo metodoldgico de evaluacién de estrés por déficit hidrico en

maiz

Con la construccion del modelo experimental se buscd definir la linea base de las variables de
control de los ensayos en invernadero, la duracién del periodo de déficit hidrico y cambios
morfoldgicos asociados al estrés en la variedad de maiz forrajero ICA V109. Para ello, se llenaron
materas plasticas de 22 cm de didmetro con 2,0 kg de suelo no estéril proveniente del Centro de
Investigacion (C.1.) Tibaitata de AGROSAVIA, ubicado en el municipio de Mosquera, Cundinamarca,
Colombia (4°41'42.9”N - 74°12'19.6"W). El suelo fue clasificado como Andisol (Typic Hapludands),
presentd pH de 5,64, conductividad eléctrica (CE) 1,68 dS/m, contenido de materia organica (MO)
10,26 %, fosforo disponible (P) 36,51 mg/Kg, azufre disponible (S) 36,01 mg/Kg, boro disponible (B)
0,24 mg/Kg, calcio disponible (Ca) 2,69 cmol(+)/Kg, potasio disponible (K) 2,61 cmol(+)/Kg y
capacidad de intercambio catidnico efectiva (CICE) 10,72 cmol(+)/Kg. El suelo se cribé con tamiz de
5mm previo a su uso y se determind el contenido de agua a capacidad de campo (CC) por el método
gravimétrico acorde con la Ecuacidén 1 (Cassel & Nielsen, 1986). Seguidamente, se sembraron dos
semillas germinadas de maiz en cada matera y se definieron dos tratamientos, uno con riego
durante todo el experimento (control) y otro, sometido a déficit hidrico. Ambos tratamientos
contaron con 20 réplicas.

Las materas se ubicaron en el invernadero de Microbiologia Agricola del Instituto de Biotecnologia
(IBUN) de la Universidad Nacional, sede Bogota. Se fijaron las condiciones dia/noche de
temperatura, Humedad Relativa (HR) y fotoperiodo en el invernadero de 29/20 °C, 40/70 %y 12/12
h respectivamente, teniendo como base los datos proporcionados por la estacién meteoroldgica
del C.I. Motilonia de AGROSAVIA, ubicado en el municipio de Agustin Codazzi (Valledupar, Cesar).
El contenido de agua en las materas se controlé monitoreando su peso cada 48 h, determinando
el peso perdido por evapotranspiracién y adicionando la cantidad de agua necesaria para mantener
el suelo a aproximadamente el 80 % de su CC (Anjum et al., 2016) (ver Ecuaciones 2 y 3).
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Psat (g)—Psec(g)
Psec(g)

(1)

CCio0% =
CCgoy = CCygogy * 0,8 (2)
Peso matera a CCggo, = (CCgqoy * Psec (g)) + Psec (g) (3)

Donde:

CCi00%, Contenido de agua a capacidad de campo del suelo (g/g);
CCso%, Contenido de agua al 80 % de capacidad de campo del suelo;
Psat, peso del suelo en saturacion (g);

Psec, peso seco del suelo (g);

Peso matera a CCsoy%, peso de la matera con CC al 80 % (g)

Transcurridos 10 dias posteriores a la siembra (PS), se dejé una sola planta por matera y se continud
con el riego hasta los 20 PS. Desde el dia 21 PS, se suspendio el riego al tratamiento correspondiente
para inducir un estrés por sequia progresivo. Se tomaron cinco réplicas de ambos tratamientos (con
riego y sin riego) y muestras de 25 g del suelo cercano a las raices de las plantas en cada una de
ellas, para estimar el peso seco de la parte aérea y la pérdida de humedad del suelo en los dias 5,
8, 11y 15 del estrés. La biomasa seca aérea se determind secando las muestras en horno a 65 °C
hasta peso constante (se logré aproximadamente a las 72 h). Con la informacién resultante (ver
seccion resultados y discusion 4.1.1.), se determind que 11 dias de estrés de déficit hidrico eran
suficientes para observar cambios significativos en el crecimiento aéreo de la planta.

3.1.2 Material biolégico

Se utilizaron semillas certificadas de maiz amarillo ICA V109 (Semicol, Bogota-Colombia), una
variedad para produccion de forraje (principalmente) y de consumo humano, adaptada a clima
calido y de uso comun en el Caribe colombiano (Sudrez et al., 2022). Por otra parte, se usaron diez
cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Bacillus (7 cepas), Pseudomonas (2 cepas) y
Lysinibacillus (1 cepa), provenientes del suelo rizosférico de cultivos de papa, maiz y pasto de
diferentes zonas del pais (ver Tabla 3-1).

Las cepas XT13, XT14, XT17, XT38 y XT110 son bacterias aisladas de suelos semiaridos con potencial
para mejorar la sequia en maiz y pasto guinea (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020;
Moreno-Galvan, Romero-Perdomo, et al., 2020) y fueron proporcionadas por la Coleccién de
Microorganismos con Interés Biofertilizante — CMIB del Banco de Germoplasma de AGROSAVIA.
Las cepas IBUN PSL80 y PSL63, han mostrado efectos beneficiosos sobre el crecimiento en papa
(Ordofiez et al. 2016), y las cepas IBUN 2755, MGC9 y MT1C8, han promovido el crecimiento
(Gomez-Ramirez & Uribe-Velez, 2021; Cruz et al., 2017) y brindado proteccion contra fitopatogenos
en arroz (Perea-Molina et al.,, 2022; Pedraza-Herrera et al., 2021;). Estas cepas fueron
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suministradas por el Banco de Genes y Cepas de Microorganismos del IBUN. Las cepas

pertenecientes a este Ultimo banco, seran nombradas de ahora en adelante solamente por su

cddigo sin la palabra “IBUN” (p.ej. IBUN MGC9, pasaria a MGC9).

Tabla 3-1. Informacion de las cepas utilizadas en este estudio

Morfologia No.
Cepa Género Origen del aislamiento coloniag Accesion
(16s rRNA)
Rizdsfera del maiz
IBUN MGC9  Lysinibacillus  (Zea mays) — Antioquia, Sin registro
Colombia
Rizdsfera del maiz
IBUN MT1C8 Bacillus (Zea mays) — Antioquia, Sin registro
Colombia
Rizésfera de papa criolla
. (Solanum tuberosum Grupo . .
IBUN 2755 Bacillus . . Sin registro
Phureja) — Cundinamarca,
Colombia
Rizdsfera de papa
IBUN PSL63  Pseudomonas (Solanum tuberosum.cv. . Sin registro
Parda pastusa) — Antioquia,
Colombia
Rizdsfera de papa criolla O
IBUN PSL80 Pseudomonas (Solanum phureja) — Sin registro
Antioquia, Colombia @
Rizdsfera de pasto guinea @
XT13 Bacillus (Megathyrsus maximus) — MHO14814
. (GenBank)
Cesar, Colombia
Rizdsfera de pasto guinea
MH014816
1 Baci imus) —
XT14 acillus (Megathyrsus maximus) (GenBank)

Cesar, Colombia
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Continuacién Tabla 3-1. Informacidn de las cepas utilizadas en este estudio

. . . . Morfologia No: .
Cepa Género Origen del aislamiento colonia Accesion
(16s rRNA)
XT17 Bacillus Rizdsfera de pasto guinea MH014818
(Megathyrsus maximus) — (GenBank)
Cesar, Colombia
XT38 Bacillus Rizdsfera de pasto guinea MHO014817
(Megathyrsus maximus) — (GenBank)
Cesar, Colombia
XT110 Bacillus Rizésfera de pasto guinea MH014815
(Megathyrsus maximus) — (GenBank)

Cesar, Colombia

3.1.3 Preparacion de indculos bacterianos

Inicialmente, las cepas almacenadas en viales criogénicos a -20 y -80 °C, se activaron en agar Luria
Bertani (LB) (composicion por litro: triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g, y
agar microbioldgico 15 g) (cepas PSL63, PSL80, MT1C8, MGC9 y 2755), o agar tripticasa soya (TSA)
(cepas XT13, XT14, XT17, XT38 y XT110) y se incubaron durante 24 a 48 h a 30 °C. En el caso de las
Pseudomonas spp., se tomd una colonia de cada cultivo puro de 48 h, se sembrd en tubos tipo
Falcon® de 50 mL con 5 mL de caldo LB y se incubd a 30 °C overnight con agitacién orbital (150
rpm). Posteriormente, la biomasa bacteriana se recuperé centrifugando a 7830 x g durante 5min,
lavando y resuspendiendo el pellet en solucidn salina (0,85 % p/v NaCl). La suspension celular pura
se ajusté a una densidad dptica (OD) de 0,2 + 0,05 a 600nm, equivalente a 1,0x10® UFC/mL,
concentracion determinada mediante la técnica de diluciones seriadas y recuento de microgotas
en placas de LB segin Hoben y Somasegaran (1982).

En el caso de las cepas de Bacillus spp. y Lysinibacillus sp., los indculos utilizados en este estudio se
prepararon de dos formas para obtener suspensiones de células vegetativas o esporas. Las células
vegetativas se obtuvieron a partir de una colonia de cada cultivo puro de 24 hy se procedié con la
preparacion del indculo de forma similar que con las Pseudomonas. Para las esporas, una colonia
de un cultivo puro de 24 h se mezclé con 1 mL de solucidn salina (SS) en un tubo de microcentrifuga,
y seguidamente, 100 pL de la mezcla fueron sembrados masivamente con hisopo en una caja Petri®
con Medio Sdlido de Esporulacidon (MES) (en g/L: 0,1 CaCl,-2H,0, 0,028 FeSO4-7H,0, 6,8 KH2POy4,
0,12 MgS04-7H,0, 0,014 ZnS0O,4-7H,0, 0,02 MnS0O4-4H,0, 7,0 Triptona, 3,0 D-Glucosa y 10, 0 Bacto-
agar) (Cruz et al., 2017). Después de 10 dias de incubacion a 30 °C, la biomasa bacteriana se
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recuperd de la caja, se lavo dos veces y resuspendio con 20 mL de NaCl (0,85 % p/v). La suspension
de esporas se calenté a 80°C por 10min en bafio serolégico para eliminar las células vegetativas
remanentes. Las esporas puras concentradas (1,0x10% — 1,0x10° UFC/mL) se conservaron en
refrigeracion a 4°C en frascos dmbar y sirvieron de stock para la preparacion de las suspensiones
empleadas como indculo. Las suspensiones de células vegetativas de Bacillus y Lysinibacillus se
utilizaron en los ensayos in vitro, mientras que las esporas, se usaron en los ensayos en matera.

Las suspensiones bacterianas de todas las cepas evaluadas, fueron ajustadas con SS (NaCl 0,85 %
p/v) a una concentracion de 1,0x10” UFC/mL y verificada su pureza previamente a su uso. Ensayos
preliminares al interior del grupo de investigacion, permitieron verificar que una concentracién
mayor a 1,0x107 UFC/mL con algunas de las cepas, conducia al dafio o degradacion del embrién de
las semillas de maiz (datos no presentados). Por lo tanto, se decidié trabajar con la concentracion
anteriormente mencionada.

3.1.4 Efecto de la inoculacién de plantas de maiz con PGPB en la mitigacion del estrés por
sequia: un ensayo de invernadero

Un experimento en invernadero fue llevado a cabo para determinar el efecto de la inoculacién de
las cepas, en la mitigacion del estrés por déficit hidrico en plantas de maiz forrajero. Inicialmente,
las semillas de maiz ICA V109 se desinfectaron superficialmente mediante inmersidn en hipoclorito
de sodio 5 % (v/v) durante 3 min, seguido de un lavado con agua estéril e inmersion en etanol 70
% (v/v) por 2 min. Posteriormente, se lavaron vigorosamente dos veces con agua estéril para
remover el etanol y restos de fungicida adheridos a la superficie (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio,
et al., 2020). Una vez desinfectadas las semillas, se inocularon sumergiéndolas en cada una de las
suspensiones bacterianas ajustadas (1,0x10” UFC/mL) a razdn de 1 mL por semilla (Shirinbayan et
al., 2019), durante 30 min con agitacion orbital constante a 150 rpm y 30 °C. Se utilizaron semillas
embebidas en solucion salina estéril (NaCl 0,85 % p/v) como control no inoculado. Una vez
inoculadas, se dejaron secar bajo flujo laminar por 20 min y se colocaron sobre placas con agar
agua (7,5 g/L agar bacterioldgico). Las placas se incubaron a 25 °C en oscuridad durante tres dias
para permitir su germinacion.

Las materas se llenaron con 2,0 kg de suelo no estéril por tratamiento. Se definieron diez
tratamientos bacterianos que debieron evaluarse en dos grupos independientes dado el tamafio
delinvernadero. En el primer grupo, se evaluaron los tratamientos de las cepas XT14, 2755, MT1CS,
PSL80y PSL63 y en el segundo grupo, MGC9, XT17, XT13, XT38 y XT110. Se contd con dos controles
no inoculados en cada ensayo, uno con riego constante y otro, sometido a déficit hidrico. Se
sembraron dos semillas germinadas por matera. Después de 10 dias PS, se dejé una sola plantula
por matera y se aplicd un refuerzo de 5 mL de suspensién celular correspondiente con
concentracién igual a 1x10” UFC/mL en la zona de las raices y el tallo. El suelo utilizado, las
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condiciones ambientales del invernadero y la forma de riego, se ajustaron conforme a lo descrito
anteriormente en el modelo de estrés por sequia detallado en la seccién 3.1.1 de este documento.

Las plantas fueron regadas durante 20 dias a fin de favorecer su crecimiento y desarrollo. Antes de
la fase del estrés, en el ultimo dia de riego, se adicionaron 100 mL de una solucién de Hoagland al
50 % (Hoagland & Arnon, 1950) para suplir posibles deficiencias nutricionales. El estrés por sequia
fue inducido al suspender el riego y permitir la deshidratacién libre del suelo durante 11 dias.

Después del periodo de estrés, las plantas fueron cosechadas para determinar el efecto de cada
tratamiento a nivel de variables morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas. Adicionalmente, se
tomaron muestras de suelo cercano a las raices de los tratamientos control para monitorear el
contenido de agua al finalizar el ensayo. En la Figura 3-2 se esquematiza la metodologia seguida
en los ensayos de invernadero.

\ — Fertilizante

Siembra L]
. Q 2 semillas x matera

y) dia 10

\ Refuerzo in6culo
. Raleo
Inoculacién y

S Unid. Experimental:
Germinacién ' 1 planta x matera

Morfolégicas

Tiempo (dias) — 3 —

Q Q Controles no inoculados: irrigado y sequia

Fisiolégicas
Bioquimicas

@ Bacterias: 5 cepas x Ensayo (Total : 10 cepas)

,

4 |
4 15 réplicas x tratamiento

Figura 3-2. Esquema metodoldgico de los ensayos en planta bajo condiciones de invernadero. Fuente: Elaboracién propia

Parametros morfolégicos

Se midio la altura de todas las plantas de cada tratamiento desde la base del tallo (superficie del
suelo) hasta el apice de la hoja mas larga. Seguidamente, se procedio a extraer la planta y dividirla
en tallo y raiz para determinar la biomasa seca secando las muestras en horno a 65 °C durante 72
h.
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Parametros fisiologicos

Contenido Relativo de Agua (RWC): El contenido relativo de agua (RWC, en inglés) se determiné
siguiendo la metodologia propuesta por Sade et al. (2015) para cereales, con modificaciones
menores. Brevemente, se cortdé un fragmento de 10 cm medido en direccidn del apice hacia el tallo,
de una hoja completamente desarrollada de cada planta. El fragmento se depositd rdpidamente
en una bolsa con cierre hermético y se procedié a determinar su peso fresco (PF). Seguidamente,
la hoja se ajusté en posicién vertical dentro de la bolsa y se adicioné 2 mL de CaCl, a 5 mM,
asegurando que solo el area del corte estuviera en contacto con la solucidn. Las muestras se
dejaron en oscuridad por 8 h. Posteriormente, los fragmentos se extrajeron de la bolsa, se secaron
suavemente con una toalla de papel para retirar el exceso de solucién y se pesaron para determinar
su peso en turgencia (PT). Luego, se llevaron al horno a 60 °C hasta peso constante y se registré su
peso seco (PS). El contenido relativo hidrico se calculé siguiendo la Ecuacion 4.

PF-PS

RWC (%) = PT-PS

x 100 (4)

Parametros bioquimicos

Para los analisis bioquimicos, se corté el tercio superior de las plantas, se congeld con nitrégeno
liguido y se triturd con un mortero frio hasta pulverizarlo. Las muestras se almacenaron a -80 °C en
tubos de microcentrifuga para su posterior andlisis. A partir de cada muestra se midié el contenido
de prolina libre, azlcares totales solubles, pigmentos fotosintéticos (Chl a, b y carotenoides) y la
actividad enzimatica antioxidante de APX y GR, como se detalla a continuacién:

Estimacion de Prolina libre: La prolina libre se determind siguiendo el método propuesto por Bates
et al. (1973) con las modificaciones sugeridas por Abrahdam et al. (2010). Inicialmente, se tomaron
100 mg de muestra procesada de cada réplica, se depositaron en tubos de microcentrifuga y se
agregaron 500 uL de acido sulfosalicilico 3 % (p/v), luego, se llevaron a agitacién horizontal a 200
rom durante 1 h para facilitar la homogeneizacién. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 18.620 x g por 5 min para obtener un extracto libre de material vegetal. De este
sobrenadante, se tomaron 100 uL y se depositaron en un tubo nuevo de reaccién de 2 mL, al cual
se adicionaron 100 pL de acido sulfosalicilico 3% (p/v), 200 uL de acido acético glacial y 200 L de
ninhidrina acida (1,25 g de ninhidrina disuelta en 30 mL de acido acético glacial y mezclada con 20
mL de acido ortofosfdrico 6M). Las muestras se mezclaron mediante vortex y se llevaron a bafio
seroldgico durante 1 h a una temperatura aproximada de 100 °C. La reaccion se detuvo en cama
de hielo, se adiciond 1 mL de tolueno y se agité vigorosamente por 20 s. La fase acuosa formada se
analizé a 520 nm en un lector de microplacas de 96 pozos, empleando como blanco tolueno. Las
absorbancias obtenidas fueron interpoladas en una curva elaborada a partir de L-prolina grado
analitico y los resultados se expresaron en pg de prolina/g de tejido fresco.
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Estimacion de Azticares Totales Solubles: Los azlcares totales solubles se midieron de acuerdo con
Dubois et al. (1956) con leves modificaciones. Se tomaron 100 mg de material vegetal triturado de
cada muestra y se colocaron en un tubo de 15 mL. Seguidamente, se adicionaron 5 mL de agua
ultrapura y se llevaron a un agitador horizontal durante 60 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 4.227 x g durante 15 min a 12 °C, para obtener
un extracto libre de material vegetal. Se tomaron 30 plL de cada extracto y se mezclaron con 180
uL de agua ultrapura, 200 pL de fenol al 80 % (p/v) recién preparado y 1 mL de acido sulfdrico al
98% v/v en tubos de microcentrifuga de 2,0 mL. Se mezclé mediante vortex por 1 miny las muestras
se dejaron en reposo en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia a
490 nm y se compard con una curva de calibracion con D-glucosa como patrén. Los resultados se
expresaron en mg D-glucosa /g de tejido fresco.

Estimacion de pigmentos fotosintéticos: Los pigmentos fotosintéticos se determinaron siguiendo
la metodologia propuesta por Hiscox e Israelstam (1979) con modificaciones menores. Se tomaron
20 mg de tejido vegetal fresco macerado con nitrégeno liquido y se depositaron en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL. Se adiciond 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) y se llevo a bafo seroldgico
a 65 °C durante 1 h. Pasado este tiempo, se recuperd el sobrenadante y se colecté en un tubo
nuevo. Se adiciond nuevamente 1 mL de DMSO a la muestra y se dejé por una hora mas en el bafio
serolégico para terminar de extraer los pigmentos y lograr que el tejido vegetal perdiera su
coloracion verde. Finalmente, los sobrenadantes se juntaron en el mismo tubo y se leyd su
absorbancia a 665, 649 y 480 nm. Las lecturas obtenidas fueron reemplazadas en las ecuaciones
propuestas por Wellburn (1994), para obtener las concentraciones de clorofila a (Chla), clorofila b
(Chlb) y carotenoides (CAR). Los resultados se expresaron en pg/g de tejido fresco.

Estimacion de actividad enzimatica: La determinacidn de la actividad enzimatica antioxidante de
ascorbato peroxidasa (APX) (EC 1.11.1.11) y glutatién reductasa (GR) (EC 1.20.4.2.) se realizé con
base en los métodos propuestos por Nakano y Asada (1981) y Smith et al. (1988) respectivamente,
aplicando las modificaciones para la cuantificacidn en microplaca propuestas por Murshed et al.
(2008). Para ello, se tomaron 250 mg de tejido vegetal fresco macerado con nitrégeno liquido, se
colocaron en un tubo de 2,0 mL y se homogenizaron en un agitador vortex con buffer MES/KOH
(pH 6,0), conteniendo 40 mM de KCI, 2 mM de CaCl, y 1 mM de L-acido ascérbico (AsA).
Seguidamente, se centrifugd a 14.000 x g por 10 min a 4°C para obtener el extracto enzimatico. A
partir de este extracto, se determiné la actividad enzimdtica de APX y GR. Todos los pasos se
realizaron a una temperatura de 4°C.

La actividad de la APX se midio dispensando 185 pL de buffer de fosfato 50 mM (pH 7.0) con AsA
0,25 mM en pozos de microplaca y adicionando 10 puL de extracto enzimatico de cada muestra.
Seguidamente, la microplaca se cargd en un equipo lector de microplacas (Synergy HTX, BioTek),
se agregaron 5 uL de 200 mM de H,0, (concentracion final 5mM) a cada pozo con una pipeta
multicanal y se agitd 5 s linealmente por programacion del equipo. Se midié el decrecimiento de la
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absorbancia a 290 nm durante 3 min. La actividad especifica se calculé utilizando el coeficiente de
extincion de 2,8/mM-cm (Nakano & Asada, 1981).

Para la enzima GR, se dispensaron 185 uL de buffer HEPES 50 mM (pH 8,0) con 0,5 mM de EDTAy
0,25 mM de Nicotiamida-Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH) en pozos de microplaca y se
adiciond 10 plL de muestra por pozo. La reaccién se inicié agregando 5 puL de 20 mM de glutatién
oxidado (GSSG) (0,5 mM) a cada pozo y se siguid el decrecimiento de NADPH por oxidacion a 340
nm por 3 min. La actividad especifica se calculd con el coeficiente de extincién 6,2/mM-cm. Los
resultados de las actividades enzimaticas se expresaron en términos de nmol/min-g de peso fresco.

3.1.5 Analisis estadistico de datos

Se aplicé un disefio completamente aleatorizado (DCA) en los ensayos de invernadero. Una planta
por matera fue considerada como la unidad experimental o réplica y cada tratamiento conté con
15 réplicas. Respecto a las variables monitoreadas, la altura fue determinada en todas las réplicas
de cada tratamiento, mientras que para la biomasa seca (raiz y parte aérea) se cosecharon al azar
10 plantas por tratamiento, y para las variables de RWC y bioquimicas, se utilizaron las 5 plantas
restantes.

Todos los valores presentados corresponden a las medias de los datos y sus desviaciones estandar
(DE). Se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA), garantizando los supuestos de
normalidad y homocedasticidad a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett,
respectivamente. La comparacién de medias se realizé mediante la prueba de rango multiple de
Duncan. Para los datos que no presentaron un comportamiento paramétrico, se aplicé la prueba
de Kruskal-Wallis con ajuste de Bonferroni del paquete Agricolae del software estadistico R. Las
diferencias se consideraron significativas para un valor de p < 0,05. Los andlisis estadisticos se
realizaron empleando el software R version 4.0.5.

Adicionalmente, se calculé el coeficiente de correlacidn de Spearman (p) debido a que los datos de
algunas de las variables no presentaban una distribucién normal y se estimé su significancia a un
valor de p £ 0,05. Este andlisis se realizd en busca de correlaciones entre los pardametros evaluados
en las plantas sin inoculacién empleando el mismo software mencionado.
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3.2 Metodologia Objetivo 2

Objetivo No. 2: Evaluar la capacidad de los tratamientos bacterianos para mitigar el estrés por
sequia en maiz forrajero en condiciones semicontroladas en el departamento del Cesar.

3.2.1 Experimento bajo condiciones de casa de malla

Con el propésito de evaluar el desempefio de las cepas en la mitigacidn del estrés por sequia en el
maiz, en condiciones ambientales cercanas a las encontradas en los agroecosistemas del Cesar, se
llevé a cabo un ensayo en casa de malla. Esta estructura, con techo translicido y recubierta por
malla metalica, funcioné como un sistema abierto para las variables de temperatura, radiacién
solar y humedad relativa, pero permitié controlar el riego de las plantas.

El experimento se realizé en el C.I. Motilonia de AGROSAVIA ubicado en Agustin Codazzi, Cesar (10°
0' 10.920" N - 73° 14' 46.027" W), bajo un disefio experimental en bloques completamente
aleatorizados, temperatura promedio de 28,6 °C y humedad relativa de 76,6%. El ensayo conté con
10 tratamientos, correspondientes a las 10 cepas en estudio (ver Tabla 3-1), y dos controles sin
inocular (uno de ellos irrigado durante todo el experimento y otro sometido a estrés hidrico). Se
utilizaron 12 materas con 5 kg de sustrato por tratamiento. El sustrato consistié en una mezcla de
75% p/p de aluvion y 25% p/p de materia organica (abono ABONAZA, composicion en Tabla
suplementaria 6-1). El sustrato se preparé en las proporciones mencionadas, para mejorar el aporte
nutricional de las plantas y la retencién de humedad, ademas de ser esta una practica comun local
para la produccién de plantas en vivero. El sustrato presenté un pH de 7,7, CE de 4,4 dS/m, MO
3,12 %, fosforo disponible 63,4 mg/Kg, azufre disponible 273,7 mg/Kg, CICE 27,2 cmol(+)/Kg y boro
disponible 3,68 mg/Kg.

Las semillas de ICA V109 se desinfectaron e inocularon como se indicé previamente y se sembraron
tres de ellas por matera. Tras 10 dias PS, se dejo en las materas una sola planta y se reinoculd una
suspensidn bacteriana ajustada (1,0 x10” UFC/mL), en el caso de los tratamientos, y de solucién
salina, en el de los controles. Durante 20 dias PS se permitid el establecimiento de las plantas bajo
condiciones dptimas de riego y a partir del dia 21 PS se dio inicio a la fase de estrés, deteniendo el
riego por 11 dias. Al finalizar el periodo de estrés, se determinaron las variables de respuesta en las
plantas a nivel morfoldgico, fisiolégico y bioquimico como se menciond en la seccién 3.1.4
(experimento invernadero). En el caso de la variable altura, se midié en el dia 20 y 31 PS en todas
las plantas de cada tratamiento.

Adicionalmente, se seleccionaron al azar 5 plantas de cada tratamiento y se monitored la
conductancia estomatica (gs) empleando un porémetro de mano (SC-1 Leaf Porometer). Las
mediciones se realizaron en la hoja nueva que se encontraba completamente extendida,
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desarrollada y sin sefiales de lesion o enfermedad, durante la fase de estrés en los dias 21, 26, 27
y 29 PS desde las 7:30 am.

3.2.2 Analisis estadistico de datos

El experimento en casa de malla se aplicé un disefio de bloques aleatorizados. Todos los valores
presentados corresponden a las medias de los datos y sus DE. Una planta por matera fue
considerada como réplica y cada tratamiento contd con 12 réplicas. Respecto a las variables
monitoreadas, la altura fue determinada en todas las réplicas de cada tratamiento, mientras que
para la biomasa seca (raiz y parte aérea) se cosecharon al azar 7 plantas por tratamiento y para las
variables fisiolégicas y bioquimicas, se utilizaron 5 plantas. La comparacién de varianzas entre
tratamientos se realizd inicialmente mediante un andlisis de varianzas (ANOVA) de dos vias o
bifactorial, para evaluar la significancia de la interaccién bloque-tratamiento. En caso de que el
bloque no presentara efecto sobre la respuesta de las variables, se realizd el ANOVA tradicional
garantizando los supuestos de normalidad y homocedasticidad a través de las pruebas de Shapiro-
Wilk y Bartlett, respectivamente. La comparacién de medias se realizé mediante la prueba de rango
multiple de Duncan. Para los datos que no presentaron un comportamiento paramétrico, se aplicé
la prueba de Kruskal-Wallis con ajuste de Bonferroni del paquete Agricolae del software estadistico
R. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de p < 0,05 y los andlisis estadisticos
se realizaron empleando el software R version 4.0.5.

Adicionalmente, se realizaron Anadlisis de Componentes Principales (PCA) para evaluar la
interaccion multifactorial en los tratamientos bacterianos y se calculé el coeficiente de correlacidn
de Spearman (p) a un valor de p < 0,05 con el software R versién 4.0.5. Este Ultimo analisis, se
realizd para cuantificar la correlacidon existente entre las variables de respuesta fisioldgicas y
bioquimicas medidas en las plantas sin inoculacién.
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3.3 Metodologia Objetivo 3

Objetivo No. 3: Determinar in vitro caracteristicas asociadas a la mitigacidn de estrés por sequia
de las PGPB seleccionadas.

3.3.1 Caracterizacion in vitro de los aislamientos

De los aislamientos evaluados en los ensayos de invernadero y casa de malla, se seleccionaron
cuatro de ellos (PSL80, PSL63, XT14 y XT17) (ver seccion 4.2.1) para determinar su tolerancia al
déficit hidrico y caracteristicas de promocidn de crecimiento vegetal como se indica a continuacion.

Tolerancia al déficit hidrico de las cepas seleccionadas

Se evalué la tolerancia de las cepas al déficit hidrico a través de su capacidad para crecer en
condiciones de estrés osmoético inducidas mediante la aplicacién de Polietilenglicol 6000 (PEG
6000) a diferentes concentraciones (llyas et al., 2020; Sandhya et al., 2009). Brevemente, se utilizd
caldo LB en tubos tipo Falcon® de 50 mL suplementado con PEG 6000 a 0, 10, 20 y 30% (p/v),
correspondientes a los potenciales hidricos de 0, -0,13, -0,45 y -0,95 MPa, respectivamente
(Michel & Kaufmann, 1973), y se inoculd el 1% del volumen con una suspensién pura de células
vegetativas de 24 h de crecimiento ajustada a una ODeo de 0,2 (1,0x107 UFC/mL), para una
concentracidn inicial en cada tubo de 1,0x10° UFC/mL aproximadamente. Cada cepa contd con tres
réplicas por concentracion de PEG para un total de 12 tubos, las cuales se incubaron a 30°C con
agitacion orbital constante a 150 rpm durante 24 h. Posteriormente, se determind el crecimiento
celular en UFC por mL mediante el método de diluciones seriadas (Niu et al., 2018). Se realizaron
tres ensayos independientes en el tiempo.

Medicion cualitativa de solubilizacién y mineralizacién de fésforo

La capacidad de las cepas para solubilizar fosfato se probd en medio sélido NBRIP (Nautiyal, 1999)
para dos fuentes de fésforo inorganico: fosfato de aluminio 0,3% (Gomez-Ramirez & Uribe-Velez,
2021) y fosfato tricalcico 0,5% (p/v) (Nautiyal, 1999), suplementado con azul de bromotimol (0,025
g/L). El pH del medio se ajusté a 7,0 + 0,2 antes de esterilizar en autoclave (Nautiyal, 1999). Las
placas con NBRIP se inocularon con una gota de 10 uL de la suspension bacteriana de 24 h ajustada
(1,0 x10” UFC/mL) de cada cepa (ver Figura 3-3), y se incubaron durante 5 dias a 30 °C. Transcurrido
el tiempo de incubacién, se comprobd la capacidad de solubilizacién del fosfato mediante la
presencia de un halo transparente alrededor de las colonias bacterianas (Garcia et al., 2017). A
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partir de la relacion del diametro del halo (A) y de la colonia bacteriana (B) (Ecuacién 5), se
establecié el indice de Eficiencia de Solubilizacién (IEs) de la cepa como lo define Kumar y Narula
(1999).

A
[Esm = 3 (5)

Por otra parte, la capacidad de las cepas para mineralizar fésforo organico se evalué en medio
solido NBRIP suplementado con acido fitico (CAS 14306-25-3, Sigma-Aldrich) como fuente de
fosforo, afadido al 1% (p/v) (Gomez-Ramirez & Uribe-Velez, 2021). El medio se inoculé como se
menciond anteriormente y se incubd durante 72 h a 30°C. La formacidn de un halo transparente
alrededor de las colonias al finalizar el periodo de incubacién, se consideré como un indicador
positivo de la actividad y se procedié a calcular el indice de Eficiencia de Mineralizacién de fésforo
(IEm) con la Ecuacién 5 (Gomez-Ramirez & Uribe-Velez, 2021). En todos los ensayos se utilizd la cepa
P. fluorescens IBUN PFLO95 como control positivo (Ordofiez et al., 2016) y como control negativo,
solucién salina al 0,85 % (p/v). La totalidad del material utilizado en los ensayos se lavd con
detergente neutro libre de fosfatos antes de su uso (EXTRAN®, Merk). Cada cepa evaluada conté
con 15 réplicas, y los ensayos con las fuentes de fdsforo inorgdnico y organico, se evaluaron dos
veces en el tiempo.

Diametro A
Cepa (n)

Didmetro B

Control (-)

Figura 3-3. Montaje experimental usado en la evaluacion de la actividad de Solubilizacidn y Mineralizacién de fésforo de
las cepas bacterianas en medio NBRIP. Los circulos pequeiios de color café, rosa y azul representan gotas de 10 pL. Cada
gota fue ubicada aleatoriamente dentro de la placa. Fuente: Elaboracién propia.

Cuantificacion de la solubilizacién de fésforo en medio liquido

La capacidad de solubilizar fosfato se evalud cuantitativamente a partir de fosfato tricdlcico
(Caz(P0O4)2) 0,5% (p/v) y fosfato de aluminio (AIPO4) 0,3% (p/v), usando medio liquido NBRIP
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(Nautiyal, 1999), con las modificaciones sugeridas por Gomez-Ramirez y Uribe-Velez (2021).
Brevemente, se prepararon tubos tipo Falcon® de 50 mL con 15 mL de medio NBRIP y la fuente de
fosforo correspondiente (pH 7,0), y se inoculd el 1% del volumen de cada tubo con una suspension
fresca de células vegetativas a la concentracidon aproximada de 1,0 x 10’ UFC/mL. Cada cepa contd
con tres réplicas. Se utilizd como control positivo la cepa Pseudomonas sp. PSL095 (Lara-Bosso,
2007) y como control negativo, el medio liquido NBRIP con la fuente de fdsforo sin inocular. Los
recipientes se llevaron a incubar a 30 °C durante 7 dias con agitacién constante (150 rpm),
ubicandolos en posicidn horizontal dentro del equipo para mejorar la homogeneizacion del medio.
Posteriormente, se centrifugd cada tubo a 2710 x g durante 30 min para obtener un sobrenandante
libre de particulas y células. La cuantificacion de fésforo soluble se realizd6 mediante el método del
vanadato y heptamolibdato aménico con el kit SpectroQuant Phosphate Test® (Merck), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron en un lector de microplaca a una
longitud de onda de 405 nm (Multiskan FC®, Thermo Scientific). Todo el material utilizado en los
ensayos se lavd con detergente neutro libre de fosfatos antes de su uso (EXTRAN®, Merk). Las
absorbancias se compararon con una curva estandar de KH,PO, y los resultados se expresaron en
mg PO4-P/mL. El ensayo se realizé por duplicado.

Producciéon de compuestos inddlicos

La capacidad para producir compuestos inddlicos se estimé mediante la técnica colorimétrica
basada en el reactivo de Salkowsky (12 g/L FeCl; en 7,9 M H,S0,) acorde con Glickmann y Dessaux
(1995), con modificaciones menores. Brevemente, frascos ambar con 10 mL de caldo LBy 0,3 mM
de L-triptéfano se inocularon con 100 plL de suspensién fresca de cada cepa (concentracion 1,0 x
107 UFC/mL). Los frascos se incubaron por 72 h en oscuridad a 30 °C en agitacidn orbital constante
(150 rpm). Cada tratamiento contd con tres réplicas y se utilizé como control positivo la cepa
Azospirillum brasilense C43SN7 (Leal-Medina, 2018) y como control negativo, solucidn salina. Al
cabo de este tiempo, las muestras se centrifugaron para eliminar la biomasa y se tomaron 500 pL
del sobrenadante. En tubos de microcentrifuga, el reactivo de Salkowsky se mezclé en una
proporcién 1:1 con el sobrenadante de cada muestra y se dejo reaccionar en oscuridad durante 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se midié la absorbancia a 540 nm en un lector de
microplacas (Multiskan FC®, Thermo Scientific). La determinacion de la produccién de los
compuestos de tipo indol, se determind con base en una curva estandar construida con IAA como
patrény se expresoé en ug IAA/mL. La produccién de compuestos indélicos también se evalud bajo
la condicidn de mayor estrés osmoético tolerado por las cepas. Para ello, se adiciond al medio liquido
LB el 20% (p/v) de PEG 6000 y se procedié como se menciond anteriormente. Los ensayos se
llevaron a cabo dos veces en el tiempo.
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Produccion de exopolisacaridos (EPS)

La produccidn de EPS por los aislamientos seleccionados se evalué empleando el método descrito
por Cortés-Patifio et al. (2021) con leves modificaciones. Para ello, se sirvieron 10 mL de caldo LB
en matraces de vidrio, se inocularon con 100 pL de una suspension fresca de 1 x 10’ UFC/mL de
cada cepay se incubaron a 30 °C durante 24 h con agitacién orbital constante (150 rpm). Cada cepa
contd con tres replicas y se empled medio estéril con solucién salina como control negativo.
Después de la incubacidn, los cultivos se trasvasaron a tubos tipo Falcon® de 50 mL, se adiciond 0,4
mL de EDTA 0,26 My 0,2 mL de NaCl 5M a cada tubo, se mezclé mediante virtex y se centrifugaron
a 5220 x g durante 10 min. En tubos nuevos de iguales caracteristicas, se vertieron los
sobrenadantes obtenidos y se mezclaron con 10 mL de etanol absoluto frio (-80°C), se agitaron
vigorosamente y se dejaron en refrigeracion (4 °C) durante 24 h para permitir la precipitacion de
los EPS. Posteriormente, los EPS se cosecharon mediante centrifugacién a 7690 x g por 10 miny se
resuspendieron en 10 mL de agua ultrapura. Los EPS se determinaron mediante la cuantificacion
de los carbohidratos totales solubles presentes en ellos utilizando el método propuesto por Dubois
et al. (1951), con las modificaciones sugeridas por Moreno-Galvan, Cortés-Patifio et al. (2020). Para
esto, se dispensaron 290 uL de cada muestra de EPS en un tubo tipo Falcon® de 15 mL y se
adicionaron 290 uL de Fenol al 5% (p/p) y 1410 uL de H.SO4 al 98% (v/v). Rapidamente, se
homogeneizé mediante vértex por 30 s y se permitid reaccionar la mezcla en oscuridad durante 30
min. Se determiné la absorbancia de las muestras a 490 nm y se compard con una curva estandar
de D-glucosa. Los resultados se expresaron en pg/mL. Asi mismo, se evalud la produccién de EPS
bajo estrés osmético en caldo LB, adicionando al medio liquido el 20% (p/v) de PEG 6000 y se
procedid siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Compatibilidad entre las cepas en medio sélido

La compatibilidad entre las cuatro cepas seleccionadas se probé mediante enfrentamiento directo
en agar LB. El enfrentamiento se realizé trazando una linea vertical cerca al borde de la placa de
agar con un asa inoculada y superponiendo dos trazados perpendicularmente en los extremos de
la linea. Cada linea o trazado correspondio a una cepa y se realizd a partir de una colonia de 24 h
de crecimiento en placa. Se realizaron duplicados de cada enfrentamiento y se incubaron durante
72 h, haciendo observaciones diarias con el estereoscopio. Las cepas se catalogaron como
compatibles, si al cabo del periodo de incubaciéon las colonias crecian mezcladas o establecian
contacto, o incompatibles si se repelian creando halos de inhibicidn.
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3.3.2 Ensayo de germinacion bajo déficit hidrico

Se llevd a cabo un ensayo in vitro con el propdsito de determinar el efecto de las PGPB
seleccionadas sobre la germinacion de semillas de maiz en condiciones de estrés osmotico inducido
por PEG. Inicialmente, semillas desinfectadas superficialmente como se indicé en la seccién 3.1.4,
se inocularon sumergiéndolas en la suspensién celular de cada cepa (1,0 x 10’ UFC/mL) a razén de
1 mL por semilla (Shirinbayan et al., 2019), durante 30 min con agitacién orbital constante (150
rpm). Se utilizaron semillas embebidas en solucién salina estéril (NaCl 0,85 % p/v) para los controles
no inoculados. Una vez inoculadas las semillas, se descarté la suspensidn celular y se secaron bajo
flujo laminar por 20 min. Posteriormente, se colocaron cinco semillas por caja Petri® sobre papel
filtro Whatman No. 1 (Tiwari et al., 2016) y se adicionaron 3 mL de una solucién de PEG 6000 al
10% (p/v) en cada una para simular el déficit hidrico. El ensayo conté con dos controles sin inocular,
uno sin estrés y otro sometido a estrés osmotico. Para el control sin estrés, se utilizé agua destilada
estéril en lugar de la solucién con PEG. Las cajas Petri se taparon y se sellaron con papel parafilm
para evitar la pérdida de humedad por evaporacidn. Las semillas se incubaron en oscuridad a 25 °C
durante 3 dias, al final de los cuales se determind el porcentaje de germinacién para los cuatro
tratamientos bacterianos y los dos controles. Las semillas se consideraron germinadas al observar
la presencia de radicula de minimo 5mm de longitud (Tiwari et al., 2016).

La concentracién del estresor fue determinada a partir de ensayos previos en los que se evaluaron
concentraciones de PEG 6000 en el rango de 0 al 30% (p/v) y su efecto en la germinacién de la
variedad de maiz ICA V109, evidenciando que concentraciones de 20% (p/v) disminuian
notoriamente la germinacién (hasta porcentajes de germinacion del 4% al 6%) y a 30% (p/v), la
inhibian complemente (Tabla suplementaria 6-2).

Las semillas control sometidas al estrés osmdtico que no germinaron, se humedecieron con agua
ultrapura en cajas Petri® y se incubaron por 3 dias mas para verificar que el efecto observado en la
germinacion era debido al estrés inducido por PEG y no a otras causas, como pérdida de viabilidad.
Cada tratamiento contd con 10 réplicas de 5 semillas por caja para un total de 50 semillas y el
ensayo se repitié tres veces en el tiempo.

3.3.3 Evaluacion de colonizacion y permanencia de los aislamientos en las plantas bajo
condiciones de déficit hidrico

Una de las caracteristicas principales de las PGPB, es su habilidad para colonizar la rizésfera y la
superficie de las raices de las plantas, condicién que permite la interaccién beneficiosa planta-
microorganismo (Amaya-Gémez et al., 2020; Lugtenberg & Kamilova, 2009). Con el propdsito de
evaluar la capacidad de las cepas seleccionadas para colonizar las raices de las plantas vy
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permanecer en ellas bajo condiciones de estrés hidrico, se realizd un experimento en cdmara de
crecimiento utilizando frascos de vidrio con plantulas de maiz en un ambiente estéril.

En consecuencia, se germinaron semillas desinfectadas superficialmente sobre agar agua durante
tres dias en oscuridad a 25 °C como se mencioné anteriormente en la seccién 3.1.4. Seguidamente,
se seleccionaron semillas germinadas con similar longitud de raiz primaria y desarrollo, y se
introdujeron en frascos de vidrio de 15 cm de longitud y 4 cm de didmetro. Cada frasco, contenia
80 g gravilla estéril y 20 mL de una solucién Hoagland al 50% (v/v) suplementada con PEG 6000 al
20% (p/v), para proporcionar nutrientes a las plantas y simular el estrés por déficit hidrico (Nayyar
& Gupta, 2006). Se contd con cuatro tratamientos correspondientes a las cepas PSL80, PSL63, XT14
y XT17 y dos controles sin inocular, uno de ellos con la soluciéon del estresor (PEG), y el control en
condiciones dptimas, sélo con solucion de Hoagland al 50% (v/v). Adicionalmente, en ensayos
anteriores se probd la sensibilidad de las bacterias a varios antibiéticos, encontrandose que las
cuatro cepas eran capaces de crecer en medio LB suplementado con 10 pg/mL ampicilina sin que
se afectara su poblacién (datos no mostrados).

Los frascos se inocularon con 200 pL de una suspensién celular ajustada a 1,0x10” UFC/mL de la
cepa correspondiente, directamente en el medio de soporte a distancia de la semilla. Cada
tratamiento conté con 8 réplicas. Los frascos fueron sellados con otro frasco de vidrio de iguales
caracteristicas a modo de tapa y llevados a la cdmara de crecimiento Sanyo® donde se ubicaron
aleatoriamente. Las plantas crecieron en la cdmara con la programacion del equipo: fotoperiodo
luz/oscuridad de 12 h/12 h, temperatura promedio dia/noche de 30 °C/28 °C y humedad relativa
del 60%. Las plantas fueron sometidas a las condiciones de estrés hidrico durante 11 dias, tras los
cuales se buscé recuperar las células presentes en las raices. Transcurrido el periodo de estrés,
cinco plantas por tratamiento fueron seleccionadas para determinar la longitud y biomasa seca del
tallo y raices, y tres plantas, para cuantificar las UFC en la rizdsfera.

La altura y biomasa seca se determinaron de igual forma que en los ensayos de invernadero
(seccion 3.1.4). Para recuperar las células bacterianas presentes en las raices, las plantas se
retiraron de los frascos en condiciones estériles y con escalpelo, se separaron las raices de la parte
aérea. A continuacidn, las raices se sumergieron brevemente en un tubo con agua destilada estéril,
para remover las células bacterianas que no se encontraran firmemente adheridas a ellas. Después,
las raices se colocaron en un tubo nuevo tipo Falcon® con 20 mL de agua destilada estéril y se
sonicaron con un disruptor ultrasénico (Sonics Vibra Cell VC-130®). El equipo se ajustd a una
amplitud de onda del 30% y se aplicaron 10 pulsos de 1 s con una pausa de 1 s entre si (Allard-
Massicotte et al., 2016). Las células presentes en la fase liquida al final del proceso, se determinaron
por conteo de diluciones seriadas en placas de LB con ampicilina (10ug/mL) desde 102 a 10°®. Los
resultados se expresaron en UFC/g de raiz seca. El ensayo se repitio dos veces en el tiempo. En la
Figura 3-4 se resume la metodologia aplicada.
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Figura 3-4. Metodologia para la evaluacidn de colonizacién y permanencia de las PGPB en las raices de la planta en
condiciones simuladas (PEG 6000) de estrés por déficit hidrico. Fuente: Elaboracidn propia.

3.3.4 Analisis estadistico de datos

Los valores presentados corresponden a las medias de los datos y sus DE. Todos los ensayos in vitro
contaron con una distribucion completamente aleatorizada al interior de los equipos y se
realizaron, dos o mdas repeticiones en el tiempo. Los datos determinados en el ensayo de
colonizacion, fueron transformados logaritmicamente (Logio) previo a su andlisis estadistico. La
comparacion de varianzas se realizd mediante ANOVA de una via, garantizando los supuestos de
normalidad y homocedasticidad a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett,
respectivamente. La comparacién de medias se realizd a través de la prueba de rango multiple de
Duncan en la mayoria de los casos, a menos que se indique algo diferente. Para los datos que no
presentaron un comportamiento paramétrico, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis con ajuste de
Bonferroni del paquete Agricolae del software estadistico R. Las diferencias se consideraron
significativas para un valor de p <0,05. Los analisis estadisticos se realizaron empleando el software
R version 4.0.5
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4. Resultados y Discusion

4.1 Objetivo 1

4.1.1 El modelo de estrés por sequia en maiz forrajero

Un modelo para la evaluacién del estrés por sequia o déficit hidrico para ensayos en materas fue
disefiado. En dicho modelo, se monitorearon los cambios de biomasa seca aérea de plantas de maiz
ICA V109 y del contenido de humedad del suelo de las materas, durante una condicién de estrés
por deshidratacion libre. La sequia impuesta a través del cese del riego durante 15 dias, condujo a
cambios visibles en las plantas como la pérdida de turgencia y aparicion de hojas enrolladas y secas.
También, al finalizar el experimento (35 dias PS), algunas de ellas sdlo alcanzaron a desarrollar tres
hojas a diferencia de las plantas irrigadas que contaban en promedio con cuatro y cinco hojas (datos
no mostrados), por lo que se infiere que el estrés afecté negativamente el desarrollo de las plantas.
Respecto a la biomasa, se observd una caida significativa (p < 0,05) en la ganancia de peso seco
aéreo a partir del onceavo dia del estrés, donde se alcanzaron reducciones del 37% y 19% respecto
al control irrigado en los dias 11y 15, respectivamente (Figura 4-1, A). Esto guardd relacion con la
pérdida de humedad del suelo, en el cual hubo una reduccion considerable (p < 0,05) del contenido
inicial de agua, llegando a valores cercanos del 46% y 35% de la capacidad de campo en los dos
ultimos dias de la fase de estrés (Figura 4-1, B).

Los cambios observados en las plantas durante el ensayo, son manifestaciones tipicas del estrés
por déficit hidrico. La deshidratacidn, conlleva a la pérdida de presién de turgencia y posterior
disminucién en la division, diferenciacién y elongaciéon celular (Farooq et al., 2009). Igualmente,
ante la sequia, las plantas pueden priorizar el suministro de agua hacia ciertos érganos re-
movilizando el agua desde las hojas viejas hacia las mas jovenes (Ge et al., 2012). Estos cambios,
conducen al marchitamiento, la senescencia temprana de las hojas, y limitan la acumulacién de
biomasa y el desarrollo aéreo de las plantas (Aslam et al., 2015; Ge et al., 2012). Por otro lado, el
enrollamiento de las hojas, es un mecanismo de adaptacién de la planta que le permite disminuir
la pérdida de agua por transpiracion (De Micco & Aronne, 2012) y evitar el calentamiento excesivo
de las hojas al disminuir el drea foliar que intercepta la energia luminosa (Lopes et al., 2011; Zeiger
& Taiz, 2007). Estas sefales de estrés hidrico, han sido anteriormente descritas en el maiz en las
etapas de establecimiento y desarrollo vegetativo en diferentes modelos donde fue inducido el
estrés por sequia (Xin et al., 2018; Aslam et al., 2015; Avramova et al., 2015, 2016).

Dado que los cambios a nivel de biomasa aérea y humedad del suelo tienen relevancia estadistica
a partir del dia 11 de la fase de estrés (Figura 4-1), se considerd apropiado establecer este periodo
de tiempo y condiciones ambientales de control para evaluar el efecto de la sequia en los ensayos
siguientes.
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Figura 4-1. Parametros cuantificados en el ajuste del modelo de estrés por sequia en maiz forrajero. (A) Biomasa seca
aérea (g) de las plantas en condicion 6ptima y de estrés. (B) Contenido de humedad (%) del suelo en las materas sin riego
respecto a la condicion irrigada. Los valores presentados, corresponden a la media de 5 réplicas + DE. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos con prueba de comparacion multiple de Duncan (p < 0,05).

4.1.2 Efecto de lainoculacion de PGPB en la mitigacion del estrés por sequia en maiz en
condiciones de invernadero

Con el objeto de conocer el potencial protector de diez cepas bacterianas nativas de suelos
colombianos, sobre la respuesta al estrés por sequia de una variedad de maiz cultivada en el Cesar,
se realizaron dos ensayos a nivel de invernadero en plantas inoculadas induciendo la condicién de
estrés hidrico determinado en el modelo de estrés por sequia descrito en la seccién anterior.

Como se mencioné en la seccidn 3.1.4, un primer ensayo incluyd el grupo 1 de las cepas MT1C8,
XT14, 2755, PSL80 y PSL63, mientras que, en el segundo se evaluaron las cepas del grupo 2, MGC9,
XT13, XT17, XT38 y XT110. Cada grupo contd con sus correspondientes controles sin inoculacién de
irrigacion y sequia.

Los resultados y su analisis se presentaran en dos secciones. En la primera seccion, se buscara
caracterizar la respuesta de la planta de maiz ICA V109 (sin inocular) al estrés hidrico impuesto y
en la segunda seccién, evaluar el efecto de las cepas bacterianas sobre dicha respuesta.

Respuesta del maiz ICA V109 al estrés por déficit hidrico

El estrés por sequia es un fendmeno complejo que afecta a las plantas en todos los niveles y cuyo
impacto esta condicionado por la severidad y duracidn del estrés, asi como por la sensibilidad de
la planta y la fase de desarrollo en la que se encuentra (Zarei, 2022; Anjum, Ashraf, Zohaib, et al.,
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2017). En este estudio, el déficit hidrico condujo a cambios morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos
notables en el maiz; en las plantas no inoculadas (controles de sequia grupo 1y 2), el crecimiento
aéreo se vio afectado negativamente al igual que el contenido relativo hidrico de las hojas (RWC),
generandose una acumulacion menor de biomasa seca aérea y RWC hasta del 23,8% vy 4,6%
respectivamente, en comparacion con las plantas del grupo control irrigado (Tabla 4-1). Por otra
parte, el estrés hidrico estimuld considerablemente (p < 0,05) el crecimiento del sistema radical
hasta un 75,9% respecto al control irrigado. En cuanto a la longitud de la parte aérea, el estrés no
afectd significativamente su elongacion (grupo 1, p = 0,12 y grupo 2, p = 0,72).

A nivel bioquimico, el déficit hidrico conllevd a la acumulacion de prolina y azucares solubles en los
tejidos foliares de las plantas de maiz (Tabla 4-1), lograndose incrementos significativos (p < 0,05)
hasta de un 48,0% y 74,0% respectivamente, frente a plantas en condiciones de riego normal. De
igual manera, incrementé la concentracién de los carotenoides (Car) en un rango de 18,4% a 22,0%
(p<0,05)y llegd a duplicar la actividad de la enzima Glutatidon Reductasa (GR). A nivel de clorofilas,
un aumento leve de clorofila b (Chlb) fue evidenciado. No se observaron cambios relevantes (grupo
1, p=0,13y grupo 2, p = 0,89) a nivel de la actividad enzimatica de APX (Ascorbato Peroxidasa).

El déficit hidrico disminuye la humedad del tejido foliar, por lo que el RWC se considera una variable
fisiolégica esencial para monitorear el estado hidrico de la planta y permite establecer una relacién
con la severidad de la sequia (Aslam et al., 2015; Anjum et al., 2011). Los resultados en ambos
grupos mostraron una disminucion del RWC inferior al 5% con respecto a las plantas irrigadas, que
de acuerdo con Hsiao (1973), el estrés experimentado por las plantas podria catalogarse como leve
(pérdida maxima del 10% frente al control), mientras que otros autores, por ejemplo Laxa et al.
(2019), consideran el mismo nivel de estrés (leve) a partir de una disminucién del 20%. Si bien el
RWC parece indicar un estrés leve o incluso, carencia de este, cambios significativos (p < 0,05)
fueron observados en varios de los parametros de respuesta al estrés evaluados en la planta (Tabla
4-1).

Una posible causa de esta ambigiiedad, la expone Hsiao (1973), quien destaco que el RWC tiende
a perder sensibilidad al describir el grado de deshidratacion del tejido foliar cuando no se trata de
déficits severos. Esta limitacidn se atribuye al hecho de que, en tejidos casi saturados, incluso
cambios leves en el contenido de agua pueden afectar notablemente el potencial hidrico (W) de la
planta, mientras que dichos cambios se traducen en sdlo variaciones de unos pocos puntos
porcentuales en el RWC. Adicionalmente, Aroca (2012) sefiala que la eleccion de la metodologia
para medir el RWC puede llevar a sobreestimar la pérdida de turgencia en las hojas, como ocurre
en el caso de los métodos de flotacion e inmersion de las muestras. Por ende, los valores de RWC
descritos en varios estudios de sequia podrian indicar niveles de estrés mas severos que los
percibidos verdaderamente por las plantas. Dada la utilizacion de un método distinto para estimar
el RWC en el presente trabajo, existe la posibilidad de que, en investigaciones con condiciones de
estrés similares se reporten pérdidas de RWC superiores a las aqui observadas.



Tabla 4-1. Respuesta de plantas de maiz ICA V109 sin inocular después de 11 dias de sequia, a nivel de invernadero.

. APX GR
Azuc. Chla Chlb Car
. Long.10 Long.31 BA BR RWC Pro (nmol/ (nmol/

Tratamientos D-GI . .

(cm) (cm) (e (e (0 (uefger) (MEDSME kel lele e g ming
PF) PF)

Grupo 1

Irrigado 30,30 + 4530+ 0,34+ 0,20+ 9860+ 66,36+ 23,89+ 29594 416,40 121,40 3,69+ 0,361
5,0 6,5 0,02 0,0° 1,22 9,2° 2,1°b +221 +266 +11,0 1,0 0,1°

b

Sequia 31,70 + 4950+ 0,29+ 0,35+ 94,10+ 98,45+ 30,56+ 257,56 447,60 143,70 4,79+ 0,75%
5,4 7,4 0,0° 0,12 2,4° 792 1,2° +356 +22,3 +1,3° 0,0 0,32

Grupo 2

Irrigado 19,70 + 43,00+ 043+ 0,35+ 9565+ 104,35 867+29 784,66 280,70 140,97 10,79+ 0,93+
2,0 4,8 0,12 0,1° 0,6° +4,7° b +1375 +36,8 +255° 3,6 0,3°

b

Sequia 17,90 + 43,70+ 0,33+ 0,48+ 91,91+ 141,19 15,08+ 973,62 333,80 172,00 9,99+ 1,51+%

2,2 5,5 0,0° 0,12 3,4° +35,9°2 1,82 +122,8 +40,1 +14,7° 3,5 0,3°?

Los datos corresponden a la media de un n de 15 (longitudes), 10 (biomasas) o 5 (RWC y bioquimicas) + DE. En las columnas, letras distintas indican grupos estadisticamente
diferentes a p < 0,05. Long.10: Longitud aérea a los 10 dias PS; Long.31: Longitud aérea a los 31 dias PS; BA: Biomasa seca aérea; BR: Biomasa seca raices; RWC: Contenido Relativo

hidrico; Pro: Prolina; Azuc: Azucares Totales Solubles; Chla: Clorofila a; Chlb: Clorofila b; Car: Carotenoides; APX: Actividad enzimatica de Ascorbato Peroxidasa; GR: Actividad

enzimatica de Glutation Reductasa; PF: Peso Fresco; D-Glu: D-glucosa.
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En este sentido, con el propdsito de evitar este tipo de inconsistencias, se sugiere que en futuras
investigaciones se incluya la medicidon de variables adicionales que proporcionen informacién
complementaria sobre el estado hidrico y el nivel de estrés experimentado por las plantas, tales
como el potencial hidrico foliar y la biomasa fresca del tallo.

Por otra parte, al evaluar el contenido de agua del suelo en las materas de las plantas control al
final del periodo de deshidratacion (dia 11), se evidencié que descendié aproximadamente hasta
un valor promedio del 44 + 3% de la capacidad de campo (CC). Este valor de humedad del suelo se
podria relacionar con un nivel moderado de estrés por sequia, al ser cercano al rango de 45% al
50% de CC propuesto en trabajos anteriores (Fang et al., 2017; Ma et al., 2014; Sanchez-Rodriguez
et al., 2010). En consecuencia, el alto RWC sostenido por las plantas de maiz en este estudio
(pérdidas ~5% respecto al control) a pesar de encontrarse bajo disponibilidad limitada de humedad
del suelo tras 11 dias sin riego (44% de la CC), podria indicar que la variedad de maiz utilizada posee
mecanismos intrinsecos de regulacién o compensacion del estado hidrico, que le confieren un
grado de resistencia al estrés por sequia. Situacion similar observaron Krénzlein et al. (2021), donde
dos hibridos de maiz (L2 y KW) con diferentes mecanismos de resistencia a la sequia, después de
16 dias de estrés y con una CC final alrededor del 50%, lograron mantener las pérdidas del RWC tan
sélo entre el 6,8 y 9,7% respecto a las plantas control irrigadas.

Estudios en otras especies vegetales también han reportado resultados afines. Por ejemplo,
Hossain et al. (2015) llevaron a cabo una evaluacién en dos genotipos de plantas de soya,
observando que el descenso del RWC y del potencial hidrico de las hojas fue marcadamente mas
lento en el genotipo tolerante a la sequia que en el susceptible, durante 7 dias sin riego. De igual
forma, Ogbaga et al. (2014) informaron que el cultivar de sorgo Samsorg 17, caracterizado por su
tolerancia a la sequia, mantuvo varios de los parametros fisiolégicos monitoreados, incluido el
RWC, sin cambios significativos hasta 10 dias en condiciones drasticas de estrés (20% - 30% de CC).
Asi mismo, MacAlister et al. (2020), encontraron que la capacidad de un tipo de arbusto
(Aspalathus linearis) para mantener el RWC sin cambios relevantes bajo sequia (30% de CC) durante
5 dias, estaba vinculada con su tolerancia al déficit hidrico.

La disminucién de acumulacién de biomasa aérea en las plantas tras un periodo de déficit hidrico
es un cambio esperado como consecuencia de multiples factores que tienen lugar durante el estrés,
entre ellos, la caida del potencial hidrico y la presidn de turgencia de las células, asi como del cierre
estomatico que limita la adsorcién CO; y la produccién de asimilados (Farooq et al., 2009; Hsiao &
Xu, 2000). Este efecto en la biomasa, se ha observado en estudios anteriores en diferentes especies
de plantas, como por ejemplo, maiz (Moreno-Galvan, Romero-Perdomo, et al., 2020; Shirinbayan
et al,, 2019), sorgo (Carlson et al., 2020), tomate (Riva et al., 2021), pasto (Cortés-Patifio et al.,
2021), arveja (Saikia et al., 2018) y arroz (Singh et al., 2020). Aunado a lo anterior, muchas especies
de plantas, incluido el maiz, responden al déficit de agua redirigiendo los asimilados de los drganos
aéreos hacia la raiz para favorecer su crecimiento bajo el suelo (Hsiao & Xu, 2000; Maazou et al.,
2016).
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El crecimiento radical es una estrategia tipica de evitacion del estrés hidrico, que hace parte de los
mecanismos de resistencia a la sequia pero que puede afectar la acumulacién de materia seca
aérea (Hsiao & Xu, 2000). Este fendmeno, fue posible evidenciarlo en la variedad de maiz estudiada,
en la cual se incrementé significativamente (p < 0,05) la biomasa seca radical bajo estrés hidrico,
mientras se restringié la ganancia de biomasa aérea. El robustecimiento del sistema radical permite
a las plantas incrementar su habilidad para hacer frente al estrés por sequia (Sah et al., 2020),
puesto que raices mas profundas, densas y numerosas facilitan el acceso a diferentes perfiles del
suelo en busca de agua y nutrientes (Comas et al., 2013; Farooq et al., 2009; llyas et al., 2021).
Razon por la cual, algunos autores consideran el crecimiento de las raices un atributo morfoldgico
prometedor para la seleccion y mejoramiento de cultivos adaptados a la sequia (Yan Fang et al.,
2017; Lopes et al., 2011).

Cuando la humedad del suelo disminuye por la sequia, las plantas deben reducir aun mas su
potencial hidrico para continuar absorbiendo agua. Para ello, se valen del mecanismo mas eficiente
en la reduccidn del potencial hidrico, conocido como ajuste osmético (Farooq et al., 2009; Taiz &
Zeiger, 2003). En las plantas de maiz, la prolina y los azucares (especialmente, glucosa, sacarosa,
fructosa y trehalosa) son dos de los principales tipos de solutos compatibles u osmolitos que
participan en el ajuste osmotico (Aslam et al., 2015; Veldazquez-Marquez et al., 2015). En el presente
estudio, en las plantas estresadas se observd un incremento significativo de la concentracién de
prolina y azlcares solubles a nivel foliar en comparacién con las plantas irrigadas (Tabla 4-1). Estos
resultados coinciden con los hallazgos de Sun et al. (2016) en plantas de maiz, sometidas a ciclos
de sequia de siete dias de duracidn en condiciones de invernadero, asi como lo informado por Kour,
Rana, Sheikh, et al. (2020) en plantas de trigo bajo dos niveles deficientes de agua, al 70% y 50% de
la capacidad de campo. Esta respuesta, ha sido considerada una estrategia adaptativa que confiere
tolerancia a la sequia debido a su papel crucial en el mantenimiento de la turgencia de las células
vegetales, lo cual contribuye al crecimiento y la supervivencia de las plantas (llyas et al., 2021;
Takahashi et al., 2020). En consecuencia, la acumulacion aumentada de prolina y azlcares
observada en este trabajo, es probablemente una de las razones por las cuales la elongacion del
tallo de las plantas de maiz no se vio afectada y las raices pudieron continuar creciendo a través
del suelo seco (Mejri et al., 2016; Fang & Xiong, 2015).

Durante la sequia, la abundancia de especies reactivas de oxigeno (ROS) tiende a aumentar en los
tejidos de las plantas, al igual que los componentes del sistema antioxidante (Lopes et al., 2011).
En este estudio, se midid la actividad de dos enzimas pertenecientes al ciclo ascorbato-glutation
(AsA-GSH) con importancia en el restablecimiento de la homeostasis redox celular y la reduccién
del dafo oxidativo, las enzimas APX (Ascorbato Peroxidasa) y GR (Glutation Reductasa) (Noctor &
Foyer, 1998). De ellas, se encontré que la enzima GR responde al estado hidrico de la planta,
viéndose aumentada su actividad en las plantas sometidas al déficit hidrico (Tabla 4-1). Esta
enzima, permite reestablecer las reservas de glutatién (GSH), un metabolito esencial con multiples
roles en el metabolismo primario, la seializacidn celular y en especial, en la defensa del estrés
oxidativo en las plantas, al reciclar la molécula de glutatién oxidado (GSSG) acopladamente a
NADPH (Noctor et al., 2012). De esta forma, la enzima GR ayuda a sostener el funcionamiento de
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enzimas detoxificantes e implicadas en rutas de detoxificacion dependientes de GSH (p.ej.
Glutation Peroxidasa —GPX, dehidroascorbato reducatasa -DHAR y Glutatién S-transferasa -GST),
asi como los niveles de GSH, que por si mismo actia como una molécula depuradora de ROS (Gill
et al., 2013; Hasanuzzaman et al., 2020).

A nivel de pigmentos fotosintéticos, no se observd un patrén claro en los cambios de las
concentraciones de clorofilas en ambos ensayos, pero si se hallaron diferencias en los carotenoides
(Tabla 4-1). Las clorofilas a y b presentaron concentraciones promedio similares en las plantas
irrigadas y estresadas sin llegar a diferenciarse estadisticamente (excepto en Grupo 2 Chla, Tabla
4-1). Estos hallazgos sugieren que el estrés por sequia leve puede no afectar de manera significativa
el aparato fotosintético (Batool et al., 2020). Por otro lado, la capacidad de algunas plantas de
mantener sus niveles de clorofila durante periodos de restriccién de agua, podria reflejar la
preservacion de la actividad fotosintética y la habilidad de captar la luz (Rolando et al., 2015), lo
cual ha sido asociado con la tolerancia al estrés en cereales como el sorgo (Borrell et al., 2000) y
maiz (Avramova et al., 2015). En el caso de los carotenoides, estos pigmentos accesorios
constituyen otra clase importante de moléculas antioxidantes y fotoprotectoras, conocidas por su
papel en la eliminacion de radicales libres nocivos y la disipacion del exceso de energia en forma
de calor (Sharma et al., 2012), que ayudan en la proteccion de proteinas constitutivas de los
complejos cosechadores o recolectores de luz (LHC, por sus siglas en inglés) y la estabilidad de la
membrana de los tilacoides (Hasanuzzaman et al., 2020).

Adicionalmente, para comprender la relacion entre las variables empleadas en la evaluacién de la
respuesta al estrés por sequia en maiz, se realizé un andlisis de correlacién mediante el cdlculo del
coeficiente de correlacidon de Spearman (p) utilizando el Software R (Figura 4-2). Los resultados
mostraron una correlacidon negativa significativa entre el parametro de RWC y el contenido de
prolina (p = -0,75, p<0,001) y carotenoides (p = -0,68, p<0,01), asi como una correlacidn negativa
leve con la actividad enzimatica de GR (p = -0,45) y APX (p = -0,35). Estos hallazgos ponen en
evidencia que en el maiz ICA V109, entre los osmolitos evaluados, la prolina desempefia un papel
fundamental en el ajuste osmdtico del tejido foliar y su incremento en la planta esta ligado a la
deshidratacién, resultado en concordancia con lo reportado por Nio et al. (2011) en trigo, Ogbaga
etal. (2014) en sorgo y Vardharajula et al. (2011) en maiz. También, se observa que el estrés hidrico
desencadena la respuesta antioxidante enzimatica y no enzimatica, principalmente a través de GR
y los carotenoides, respectivamente, siendo mas fuerte la respuesta a nivel de pigmentos
accesorios en este punto de la fase de estrés.

Asimismo, se presentd una correlacion directa entre la enzima APX, la clorofilaa (p=0,79, p <0,001)
y los carotenoides (p = 0,58, p <0,05). Lo anterior, podria sugerir que el aumento de la actividad de
APX y los niveles de carotenoides favorecen la presencia del pigmento fotosintético en las hojas.
APX, es una enzima abundante en varios compartimientos celulares, tales como los cloroplastos, y
cuya funcién es transformar el H,0, en agua utilizando ascorbato (ASC) (Caverzan et al., 2012).
Mientras que los carotenoides, son pigmentos constitutivos de los complejos recolectores de luz
(LHC) presentes en la membrana de los tilacoides, que también actian eliminando ROS
(principalmente, el oxigeno singlete '0,) y disipando la energia de la clorofila triplete en los LHC
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(Hasanuzzaman et al., 2020; Smirnoff, 2005). La ubicacion de los carotenoides y de la APX en los
tilacoides, les permite neutralizar las ROS resultantes del desbalance entre la captacién de luzy la
cadena de transferencia de electrones del fotosistema en el sitio donde se producen. Dado que el
estrés por déficit hidrico incrementa la generacidén de ROS en los cloroplastos (Miller et al., 2010),
tiene sentido que estas dos variables estén correlacionadas positivamente (p = 0,58, p <0,05), lo
gue podria sefialar el papel de APX y los carotenoides en la proteccion de la integridad de los
componentes de los fotosistemas (p.ej. Chla) y, en consecuencia, de la fotosintesis.
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Figura 4-2. Mapa de calor de correlacion entre pardmetros de respuesta para los controles irrigados y de sequia en los
ensayos de invernadero. La matriz se construyé a partir del cdlculo del coeficiente de correlacion de Spearman. El
esquema de color muestra en azul la correlacion maxima positiva (+1) y en rojo, el valor maximo negativo (-1). Los (*)
indican correlaciones significativas: *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. Contenido Relativo Hidrico (RWC), Prolina
(PRO), Azucares Totales Solubles (Azuc), Clorofila a (Chla), Clorofila b (Chlb), Carotenoides (Car), Ascorbato Peroxidasa
(APX) y Glutatién Reductasa (GR).

Por otra parte, se encontrd una relacion negativa entre los azucares solubles y la actividad
enzimatica (GR y APX), siendo significativa con la APX (p = -0,62, p <0,01) (Figura 4-2). Lo anterior,
podria explicarse mediante las siguientes hipdtesis: 1) La relacidn inversa entre los azucares vy las
enzimas sugiere que la acumulacion de carbohidratos puede ocurrir cuando la actividad enzimatica
antioxidante mediada por APX y GR disminuye o se agota. Esto implica que, frente al estrés
oxidativo causado por el déficit hidrico, la linea de defensa inmediata es enzimatica (Farooq et al.,
2009) y que posteriormente, se activa la acumulacidn de azlcares, un proceso que necesita mayor
tiempo para actuar, como lo menciona Veldzquez-Marquez et al. (2015), quienes registraron el
aumento de azlcares solubles después de 24 h del inicio del estrés hidrico en plantas de maiz. Ante
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la sobreproduccién de ROS debido al estrés abidtico, es posible que sean neutralizadas
rapidamente mediante antioxidantes enzimaticos ya presentes en la célula, y que, las reservas
energéticas de la planta sean utilizadas controladamente para garantizar la supervivencia mientras
se reestablecen las condiciones favorables, en lugar de emplearse en el ajuste osmético, funcion
gue, en este caso, podria estar siendo cubierta inicialmente por la prolina, tal como lo menciona
Tiwari et al. (2017) al hallar picos de prolina a las 3 h en plantas de arroz en sequia. 2) Por otro lado,
podria indicar que los azucares solubles presentes en la planta también actian en la proteccién y
eliminacion de ROS durante el estrés, aminorando asi el dafo celular y la acumulacién de radicales
libres (Ogbaga et al., 2014), por lo que, al disminuir el dafio oxidativo se atenuaria la respuesta
enzimdtica antioxidante.

En resumen, el déficit hidrico incrementd la respuesta antioxidante del maiz, medida en actividad
enzimdtica de GRy concentracidn de carotenoides, asi como la acumulacién de solutos compatibles
(prolina y azucares solubles) y la formacién de raices, mientras que afecté el crecimiento aéreo
(biomasa seca aérea), respecto a las plantas irrigadas. Este patron de respuestas coincide con lo
evidenciado por Anjum et al. (2017), quienes, al comparar tres hibridos de maiz con diferentes
niveles de sensibilidad al estrés por sequia, el hibrido mas tolerante presenté una fuerte respuesta
en los mecanismos antioxidantes y de acumulaciéon de osmolitos, con una disminucién atenuada
de la biomasa (-13,45% biomasa seca total). Del mismo modo, Silva et al. (2016) encontraron en
plantas jovenes de palma de aceite, que la activacidn simultdnea de estrategias antioxidantes de
eliminacion de ROS vy disipacion excesiva de energia (carotenoides), estaban relacionadas con la
tolerancia a la sequia. En este sentido, los cambios morfoldgicos y bioquimicos observados en la
variedad de maiz (ICA V109) bajo las condiciones del estudio, se asocian con estrategias de
evitacion (crecimiento de las raices y sostenimiento del estado hidrico del tejido) y tolerancia
(ajuste osmotico y actividad antioxidante) a condiciones deficientes de riego, siendo de especial
relevancia el aumento de prolina y carotenoides, lo que sugiere algin grado de adaptacién a la
sequia.

Adicionalmente, se resalta que las discrepancias observadas en la magnitud de la respuesta al
déficit hidrico entre los controles de ambos grupos, pueden deberse principalmente al efecto de
las variaciones ambientales del invernadero. Aunque los experimentos se llevaron a cabo en el
mismo lugar y se conservé la configuracion de los parametros de humedad relativa, temperatura y
fotoperiodo, las condiciones ambientales externas pudieron influir en la respuesta de las plantas.
Por ejemplo, las paredes y techo de cristal del invernadero permitian el paso de luz del sol hacia las
plantas, que, aunada a la luz proporcionada por las lamparas artificiales, fluctuaba la cantidad de
luz recibida por las plantas cada dia. De igual forma, durante los ensayos, en Bogota se presentaron
dias con temperaturas ambientales nocturnas por debajo de los 6°C (Secretaria Distrital de
Ambiente, 2021a, 2021b), lo que probablemente afectd la regulacién de esta variable al interior
del invernadero.
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Efecto de la inoculacidn de las cepas bacterianas sobre la respuesta del maiz al estrés por
sequia
En condiciones de déficit hidrico, los tratamientos bacterianos XT14, MT1C8, PSL63 y MGC9
mejoraron la acumulacion de biomasa seca aérea de las plantas hasta en un 51,3% (Figura 4-3) en
comparaciéon con el control estresado. Incluso, los tratamientos XT14, MT1C8 y PSL63

incrementaron la biomasa seca aérea significativamente (p < 0,05) en contraste con el control
irrigado en un 27,4%, 23,4% y 22,0%, respectivamente.
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Figura 4-3. Respuesta morfo-fisioldgica en plantas de maiz al estrés por sequiay la inoculacién de PGPB a nivel de la biomasa
seca aérea (A y B), biomasa seca radical (Cy D) y el RWC (E y F) después de 11 dias de déficit hidrico. Las barras representan
la media de 10 (A, B, Cy D) o 5 (Ey F) réplicas + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos a
p < 0,05 con prueba de Duncan (A, B, C, Dy E) y prueba de Kruskal-Wallis (F). RWC: Contenido relativo hidrico.
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Interesantemente, no se observé un efecto sobre la elongacidn de la parte aérea de las plantas a
los 10 dias PS con ninguna de las cepas (Tabla suplementaria 6-3), es decir, no se presentd
promocién del crecimiento longitudinal en los primeros dias de la fase de irrigacion del
experimento. Sin embargo, al final de la fase de estrés (31 dias PS), las plantas tratadas con MGC9,
eran en promedio mas altas que las plantas de los demds tratamientos, incluyendo los controles
no inoculados, aunque dichas diferencias (6,6% mas frente al control de sequia) no tuvieron
significancia estadistica (p = 0,32) (ver Tabla suplementaria 6-4).

Por otro lado, se presentd un incremento en la biomasa seca radical de todos los tratamientos
sometidos al estrés hidrico respecto al control irrigado (Figura 4-3, C-D). Si bien la inoculacién
bacteriana no alterd significativamente este parametro frente al control estresado, se destaca el
efecto de las cepas 2755 y MGC9 en la estimulacién del aumento de la biomasa radical en 29,6% y
21,8%, respectivamente. Asimismo, el estrés disminuyd el contenido relativo de agua (RWC) en el
control no inoculado, donde la pérdida respecto al control irrigado estuvo entre el 3,9% y 4,6 %
(Figura 4-3, E-F). Sin embargo, en las plantas tratadas con las cepas PSL80 y XT17 (Figura 4-3, E-F)
dicha disminucion de RWC fue tan solo de 0,8% (p< 0,05) y 1,4%, respectivamente, evidenciando
una mejora en la hidratacion de las hojas del maiz, incluso siendo similar estadisticamente al
control irrigado.

Otros aspectos en la planta que se afectaron considerablemente por el déficit hidrico, fueron los
contenidos de prolina y azlcares totales solubles (Figura 4-4). Como se mencioné anteriormente,
se presentd una sobreproduccion significativa (p < 0,05) de estos solutos compatibles en las plantas
control sometidas al estrés respecto aquellas en condiciones de riego. Referente a los tratamientos
inoculados, en el caso de la prolina, las cepas PSL80, PSL63 y MGC9 indujeron incrementos entre
1,3y 1,8 veces (p < 0,05) frente al control de estrés sin inocular (Figura 4-4, A-B). Mientras que, en
los azlcares totales solubles, la respuesta fue planta-bacterio especifica; por ejemplo, las cepas
2755 y PSL80 (Figura 4-4, C-D), exacerbaron la acumulacién de carbohidratos en el tejido vegetal
foliar incluso por encima del control estresado en un 34% y 17% (p < 0,05) respectivamente, en
contraste, esta concentracién fue atenuada al mismo nivel del control irrigado con el uso de las
cepas XT17 y XT13.
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Figura 4-4. Cambios en la concentracion de prolina (A y B) y azlcares totales solubles (Azuc. Tot. Sol.) (Cy D) en plantas
de maiz en condiciones de sequia durante 11 dias. Las barras representan la media de 5 réplicas + DE. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos a p < 0,05 con prueba de Duncan (A, Cy D) y Kruskal-Wallis (B). PF:
Peso Fresco.

A nivel de pigmentos, MT1C8, 2755, PSL63 y PSL80 mejoraron notoriamente (p < 0,05) el contenido
de clorofila total frente a las plantas control entre un 35,0% a 63,0% (Tabla 4-2). La mayoria de las
cepas bacterianas aumentaron el contenido de Chla foliar en condiciones de estrés, destacandose
el efecto de los tratamientos 2755 y XT17, al lograr incrementos hasta del 87,0% (p < 0,05) respecto
a las plantas irrigadas (Tabla 4-2). En el caso de las plantas sin inocular, en ambos ensayos se
presentaron diferencias de importancia estadistica en los carotenoides, donde se obtuvieron
incrementos de este pigmento entre el 18,4% y 22,0% en los controles de sequia (Tabla 4-2). Por
su parte, los tratamientos no afectaron significativamente el comportamiento del contenido de
carotenoides en condiciones de estrés, a excepcion de XT14 y PSL80, que mantuvieron los niveles
del pigmento similar al de las plantas control con riego (Tabla 4-2).
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Tabla 4-2. Comportamiento de la concentracidn de clorofila (a y b), clorofila total y carotenoides en plantas de maiz
inoculadas tras ser sometidas a estrés por déficit hidrico.

Clorofila Total

Tratamiento Clorofila a Clorofila b (a+b) Carotenoides
/g PF /g PF /g PF
(ug/g PF) (ng/g PF) (/g PF) (ug/g PF)
Grupo 1 1< 0,001 < 0,001 1< 0,001 1< 0,001
Control 2959+22,1d 416,4+26,7bc  6831+629c  1214+110b
Irrigado
Control Sequia  257,6 +35,6 d 4476+223b  667,9+856¢ 143,7+1,4 a
XT14 4158+445c  407,7+362bc  789,8+998bc  113,1+10,8b
MT1CS 5254 +39,1a 4134+353bc  892,7+74,7b 1396 +8,1a
2755 5535+4553a 5824+737a  1087,9+2060a  1445+8,5a
PSL80 455,8 +39,7 be 3776+374c  8996+106,7b  119,6+23b
PSL63 4944+511ab  412,0+243bc  9003+393b  1427+113a
Grupo 2 p < 0,05 p <0,05 p < 0,05
Control 7847+137,5¢  280,7+368b  11565+2670  148,6+255c
Irrigado
Control Sequia  973,6+122,8ab  333,8+40,1ab  1307,4+162,8 172,0+14,7 ab
MGC9 8589+1074bc  2900+333b  11653+156,0 167,5+17,.8ab
XT17 1097,5+179,4a  351,3+495a  14488+2263  192,2+195a
XT13 932,5+73,0abc  328,7+289ab  12612+884  184,9+111a
XT110 8634 +885bc  281,4+266b  11497+113,8 1564+ 118 bc
XT38 10018 +1424ab 3306+454ab  1332,3+1852  177.3+23,6ab

Los datos corresponden a la media de 5 réplicas + DE. En las columnas, letras distintas indican grupos estadisticamente
diferentes a p < 0,05.

Respecto a la actividad enzimdtica, en el caso de GR, las plantas sin inocular sometidas al estrés por
sequia incrementaron considerablemente (p < 0,05) la actividad de esta enzima en relacion a las
plantas irrigadas (Figura 4.5 A-B), mientras que la respuesta de las plantas inoculadas fluctué con
cada aislamiento. En el caso de las cepas XT14, MT1C8 y PSL63 se incremento la actividad hasta un
73,7% sobre el control estresado, mientras que, en otros tratamientos, la actividad de GR fue
similar (PSL80, MGC9 y XT38) o significativamente menor (XT110, p < 0,05) a la evidenciada en las
plantas en condiciones de riego. En cuanto a la enzima APX, si bien no hubo diferencias estadisticas
entre la actividad enzimatica de los controles (Figura 4-5 C-D), se observé que en las plantas
inoculadas la actividad de APX fue modulada; en los tratamientos XT13 y MGC9 se incrementé
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notoriamente entre 1,8 y 2,0 veces frente al control de sequia, mientras que en MT1CS8, la actividad

enzimatica descendié un 18,0% frente al control sin estrés.
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Figura 4-5. Efecto en la actividad enziméatica de GR (A y B) y APX (Cy D) en plantas de maiz inoculadas con PGPB tras 11
dias de estrés hidrico. Las barras representan la media de 5 réplicas + DE. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos a p < 0,05 con prueba de Duncan (A, B y D) y Kruskal-Wallis (C). PF: Peso Fresco.

Actualmente, la escasez mundial de agua disponible para el riego es una de las principales

amenazas para la agricultura y la seguridad alimentaria (Saikia et al., 2018; Kaushal & Wani, 2016b;

Mancosu et al., 2015). La deficiencia de agua limita el crecimiento y productividad de los cultivos,

por lo que fortalecer la tolerancia de las plantas a condiciones deficientes de agua sin penalizar el

rendimiento, ha sido un gran desafio en los programas de mejoramiento (Takahashi et al., 2020).

Las PGPB han demostrado ser una alternativa viable para reducir los efectos deletéreos de la sequia
en las plantas de maiz (Azeem et al., 2022; Danish et al., 2020; Zarei et al., 2020; Saikia et al., 2018;

Naveed et al., 2014).
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En este trabajo, se encontré que las cepas de Bacillus spp. XT14 y MT1C8 y Pseudomonas sp. PSL63
mejoraron la ganancia de biomasa aérea en condiciones de estrés, incluso superando a las plantas
controlirrigadas (22,0% a 27,4%), sin afectar significativamente la respuesta natural del maiz sobre
el crecimiento de las raices. Posiblemente, la influencia de estas cepas en el aumento de la actividad
enzimdtica de GR y la concentracién de la Chla, el principal pigmento involucrado en la fotosintesis
que puede aumentar la tasa de fotosintesis neta (Vishnupradeep et al., 2022), beneficid la
acumulacién de biomasa. Estos resultados se relacionan con los reportados por Shirinbayan et al.
(2019) en plantas de maiz, donde la inoculacién de cepas PGPB de Azotobacter spp. mejoro la
acumulacién de biomasa seca y el contenido de clorofila, en condiciones similares de estrés hidrico.
GR es una enzima esencial en el sistema antioxidante enzimatico de las plantas involucrada en la
reposicién del glutation (GSH), una molécula multifuncional reductora de ROS, y que ademas ayuda
a sostener indirectamente las reservas de acido ascorbico (Hasanuzzaman et al., 2020; Moreno-
Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020; Noctor et al., 2012). Por ello, el incremento de su actividad tras
la inoculacion de PGPB en plantas en condiciones ambientales estresantes, como la deficiencia de
agua, se ha relacionado con una mejoria en la tolerancia al estrés, tal como lo refiere Singh et al.,
(2020) en su estudio de plantas de arroz tratadas con una cepa de P. fluorescens.

Un comportamiento interesante se presentd en las plantas inoculadas con Lysinibacillus sp. MGC9.
Si bien, la deshidratacidn en las plantas se acentud (-4,7% en RWC) y se estimuld el crecimiento
radical (+29,0%) respecto al control sometido a estrés, también se mejord la ganancia de biomasa
aérea (+21,8%). Es posible que la cepa haya contribuido a la mitigacion del dafio en el crecimiento,
al mejorar la acumulacién de prolina (+80,5%) y la actividad de APX (+78,9%), los cuales son
mecanismos que favorecen la proteccién de macromoléculas esenciales y la reduccion del estrés
oxidativo en condiciones de déficit hidrico (Fang & Xiong, 2015; Farooq et al., 2009). Estos
resultados coinciden con los presentados por Wang et al. (2012), quienes empleando un indculo
mixto de B. cereus AR156, B. subtilis SM21 y Serratia sp. XY21, lograron mejorar la tolerancia de
plantas de pepino a la sequia, al aumentar la concentracidn de prolina en las hojas, la expresidn
génica de APX citosdlica y de otras enzimas antioxidantes. Similarmente, Imran et al. (2023),
evidenciaron que la aplicacidn de Lysinibacillus fusiformis PLT16 beneficié6 el crecimiento
longitudinal del tallo y raices, y el aumento de peso seco en plantas de soya, a través de la
promocion de la defensa antioxidante enzimatica y del incremento de prolina.

Por otra parte, se observd que, a pesar de la disminucién de biomasa aérea en las plantas
ocasionada por el estrés, la inoculacion de la cepa Pseudomonas sp. PSL80 incrementd en el
contenido de azlcares totales solubles (+16,8%) y de prolina (+33,1%) frente al control estresado.
Se presume, que el ajuste osmodtico mediado por los osmolitos contribuyé al sostenimiento del
estado hidrico durante el periodo de estrés (RWC del 97,9%) en las plantas tratadas con esta cepa.
Adicionalmente, la inoculacién atenud la respuesta de crecimiento de las raices y del sistema de
defensa antioxidante (APX, GR y carotenoides), e intensificd la sintesis de clorofila (Chla) en la
planta. Probablemente, estos cambios estuvieron vinculados con la mitigacion del dafio oxidativo
gracias a la presencia de los solutos compatibles (Ali & Khan, 2021). Los hallazgos mencionados,
estan en sintonia con los resultados reportados por Ghosh et al. en 2017 y 2018 en plantas de
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Arabidopsis thaliana inoculadas con P. putida GAP-P45 bajo condiciones de deshidratacion. Las
plantas presentaron aumento del contenido de prolina, disminucién de los niveles de ROS y de la
actividad antioxidante enzimatica (entre ellas, APX y GR), asi como incremento del contenido de
agua y clorofila, y reduccidn de la longitud de la raiz primaria. Los autores pudieron confirmar a
nivel molecular, que el fendémeno observado, se debid a la modulacién positiva de la cepa sobre
los genes implicados en la sintesis de prolina y al refuerzo en la actividad enzimatica metabdlica del
aminoacido, permitiendo aliviar de esta forma el efecto del estrés hidrico en las plantas.

La cepa Bacillus sp. 2755, promovio la acumulacion de biomasa de las raices (+29,6%) y la sintesis
de clorofila total (+62,9%) en las plantas en comparacion con el control de sequia. Ademas,
intervino en el ajuste osmatico y la proteccidn antioxidante, evidenciado por el incremento de los
azucares solubles (+34,4%) y la actividad enzimatica de GR (+33,6%), respectivamente. Estos
mecanismos de resistencia a la sequia son similares a los observados en las plantas sin inocular bajo
estrés, como se discutid previamente en la seccion sobre la “respuesta del maiz ICA V109 al estrés
por déficit hidrico”. Por tanto, el tratamiento con la cepa 2755 parece haber fortalecido la
respuesta natural del maiz al estrés hidrico en varios pardmetros, pero, a pesar de los beneficios
mencionados, no se lograron mejoras significativas en la biomasa aérea ni en el nivel de hidratacidn
de las plantas.

Respecto a las plantas inoculadas con Bacillus sp. XT17, se observd una mejoria leve en el contenido
relativo hidrico (+3,4%) y el contenido de pigmentos (+10,8% Chl total y +11,7% carotenoides) en
relacion al control de estrés, pero se redujo la respuesta de osmoregulacién mediada por azlcares
solubles (-45,5%) y de renovacidn del glutatidn a través de GR (-33,0%). Por su parte, la inoculacién
de la cepa de Bacillus spp. XT13, favorecié el incremento de biomasa aérea en aproximadamente
un 20,0% en contraste con las plantas sin inocular en déficit hidrico. Sin embargo, no se observd un
mecanismo claro por el cual se podria estar logrando este resultado, e inclusive, algunos de los
parametros determinados se vieron afectados negativamente (p. ej. RWC y azucares solubles). En
el caso de los tratamientos XT38 y XT110, no se presentaron mejoras en el desempefio de las
plantas en la mayoria de las respuestas bioquimicas y morfoldgicas evaluadas bajo las condiciones
de estudio.

Es interesante destacar que los resultados obtenidos para las cepas XT17, XT13, XT38 y XT110
difieren de los hallazgos reportados por Moreno-Galvan et al. en un estudio previo del 2020. En
dicho estudio, se probd el potencial de estas bacterias en la mitigacidn del estrés en una variedad
de maiz diferente (V-508), donde la acumulacidn de prolina y el crecimiento de las raices mediada
por las cepas mencionadas, desempefiaron un papel crucial en la tolerancia al estrés. Este hecho
pone en evidencia, que la interacciéon entre una planta y un microorganismo es un proceso
complejo que depende de multiples factores, a tal grado que, aun entre plantas de la misma
especie, el genotipo puede influir en el establecimiento de una interaccién positiva (Glick, 2012).
Por lo tanto, se resalta la importancia de realizar evaluaciones in vivo con las plantas objetivo para
determinar el potencial de una cepa.
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De forma general, los resultados anteriores indican que la inoculacién de gran parte de las PGPB
evaluadas, provocd la modulacion de mecanismos relacionados con la respuesta al estrés por
déficit hidrico a nivel de enzimas, pigmentos y/o osmolitos en el contexto del estudio, y que la
fluctuacién en la intensidad de la respuesta es producto de la interaccién especifica planta-
microorganismo. Con algunas cepas, esta interaccién potencié la capacidad intrinseca de la planta
para hacer frente al estrés, reflejandose en un estado hidrico mejorado y ganancia de biomasa.
Tales beneficios fueron observados auin en condiciones no estériles del suelo, sugiriendo el efecto
diferenciador de la aplicacidn bacteriana independientemente de la comunidad microbiana nativa
del suelo y la respuesta natural al estrés por sequia en las plantas de maiz.

En la Tabla 4-3, se resumen los resultados mas relevantes evidenciados en la respuesta del maiz al
estrés hidrico tras la inoculacidén de cada cepa bacteriana, y en la Figura 4-6, se presenta de forma
esquemadtica en un mapa de calor, las variaciones observadas en todas las variables bioquimicas y
morfofisiolégicas determinadas respecto a las plantas control de cada ensayo.

BA BR RWC Pro Azuc Chla Car APX GR

Cant. Irrigado
Cont. Sequia
XT14
MT1C8
PSLE3
PSLE0
2755

Grupo 1

0,5
BA BR RWC Pro Azuc Chla Car APX GR

Cont. Irrigado
Cont. Sequia
MGC9
X117
XT13
XT110

XT38 e

0,0

Grupo 2

Figura 4-6. Mapa de calor construido a partir de las variaciones generadas en los parametros bioquimicos, fisiolégicos y
morfoldgicos de cada cepa y sus respectivos controles en los grupos 1y 2. Los datos fueron previamente normalizados
en la escalade 0,0 a 1,0 en cada columna. El color verde (1,0) indica el tratamiento con el mayor incremento en la variable
(columna) y el rojo, el tratamiento con el menor valor (0,0).
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Tabla 4-3. Impacto de la inoculacidn bacteriana sobre la respuesta de estrés al déficit hidrico en maiz ICA V109. Se destacan los principales cambios evidenciados para cada cepa
respecto a las plantas control de estrés.

Tratamiento bacteriano Impacto asociado al tratamiento Respuesta del maiz sin inocular

XT14 - Incremento de biomasa seca aérea, actividad GR y Chla.
- Disminucion de actividad APX y carotenoides.

MT1C8 - Incremento de biomasa seca aérea, actividad GR y Chla.
- Disminucion de actividad APX.

PSL63 - Incremento de biomasa seca aérea, actividad GR, prolinay - Disminucién de la biomasa seca aérea.
Chla. - Disminucion de RWC.
- Incremento de biomasa seca radical.
MGC9 - Incremento de biomasa seca aérea, prolina y actividad APX. - Incremento de prolina y azucares totales
- Disminucién de actividad GR. solubles.
- Incremento de actividad GR.
PSL80 - Incremento de RWC, azlcares totales solubles, prolinay Chla. - Incremento concentracién de carotenoides.

- Disminucién carotenoides.

2755 - Incremento de azucares totales solubles y Chl total (a+b).
- Disminucion de actividad APX.
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Continuacién Tabla 4-3. Impacto de la inoculacidn bacteriana sobre la respuesta de estrés al déficit hidrico en maiz ICA V109. Se destacan los principales cambios evidenciados
para cada cepa respecto a las plantas control de estrés.

Tratamiento bacteriano Impacto asociado al tratamiento Respuesta del maiz sin inocular
XT17 - Disminucion de azlcares totales solubles y
actividad GR.

- Disminucion de la biomasa seca aérea.

- Disminucién de RWC.

- Incremento de biomasa seca radical.

- Incremento de prolina y azlcares totales solubles.
- Incremento de actividad GR.

- Incremento concentracién de carotenoides.

XT13 - Incremento de actividad APX.
- Disminucidn de azUcares totales solubles.

XT38 - Disminucién de actividad GR.

XT110 - Disminucion de actividad GR.
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4.2 Objetivo 2

4.2.1 Efecto de lainoculacién de PGPB en la mitigacidn del estrés por sequia en maiz: Un
ensayo en el Caribe seco

Con el propdsito de evaluar el desempeiio de las diez cepas en un entorno que se aproximara a las
condiciones ambientales en las que potencialmente podrian ser utilizadas, se llevdé a cabo un
experimento en una estructura tipo casa de malla en el Caribe seco colombiano, especificamente
en el departamento del Cesar, en el C.l. Motilonia de AGROSAVIA. Durante el experimento, se
utilizaron plantas de maiz inoculadas, sembradas en materas con sustrato de aluvidon y materia
organica. El estrés hidrico fue inducido mediante la suspensidn del riego a partir del dia 20 PS,
manteniendo esta condicién durante 11 dias.

La deshidratacion provocada por el estrés hidrico tuvo un efecto desventajoso evidente en las
plantas de maiz del grupo control de sequia, ocasionando alteraciones importantes en los
parametros morfoldgicos y fisiolégicos monitoreados. En lo que respecta a la parte aérea, se
observé una reduccidn significativa (p < 0,05) de 18,5 cm (13,9%) en la altura promedio (Tabla 4-4)
y una disminucion del 61,4% (p < 0,05) en la acumulacién de biomasa de las plantas en comparacién
con el grupo del control irrigado (Figura 4-7, A). Asimismo, el RWC experimentd una caida del 34,1%
(p < 0,05) (Tabla 4-4), mientras que en la conductancia estomatica (gs), determinada en el dia 9 de
la fase de déficit hidrico (29 dias PS), se redujo un 51,3% (p < 0,05) en comparacion con las plantas
bajo riego (Figura 4-7, C). En cuanto a las raices, a diferencia de lo observado en condiciones de
invernadero en la seccion anterior, se registrd una reduccién del 38,5% (p < 0,05) en la biomasa
seca radical en comparacion con las plantas que recibian riego regular (Figura 4-7, B).

Por otra parte, al evaluar el efecto de la aplicacién de las cepas en la respuesta al estrés hidrico en
los pardmetros morfo-fisioldgicos, se observé que las cepas XT14, XT38 y PSL80 favorecieron el
incremento del peso seco radical de las plantas en un 14,3, 16,7 y 51,4% (p < 0,05) respectivamente,
frente al control sin inocular bajo estrés (Figura 4-7, B). En el caso de la gs, medida a los 29 dias PS,
se observé de forma general una tendencia hacia la baja en la respuesta de las plantas inoculadas,
especialmente en la cepa 2755 (-59,6%, p < 0,05), mientras que el tratamiento XT17 se diferencid
por incrementar considerablemente (p < 0,05) la gs de las plantas en un 55,5% en comparacion con
el control de estrés (Figura 4-7, C). En cuanto al pardmetro de longitud aérea, no se presentaron
diferencias entre el control de estrés y los tratamientos al finalizar el periodo de deshidratacién (31
dias PS) (Tabla 4-4). De igual forma, el peso seco aéreo (Figura 4-7, A) y el RWC foliar no se vieron
alterados estadisticamente por la inoculacién bacteriana (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4. Efecto de la inoculacion de las PGPB sobre parametros de crecimiento, fisiolégicos y bioquimicos en plantas de maiz, sometidas a estrés por déficit hidrico en un ensayo
de casa de malla

Tratamiento Long. 31 (cm) RWC (%) (mn?csalz;mzs) (nmolf;)i(n-g PF) (nmol/c:in-g PF)
Control Irrigado 133,2+14,2 a 72,446,3 a 442,1+34,3 a 8,416,6 1,0+0,4 a
Control Sequia 114,7£10,9 b 47,749,2 b 336,9+51,2 b 7,455 0,60,4 ab
PSL63 108,1+13,1b 43,949,4 b 351,7¢53,6 b 5,4+3,6 0,4+0,2 bcd
PSL80 106,1+7,8 b 39,2+11,8 b 330,2t61,2 b 7,0£2,4 0,4+0,1 bed
MGC9 109,9+8,8 b 44,416,2 b 275,6+40,0 bc 4,713,0 0,50,2 bed
MT1C8 107,6x£11,4 b 47,0t7,4 b 292,5+£79,1 bc 5,7+0,7 0,310,2 cd
2755 110,748,9 b 45,5+9,3 b 239,4+72,0c 14,7+6,9 0,3x0,1d
XT13 108,6+18,0 b 42,614,8 b 283,0+48,3 bc 8,3t4,5 0,3+0,2 cd
XT14 112,448,7 b 45,2+5,0b 299,9+68,8 bc 8,9+7,7 0,6%0,3 abc
XT17 108,4+13,6 b 49,6119 b 326,2137,4 b 5,2+4,0 0,310,2 cd
XT38 107,1+12,0 b 47,915,7 b 355,8+31,6 b 5,8%4,6 0,4+0,2 bc
XT110 106,7+16,7 b 44,7+9,5 b 311,6+89,5 bc 8,1+2,2 0,610,3 bed
P valor p <0,001 p <0,001 p <0,001 p<0,001

Los datos corresponden al promedio de 12 (Long. 31) o cinco (RWC, gs 27, APX y GR) réplicas por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
por parametro evaluado con prueba de comparaciéon multiple de Duncan. Long. 31: Longitud de la parte aérea de la planta a los 31 dias PS; RWC: Contenido Relativo Hidrico; gs
27: Conductancia estomatica medida en el dia 27 PS; APX: Actividad enzimatica de Ascorbato Peroxidasa; GR: Actividad enzimatica de Glutatidon Reductasa
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Figura 4-7. Cambios en la biomasa seca aérea (A), biomasa seca de las raices (B) en plantas de maiz de 31 dias PSy en la
Conductancia estomatica (gs) (C) determinada en el dia 29 PS, asociados a la inoculacion de las PGPB en condiciones de
déficit hidrico, en un ensayo conducido en casa de malla en el Cesar. Las barras corresponden al promedio de 7 (Ay B) o
5 (C) unidades experimentales + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos con prueba de
comparacion multiple de Duncan (B y C) y Kruskal-Wallis (A) a p < 0,05.

A nivel bioquimico, en las plantas no inoculadas en condicidn de estrés hidrico se presentaron
incrementos de clorofila ay b (entre 23,9 a 26,8%) y carotenoides (29,1%) frente al grupo control
irrigado, pero sin llegar a ser estadisticamente relevantes (Tabla suplementaria 6-5). En relacion a
los osmolitos, se registrd un incremento significativo de 5,3 veces (p < 0,05) en la acumulacién de
prolina y del 23,0% en la concentracion foliar de azucares solubles, en comparacién con el control
irrigado (Figura 4-8). Interesantemente, las actividades de las enzimas APX y GR de las plantas sin
inocular en condiciones de riego, fueron superiores a las encontradas en el grupo control de sequia
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enun 11,7 y 64,1% respectivamente, aunque estas variaciones no tuvieron importancia estadistica
(Tabla 4-4).
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Figura 4-8. Cambios en las concentraciones de los solutos compatibles prolina (A) y azucares totales solubles (B) en
plantas de maiz tratadas con inéculos de PGPB, después de 11 dias de estrés por déficit hidrico a nivel de casa de malla.
Las barras corresponden a la media de 5 réplicas + DE por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas a p < 0,05 mediante la prueba de Duncan (B) y Kruskal-Wallis (A). PF: Peso Fresco.

En relacidn a las plantas tratadas con los aislamientos bacterianos, la mayoria de ellas presentaron
disminucién en la respuesta de acumulaciéon de solutos compatibles en comparacion con el control
de estrés. En el caso de la prolina, las plantas inoculadas con las cepas XT13 y XT14 experimentaron
una reduccidn significativa (p < 0,05) del 69,3% y 76,2% respectivamente, en la concentracion del
osmolito en las hojas (Figura 4-8, A), llegando a niveles comparables estadisticamente a los hallados
en las plantas irrigadas. Asimismo, en los azucares, se observd una disminucién importante del
24,0% (p < 0,05) en las plantas tratadas con la cepa PSL63 (Figura 4-8, B).

Con respecto a los parametros enzimaticos (GR y APX), se presentaron disminuciones considerables
(p < 0,05) en el rango del 42,6% al 55,6% en la actividad de GR en las plantas inoculadas con las
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cepas MT1C8, 2755, XT13 y XT17 en contraste con el control de estrés (Tabla 4-4). Por otro lado,
en la actividad antioxidante de APX, no se lograron establecer diferencias estadisticas entre los
controles y tratamientos bacterianos (Tabla 4-4), aunque se destacd la cepa 2755 por su
modulacién hacia el alza en esta variable. En el caso de los pigmentos fotosintéticos y accesorios
(Chla, Chlb y Car), tampoco se detectaron diferencias estadisticas mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) (Tabla suplementaria 6-5).

En resumen, el déficit hidrico provocd un aumento en la respuesta de osmoregulacién del maiz en
términos de prolina, mientras que afectd drasticamente el crecimiento aéreo y la formacién de
raices, asi como el contenido de agua en las hojas (medido en RWC) y la actividad de los estomas
(gs) de la planta. En los resultados bioquimicos (exceptuando la prolina), no fue posible identificar
un patrén claro en el comportamiento de las plantas estresadas en comparaciéon con el grupo
control de riego. En algunos parametros evaluados, como la actividad de GR y APX, los valores
medidos fueron mas altos en las plantas irrigadas que en las sometidas a estrés y las pruebas
estadisticas no mostraron diferencias significativas entre los controles. Adicionalmente, algunas
caracteristicas que se habian observado en el ensayo de invernadero, tales como el crecimiento de
las raices y el sostenimiento del crecimiento longitudinal aéreo bajo estrés hidrico, tuvieron
resultados opuestos en el experimento de casa de malla, donde hubo menor biomasa seca
acumulada en las raices (entre -56,9% y -71,0%) y disminucion de la altura (entre -13,9% y -20,3%)
en las plantas estresadas (control y tratamientos) que en aquellas irrigadas. Por tanto, con el
propésito de identificar posibles interacciones entre los parametros medidos y los 12 tratamientos
(10 tratamientos bacterianos y 2 controles), se optd por realizar un Analisis de Componentes
Principales (PCA, por sus siglas en inglés) para cada grupo de variables: morfoldgicos y fisioldgicos-
bioquimicos.

Los PCA explicaron el 55,3% de la varianza en los atributos fisiolégicos y bioquimicos (ver Figura
suplementaria 6-2), y el 85,7% en los morfoldgicos (ver Figura suplementaria 6-3). Respecto a los
tratamientos bacterianos, no se observaron diferencias entre ellos. Los grupos formados por las
elipses de cada tratamiento estuvieron superpuestos con el control de estrés, por lo que se infiere
gue la respuesta de las plantas no se vio influenciada de forma importante por la inoculacion de las
cepas. Los PCA permitieron deducir que, en las condiciones de este ensayo y en el momento de la
medicion, el factor diferencial entre los tratamientos lo ejercié la sequia, no la inoculacidn. Por ello,
se realizd un nuevo PCA (Figura 4-9, A), incluyendo solamente los controles de sequia y riego, el
cual explicé el 72,4% de la varianza.

En este PCA (Figura 4-9, A), se crearon dos grupos claramente independientes. Los datos del
tratamiento irrigado se agruparon alrededor de los vectores (flechas negras) de altura de la planta,
RWOC, gs y GR, mientras que los datos correspondientes al grupo de sequia, lo hicieron alrededor de
los vectores de prolina, azlcares totales solubles y carotenoides (Figura 4-9, A). En consecuencia,
estos parametros son los que mayor peso tuvieron sobre la varianza de los datos y los que mejor
describieron el comportamiento de las plantas control irrigadas y estresadas, en las condiciones de
estudio de casa de malla.
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Por otro lado, la posicién de los vectores respecto a los dos componentes del PCA, permitié
distinguir que existian correlaciones negativas (p. ej. RWC y prolina) y positivas (p.ej. RWC y gs)
entre ellos. Al estimar el coeficiente de correlacién de Spearman (Figura 4-9, B), se encontré que
existe una relacién inversa significativa entre la concentracidn de prolina, el contenido de agua de
los tejidos (RWC) (p=-0,78, p=0,017) y la gs (p= -0,92, p=0,001), y una correlacion directa fuerte
entre el RWCy gs (p= 0,77, p=0,012), coincidiendo con lo mencionado en estudios previos (Chaves
et al., 2009; Ghannoum, 2009). El analisis anterior, indica que la prolina en la planta responde al
nivel de deshidratacién, incrementandose su concentracién a medida que el déficit hidrico crece
(disminuye el RWC), y que la apertura de los estomas estd positivamente relacionada con el
contenido de agua en las hojas, lo que significa que gs aumenta o disminuye segln se presente un
mayor o menor RWC. En este sentido, el contenido de prolina podria destacarse como un indicador
robusto del grado de estrés por sequia experimentado por la planta, y tanto RWC como g; se
presentan como indicadores sensibles del estado hidrico en la variedad de maiz ICA V109.
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Figura 4-9. A) PCA de atributos fisioldgicos y bioquimicos estudiados en las plantas de maiz sin inoculacidn bajo estrés por
sequia. EI PCA explica el 72,4 % de la varianza observada y las elipses indican el intervalo de confianza del 95% para cada
tratamiento. B) Mapa de calor de correlacion entre atributos fisioldgicos y bioquimicos de las plantas control en el ensayo
de casa de malla. La matriz se construyd a partir del calculo del coeficiente de correlacidon de Spearman. El esquema de
color muestra en azul la correlacion maxima positiva (+1) y en rojo, el valor maximo negativo (-1). Los (*) indican
correlaciones significativas: *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. Conductancia estomatica (gs); Altura de la planta (Alt);
Contenido Relativo Hidrico (RWC); Prolina (Pro); Azucares Totales Solubles (Azuc); Clorofila a (Chla); Clorofila b (Chlb);
Carotenoides (Car); Ascorbato Peroxidasa (APX) y Glutatién Reductasa (GR).
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En este contexto, al examinar los valores de RWC medidos en las plantas sometidas a déficit hidrico,
estos pueden catalogarse como tipicos de plantas en condiciones de estrés hidrico moderado a
severo (Laxa et al., 2019; Hsiao, 1973). En el caso de las plantas control, los niveles de RWC
(promedio de 72,4%) indican que también experimentaron un grado de estrés leve por déficit
hidrico de acuerdo con los rangos propuestos por Laxa et al. (2019) y Ghannoum (2009). Esta
situacidon explicaria comportamientos observados en las plantas irrigadas, como aumento de
actividad antioxidante enzimdatica (GR) y un contenido de azlcares solubles similar al de los
tratamientos estresados, siendo un patrén de respuesta semejante al que se hallé en las plantas
bajo estrés en los ensayos de invernadero (seccion 4.1.2).

A partir de este experimento, se puede concluir que es necesario disefiar un modelo metodoldgico
previamente adaptado a las condiciones del sitio, ya que la metodologia de evaluacién de estrés
propuesta, con la estimacion de 11 dias de deshidratacion libre en invernadero, resultd excesiva
para las condiciones de casa de malla (seccidn 4.1.1). La estructura al carecer de paredes, no se
considerd la mayor pérdida de agua por evapotranspiracion que habria ni las elevadas
temperaturas ambientales a las que se podian enfrentar las plantas. Un indicio de lo anterior, se
evidencia en la g, cuando desde el séptimo dia del estrés (dia 27 PS) las plantas ya experimentaban
una reduccion importante del 23,8% (p<0,05) en la gs respecto al control irrigado (Tabla 4-4).
Teniendo en cuenta que el cierre estomatico es considerado una de las respuestas mas tempranas
a la deficiencia de agua (Flexas & Medrano, 2002), quizas alrededor de este punto habria sido un
momento mas adecuado para finalizar el experimento. Estas consideraciones deberan tenerse en
cuenta en futuras investigaciones.

En relacién con el efecto minimo observado en la modulacidn de la respuesta de las plantas al
estrés generado por las cepas, se ha mencionado que las sequias severas suelen afectar la
asimilacidn de carbono en las plantas y limitar su transferencia hacia la rizésfera (Karlowsky et al.,
2018). Al reducirse los depdsitos de carbono en la rizésfera, se debilitan las interacciones planta-
microorganismos, debido a que la microbiota del suelo depende en gran medida de los exudados
radicales (Glick, 2020; Karlowsky et al., 2018). Asi mismo, la pérdida de humedad del suelo dificulta
la difusion de los exudados en las inmediaciones de las raices, asi como la movilidad de los
microorganismos hacia ellos, por lo que puede verse afectada la colonizacién de las PGPB (Nunan
et al., 2017). Aunado a lo anterior, en los suelos mas secos, las bacterias también experimentan
estrés osmotico, el cual puede llegar a ser letal y termina por reducir la biomasa bacteriana (Vieira
et al., 2023). Considerando el grado de estrés por déficit hidrico alcanzado en este experimento
(moderado-severo), es razonable que el potencial de las PGPB en la mitigacién se haya visto
afectado negativamente.

Ademas de lo expuesto anteriormente, existe la posibilidad de que el cambio de sustrato (de suelo
a mezcla de aluvidn y materia organica), haya ejercido un impacto desfavorable en la interaccién
de las PGPB y las plantas. Por un lado, es probable que la composicidon y las caracteristicas
fisicoquimicas de este nuevo sustrato, hayan restringido la actividad de las bacterias. Por otro, la
comunidad de microorganismos presente en la mezcla pudo haber limitado el establecimiento de
las cepas en las raices de las plantas, y, por ende, su efectividad en la mitigacion del estrés.
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En virtud de los resultados obtenidos (secciones 4.1 y 4.2), para los experimentos siguientes, se
optd por seleccionar cuatro de las diez cepas evaluadas: dos de ellas pertenecientes al cepario del
IBUN (PSL63 y PSL80) y otras dos (XT14 y XT17), provenientes del cepario de AGROSAVIA. Estas
cepas fueron elegidas principalmente debido a los efectos positivos que se evidenciaron en las
plantas en los ensayos de invernadero, como lo son el incremento de la biomasa aérea (XT14 y
PSL63) en condicion de estrés hidrico, considerando la relevancia de este pardmetro en la
produccién de forraje; el ajuste osmotico y la mejora del estado hidrico (PSL80 y XT17) de las
plantas, asi como su desempefio en la mitigacidon del estrés por sequia en estudios similares
realizados por el grupo de investigaciéon de Sistemas Agropecuarios Sostenibles de AGROSAVIA
(XT14 y XT7).

La razén detrds de esta seleccidon no sdélo radica en considerar las variables de importancia
agronomica que pueden ayudar a reducir las pérdidas en campo, sino también, en tener en cuenta
los rasgos de evitacion-tolerancia manifestados por las plantas tras la inoculacién, que podrian
brindarles una ventaja competitiva frente a otras plantas de maiz cuando las condiciones secas se
prolonguen.
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4.3 Objetivo 3

Los cuatro aislados bacterianos seleccionados, PSL80, PSL63, XT14 y XT17, fueron analizados para
explorar su capacidad de tolerar el estrés osmético y algunas de sus caracteristicas de promocién
del crecimiento que podrian proporcionar ventajas a las plantas bajo condiciones de estrés hidrico.

4.3.1 Generalidades y caracteristicas asociadas a la promocidn del crecimiento

Las Pseudomonas spp., son bacterias Gram negativas, en forma de bastén, que se encuentran
naturalmente en el suelo y la rizésfera de diversas plantas (Karimzadeh et al., 2021). Debido a su
capacidad de colonizar rapidamente y de manera eficiente las raices, asi como a su versatilidad
metabdlica capaz de aprovechar una amplia gama de compuestos orgdnicos simples y complejos
(Scarpellini et al., 2004), las Pseudomonas spp. pueden establecerse facilmente en las raices y
adaptarse a ambientes estresantes aportando beneficios a las plantas (Karimzadeh et al., 2021;
Vaishnav & Choudhary, 2019). Por otro lado, los Bacillus spp., son bacterias Gram positivas,
conocidas por su destacable versatilidad en la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, de promocién del crecimiento e induccion de la defensa en las plantas (Akhtar et
al., 2020). Asi mismo, los Bacillus spp. poseen la capacidad de formar endosporas que les permiten
resistir a condiciones ambientales hostiles, como el calor y la desecacidn. Estas caracteristicas han
hecho de los Bacillus spp., bacterias ideales para aplicaciones agricolas y el desarrollo de
bioproductos comerciales (Chen et al., 2007).

Las cepas PSL80 y PSL63 pertenecen a la especie de Pseudomonas fluorescens de acuerdo con
Ordofiez et al. (2016), para las cuales se ha reportado la capacidad de producir sideréforos,
adherirse a superficies inertes, moverse a través del swimming y swarming, y otros rasgos
asociados a la promocién del crecimiento y el biocontrol, en estudios realizados en papa
principalmente (Laverde-Robayo, 2016; Ordofiez et al., 2016; Lara-Bosso, 2007). Por su parte, las
cepas XT14 y XT17 se identificaron como Bacillus aryabhattai y Bacillus amyloliquefaciens,
respectivamente (Moreno-Galvan, Romero-Perdomo, et al., 2020), y se ha mencionado que poseen
la capacidad para producir sideréforos y mitigar el estrés por sequia en pastos forrajeros y maiz
modulando la respuesta de las plantas al estrés (Cortés-Patifio et al., 2021; Mendoza-Labrador et
al., 2021; Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020; Moreno-Galvan, Romero-Perdomo, et al.,
2020).

En las pruebas realizadas in vitro, se evidencid que las cepas son compatibles entre si, pudiendo
crecer contiguamente en medio sélido sin inhibirse (Figura 4-10, A). También, se verificd su
capacidad para solubilizar fosfato en medio liquido a partir de fosfato tricalcico (Cas (PQa)2),
destacandose las cepas de PSL80, XT14 y PSL63 (Tabla 4-5). Ademas, se observd que las cepas
evaluadas pueden mineralizar acido fitico, en especial, PSL63 y PSL80 (Figura 4-10, B), las cuales
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presentaron los halos de solubilizacion de mayor tamafio, con los indices de eficiencia de
mineralizacién (IEM) significativamente mas altos frente a las demas (Tabla 4-5). Igualmente, se
detectd la produccién de compuestos indélicos en las cuatro cepas a partir de L-triptéfano en el
rango de 0,5 a 2,5 pg IAA/mL, asi como de exopolisacaridos, siendo XT14 la cepa mas productora
de carbohidratos solubles (Tabla 4-5). En la prueba de solubilizacion a partir de fosfato de aluminio
(AIPO4) en medio sélido, no se observd la formacidn de zonas claras alrededor de las colonias de
las cepas evaluadas, ni se detectd fésforo libre en la prueba cuantitativa (medio liquido NBRIP) para
este compuesto.

Tabla 4-5. Rasgos de promocidn de crecimiento vegetal de las cepas bacterianas evaluados in vitro.

Cepa IES Alfi':o Solub. de P Comp. Ind. EPS
bacteriana Ca3(PO,),* Fitico® (mg PO4-P/L) (ng IAA/mL)  (pg D-Glu/mL)
PSL95 1,4+0,1° 2,0+0,2° 181,4 + 18,2° ND ND
C43SN7 ND ND ND 25,6+ 3,9° ND
PSL80 1,4+0,1° 1,8+0,2° 162,0 + 23,22 0,5+ 0,2¢ 34,8+ 0,8%
PSL63 1,4+0,1° 2,0+0,2° 143,0 +1,6° 2,5+0,3° 25,7+ 8,4°
XT14 0,0+0,0° 1,1+£0,0° 158,7 + 2,5 1,5£0,3° 42,4+ 8,22
XT17 1,2+0,1° 1,2+0,1° 57,8 £9,4¢ 2,5+ 0,2° 34,3+ 4,5%

Los datos corresponden a la media de 3 réplicas + DE. En las columnas, letras distintas indican grupos estadisticamente
diferentes a p < 0,05. IES: indice de Eficiencia de Solubilizacién en medio sélido; IEM: indice de Eficiencia de Mineralizacién
en medio sélido; Solub. de P: Solubilizacién de fésforo a partir de Cas(PO,) 2; Comp. Ind.: Produccidn de compuestos
inddlicos; EPS: Produccion de exopolisacdridos; ND: No determinado. La cepa PSL95 corresponde al control positivo de
las pruebas de IES, IEM y Solubilizacién de P, mientras que la cepa C43SN7, al control positivo de la prueba de IAA. *Los
datos corresponden a la media de 15 réplicas + DE.

1. PSL80

2. XT14

3. Cont. (-) Sol. salina
4. PSL63

5.XT17

6. Cont. (+) PSL95

A

Figura 4-10. Fotografia de A) Prueba de compatibilidad entre Pseudomonas sp. PSL80 y las cepas de Bacillus spp. XT14y
XT17, donde se puede observar la carencia de halos de inhibicién y la superposicion de los crecimientos PSL80-XT14. B)
Prueba de mineralizacién de acido fitico en medio sélido NBRIP, las colonias con los halos de mayor tamafio corresponden
a las cepas de Pseudomonas spp. (control positivo PSL95, PSL80 y PSL63).
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El fosforo (P) constituye uno de los principales nutrientes necesarios para el éptimo desarrollo y
funcionamiento metabdlico de las plantas (Bouremani et al., 2023), pero a su vez, es el elemento
menos disponible en el suelo (Kour, Rana, Yadav, et al., 2020). El fésforo crea complejos con el
aluminio (Al), hierro (Fe) y calcio (Ca) presentes en el suelo, o bien, se encuentra en forma de
fosforo organico, mayormente como acido fitico (mioinositol 1,2,3,4,5,6- hexakisfosfato, IP6).
Todos estos compuestos, son fuentes insolubles de P no asimilables por las plantas (Gomez-
Ramirez & Uribe-Velez, 2021; Shulse et al.,, 2019). En condiciones de sequia, la deficiencia de
fosforo en plantas tiende a intensificarse debido a la pérdida de agua del suelo que dificulta la
solubilizacién y absorcién del fosforo (Bouremani et al., 2023; Karimzadeh et al., 2021). Por esta
razén, la presencia de bacterias en la rizésfera capaces de solubilizar el P a partir de formas de
fosforo inorgdnico (P;) u organico (P,) del suelo y hacerlo disponible para las plantas, juega un papel
esencial.

Las bacterias incrementan el contenido de fésforo biodisponible a través de mecanismos como la
expresion de fosfatasas y fitasas, que permiten liberar fosfatos desde el P, (mineralizacion), y la
exudacion de agentes quelantes, dcidos orgdnicos y protones, que ayudan a acidificar el entorno y
movilizar el fésforo atrapado en fuentes minerales del suelo (solubilizacion) (Ghosh et al., 2023;
Shulse et al., 2019; Yarzabal, 2010). Este hecho de acidificacidon, se observo en las pruebas de agar
NBRIP suplementado con fosfato tricalcico y el indicador de pH (azul de bromotimol). Desde las 24
h de inoculacién, se presenté el cambio de color del medio de verde a amarillo como consecuencia
de la caida del pH, siendo mas notorio alrededor de las colonias de las cepas PSL63 y PSL80 (Figura
suplementaria 6-1). Es probable que la acidificacion del medio haya sido producto del principal
mecanismo de solubilizacién del fosfato, la produccién de acidos organicos (Saeid et al., 2018).
Algunos de los acidos organicos mas frecuentemente reportados que podrian estar implicados en
la solubilizacion son el acido glucénico y 2-cetoglucdnico en el caso de las Gram negativas (Estrada
et al., 2013; Patifio-Torres & Sanclemente, 2014), y el acido glucdnico, lactico, acético, succinico y
propionico, en las especies de Bacillus (Saeid et al., 2018).

En este estudio, todas las cepas pudieron solubilizar y mineralizar fosforo a partir del fosfato
tricdlcico y acido fitico, respectivamente (Tabla 4-5). Interesantemente, en el caso de la cepa XT14,
en contraste con la prueba en placas de NBRIP donde no se observé la formacién de halos de
solubilizacion (IES) en las colonias, la evaluacién de su actividad en medio liquido fue positiva,
encontrandose una concentracién de fésforo soluble de 158,7 mg PO4-P/L en el sobrenadante
(Tabla 4-5). Esta diferencia en los resultados de desempefio de las PGPB en las pruebas de
solubilizacion en medios solidos y liquidos, se ha observado en otras oportunidades (por ej., Amaya-
GOmez et al. (2020), Pereira & Castro, (2014) y Nautiyal (1999)), razén por la cual es aconsejable
evaluar varios métodos e incluir, de ser posible, mas de una fuente de fésforo inorganico (Bashan
et al., 2012).

Teniendo en cuenta este ultimo razonamiento, también se realizaron pruebas de solubilizacion con
AlIPQy, una de las formas de fésforo mas comunes en los suelos tropicales (Yarzabal, 2010). Sin
embargo, en ninguno de los métodos utilizados para su evaluacién se obtuvieron resultados
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positivos, por lo que se deduce que las cepas no poseen la capacidad de solubilizar esta fuente de
fosforo. También, existe la posibilidad de que la concentracion empleada de fosfato de aluminio
(0,3 % p/v) haya causado toxicidad a las bacterias, al liberarse los iones de Al** del compuesto tras
la acidificacion del medio (Pifia & Cervantes, 1996). En este sentido, aunque la solubilizacidn con
fosfato tricdlcico in vitro es la técnica mas usada para aislar y seleccionar bacterias solubilizadoras
(Bashan et al., 2012), resultaria conveniente realizar pruebas adicionales con fuentes diferentes de
Pi para despejar cualquier duda sobre el potencial de las cepas en este aspecto.

La produccién de fitohormonas, es considerado uno de los mecanismos mas importantes a través
de los cuales las PGPB promueven el crecimiento (Bouremani et al., 2023). El 4cido indolacético
(IAA), es un compuesto inddlico y por mucho, la fitohormona tipo auxina mas activa
fisiolégicamente en las plantas y ampliamente estudiada (Glick, 2020; Vurukonda et al., 2016). En
las pruebas in vitro, se encontré que las cuatro cepas (PSL80, PSL63, XT14 y XT17) eran capaces de
producir compuestos inddlicos tipo IAA, especialmente XT17 y PSL63 con 2,5 pg IAA/mL. Los
compuestos tipo IAA de origen bacteriano, pueden propiciar en la planta el crecimiento de las
raices y organos superficiales, la diferenciacion de los tejidos vasculares, el desarrollo de raices
laterales y adventicias, asi como incrementar la cantidad de exudados radicales, los que a su vez
apoyan la actividad microbiana en la rizésfera y los procesos de colonizacion (Glick, 2020).

En condiciones de déficit hidrico, se ha reportado que plantas inoculadas con PGPB productoras de
IAA han incrementado su resistencia al estrés (p. ej. Shirinbayan et al. (2019), Armada et al. (2014)
y Arzanesh et al. (2011)), presentando efectos beneficiosos en el aumento de biomasa aérea,
cambios en la arquitectura de las raices y mejoras en el contenido de agua y nutrientes. Tales
beneficios se han logrado incluso con concentraciones bajas de auxinas, como las halladas en el
presente estudio. Por ejemplo, Marulanda et al. (2009) informaron sobre plantas de trébol
inoculadas con cepas de Pseudomonas spp. y Bacillus megaterium productoras de IAA en el rango
de 0,3 a 3,0 ug IAA/mL, que mostraron mayor tolerancia a la sequia que aquellas sin inocular. Al
respecto, también algunos autores mencionan que concentraciones elevadas de auxinas tienen un
efecto inhibitorio en el crecimiento de las raices (Dimkpa et al., 2009), y que los niveles adecuados
a aplicar dependeran de la sensibilidad de los tejidos de cada planta a la fitohormona (Glick, 2020).
Por ende, las cepas de estudio podrian llegar a estimular el crecimiento de las plantas debido a su
produccién de compuestos inddlicos tipo IAA.

Los exopolisacaridos (EPS), son polimeros solubles de alto peso molecular secretados al ambiente
por los microorganismos, que estan compuestos principalmente por polisacaridos y proteinas, y en
menor medida, por 4cido urdnico, lipidos y otras sustancias (Glick, 2020; llyas et al., 2020). Los EPS
bacterianos pueden ser de tipo limo o capsular y actian como barrera protectora de las células
frente a condiciones ambientales adversas (Naseem & Bano, 2014). Su produccion y composicion
especifica, es decir, el tipo de azucares, proteinas y lipidos que los conforman, estan influenciados
por la fase de crecimiento y la especie bacteriana, asi como por la composicién del medio de cultivo
(proporcion C/N) y las condiciones ambientales del entorno de la célula (Morcillo & Manzanera,
2021; Kaushal & Wani, 2016b). A su vez, son los principales componentes de la matriz extracelular
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gue dan forma a la biopelicula (Naseem et al., 2018; Naseem & Bano, 2014). La formacion de
biopelicula es considerado un mecanismo clave en la colonizacién exitosa de las raices empleado
por las PGPR, que les permite adherirse firmemente y establecer una relacién simbidtica con la
planta (Knights et al., 2021; Zhang et al., 2019).

En condiciones limitadas de agua, la liberacién de EPS por las bacterias presentes en la rizésfera ha
demostrado ofrecer proteccion de la desecacién a las plantas. Los EPS favorecen la formacion de
biopeliculas con alto contenido de agua (~97%) alrededor de las raices (rizovainas), que retardan la
deshidratacién y las consecuencias deletéreas del estrés en la planta (Morcillo & Manzanera, 2021;
Naseem et al., 2018). Ademas, los EPS mejoran la capacidad de retencidn de agua y la estructura
del suelo gracias a las fuerzas intermoleculares de atraccién, como puentes de hidrégeno y fuerzas
de van der Waals, y mecanismos de adsorcidon de aniones entre los EPS y las particulas del suelo
(Morcillo & Manzanera, 2021; Bashan et al., 2004). Asi mismo, facilitan la difusién de agua y
nutrientes esenciales hacia la planta (Ghosh et al., 2019; Kour et al., 2019) y pueden funcionar como
potentes eliminadores de ROS (Singh et al., 2021).

En este trabajo se evidencid que todas las cepas bacterianas secretan sustancias poliméricas
extracelulares, siendo posible detectar concentraciones de EPS en el rango de 25,7 (PSL63) a 42,4
pug/mL (XT14) en medio liquido LB tras 24 h de incubacién. Al respecto, se ha reportado que las
plantas tratadas con bacterias de Pseudomonas spp. y Bacillus spp. productoras de EPS presentan
una mayor resistencia al estrés hidrico (p. ej. Nadeem et al. (2021), Niu et al. (2018), Vurukonda et
al. (2016), Zhang et al. (2015), Naseem & Bano (2014) y Vardharajula et al. (2011)). Esto se debe al
aumento en la humedad y cantidad de suelo adherido a las raices, asi como a cambios en la
porosidad y formacién de agregados estables del suelo. Dichos efectos mejoran el flujo de agua
hacia las raices, afectan positivamente el estado hidrico de la planta, permiten el enraizamiento y
promueven su crecimiento en condiciones de escasez de agua. En este sentido, la caracteristica de
produccién de EPS determinada en las cepas es un rasgo de promocidn del crecimiento bastante
favorable que podria contribuir en el alivio del estrés por sequia en las plantas de maiz.

4.3.2 Tolerancia al estrés osmético

La poblacién bacteriana de cada cepa fue monitoreada tras 24 h de someterse a estrés osmético
utilizando caldo LB con Polietilenglicol (PEG) 6000. El PEG, es un polimero inerte que permite bajar
el potencial hidrico del medio y ha sido utilizado comiUnmente para simular las condiciones de
estrés por sequia o déficit hidrico (Embiale et al., 2016; Smith et al., 1985). Esto se debe, a que el
oxigeno presente en los grupos funcionales de éter en la estructura del PEG forman puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua, disminuyendo asi el agua libre disponible en el medio y
dificultando su ingreso hacia el interior de las células (Ghosh et al., 2019; Almansouri et al., 2001;
Michel & Kaufmann, 1973). Concentraciones de PEG 6000 de 0, 10%, 20% y 30% (p/v) fueron usadas
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para someter a las bacterias a potenciales hidricos teéricos de 0, -0,13, -0,45 y -0,95 MPa
respectivamente de acuerdo con los calculos propuestos por Michel & Kaufman (1973).

Las cuatro cepas presentaron mayor crecimiento en los tratamientos control (Sin PEG) que en las
condiciones de estrés (Figura 4-11). Las cepas PSL80 y PSL63 alcanzaron una poblacién de 1,2x10°
y 1,0x10° UFC/mL respectivamente en el medio de cultivo sin el estresor, mientras que XT17 y XT14
presentaron poblaciones de menor concentracién con 5,0x108 y 4,2x10” UFC/mL, respectivamente.
Se encontré que el estrés osmoético de -0,13 MPa generado por la adicién de PEG al 10% al medio
liguido, no afecté de forma importante el crecimiento de las cepas PSL63, PSL80 y XT14 (Figura
4-11). En el caso de XT17, este mismo nivel de estrés generd una reduccion del 12,8% de la
poblacion (p < 0,05) expresada en términos del Log (UFC/mL) en contraste con el control. Sin
embargo, al exponer a XT17 a grados mas altos de estrés osmotico (PEG al 20% y 30%), el impacto
en el crecimiento no fue proporcional al nivel de estrés, sino que se mantuvo similar al presentado
con PEG al 10%, con reducciones en la poblacién entre 9,9% vy 11,6%.

En la concentracion de PEG al 20%, es decir, a un potencial hidrico de -0,45 MPa, se presentaron
reducciones del 6,6% (p < 0,05) en la poblacidn de PSL80 y del 14,0% (p < 0,05) en la de XT14, en
comparacion con los controles (Figura 4-11). Interesantemente, no fue posible detectar células
viables de las cepas PSL63 y PSL80 mediante el método de recuento en placa en la condicion de
PEG al 30% (-0,95 MPa). Este resultado fue consistente en las repeticiones del ensayo en el tiempo.
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Figura 4-11. Efecto del estrés osmético inducido por diferentes concentraciones de PEG 6000 (0, 10, 20 y 30% p/v) sobre
la poblacidn bacteriana de PSL80, PSL63, XT14 y XT17, tras 24 h de crecimiento. Los datos corresponden a la media de 3
réplicas + DE. Letras distintas indican grupos estadisticamente diferentes a p < 0,05 con la prueba de rango multiple de
Duncan.

Es necesario que cualquier PGPB que presente potencial en la mitigacidn del estrés por sequia, sea
capaz de sobrevivir y crecer bajo condiciones de estrés osmdtico (Ghosh et al., 2019). De esta
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manera, es mas probable que pueda adaptarse a un ambiente deficiente de agua en la rizdsferay
brinde proteccion a la planta a través de sus atributos de promocién del crecimiento.

En este estudio, todas las cepas pudieron crecer hasta un nivel de estrés osmatico tedrico de -0,45
MPa, siendo la cepa Pseudomonas fluorescens PSL63 la que mayor tolerancia presentd, ya que
sostuvo su poblacidn sin cambios relevantes bajo condiciones de estrés (Figura 4-11). No obstante,
en el nivel mas alto de estrés evaluado (PEG 30%, -0,95 MPa), sélo las cepas de Bacillus spp. (XT14
y XT17) fueron capaces de crecer. Estas observaciones son consistentes con estudios anteriores
realizados por otros investigadores, quienes también han informado un mejor rendimiento de
algunas cepas de Bacillus en términos de resistencia y crecimiento bajo estrés osmotico (Ghosh et
al., 2019; Praveen Kumar et al., 2014; Saleem et al., 2021).

Una de las probables razones por las cuales las bacterias del género Bacillus han presentado mayor
tolerancia al estrés por sequia y otros tipos de estreses abidticos, es su capacidad de formar
endosporas (Praveen Kumar et al., 2014). Las endosporas, son estructuras complejas,
excepcionalmente resistentes a estreses ambientales, ricas en acido dipicolinico y calcio, que les
permiten a las células permanecer en estado de dormancia durante largos periodos hasta que las
condiciones del entorno son favorables (Willey et al., 2008). También, se ha encontrado que gracias
a la presencia de una gruesa pared de peptidoglicano en la estructura celular, las bacterias Gram
positivas, como los Bacillus, pueden ser mas resistentes a las presiones osmaticas que las bacterias
Gram negativas (Glick, 2020; Naylor & Coleman-Derr, 2018). Ademas, es importante resaltar, que
las cepas de Bacillus spp. XT14 y XT17 fueron aisladas de la rizésfera de pastos de suelos semiaridos
del Cesar, por lo que es probable que cuenten con mecanismos metabdlicos de adaptacién a
condiciones de déficit hidrico.

Por otro lado, también se han reportado estudios sobre cepas de Pseudomonas capaces de tolerar
altos grados de estrés osmético. Por ejemplo, en el trabajo realizado por Sandhya y Ali (2015) se
menciona que la cepa P. putida GAP—P45 pudo crecer a un potencial hidrico de -0,73 MPa, debido
a su remarcable capacidad de produccidn de EPS. En general, aunque las cepas de Pseudomonas
spp. PSL63 y PSL80 no lograron sobrevivir a un estrés osmotico tedrico mayor de -0,45 MPa, este
resultado es superior al reportado por Ali et al. (2014) para 32 cepas de Pseudomonas fluorescens
mitigadoras del estrés por sequia, donde el nivel maximo tolerado fue de -0,3 MPa, o equiparable
al presentado por llyas et al. (2020), en el cual sélo dos de las 24 cepas evaluadas, pertenecientes
a las especies de B. subtilis y A. brasilense, lograron crecer en caldo nutritivo suplementado con
PEG 6000 al 20 y 25 % p/v.

En cuanto al estrés osmético y su relacidn con el grado de estrés hidrico experimentado por las
plantas, en la revision de Osmolovskaya et al. (2018) y las investigaciones realizadas por Liu et al.
(2010) y Nayyar y Gupta (2006), se menciona que valores de potencial hidrico del sustrato en el
rango de -0,4 y -1,0 MPa, se asocian con niveles de estrés hidricos en las plantas de leves a
moderados. En este contexto, se podria suponer que la adicion de PEG 6000 al medio en
proporciones del 20% (-0,45 MPa) y 30% (-0,95 MPa) p/v empleadas en el presente trabajo,
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simularian condiciones de déficit hidrico semejantes. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las
presiones osmaticas de este estudio no fueron medidas con algln equipo en particular, por lo que
podrian ser ain mayores considerando la composicién y viscosidad del caldo de cultivo (LB). Al
respecto, Saleem et al. (2021) mencionan que concentraciones de PEG al 10%, 20% y 30 % p/v en
caldo tripticasa soya (TSB) determinadas mediante osmémetro, corresponden a -0,60 MPa, -1,46
MPa y -2,10 MPa respectivamente, mientras que Bhatt et al. (2015) sefialan en su estudio, que el
caldo LB con 25% p/v de PEG 8000 posee un potencial hidrico de -1,9 MPa. Lo anterior sugiere, que
la capacidad real de las cepas para tolerar el estrés osmético podria ser mucho mayor de lo
esperado, especialmente, en el caso de las cepas XT14 y XT17.

Con base en lo expuesto, la condicidn maxima de estrés osmoético tolerada por las cuatro cepas
(PEG al 20% p/v), fue seleccionada para realizar estudios adicionales relacionados con rasgos de
promocién de las PGBP bajo condiciones simuladas de estrés por déficit hidrico.

Actividades de promocion del crecimiento en condiciones simuladas de estrés por déficit

hidrico

Considerando que las cepas PSL63, PSL80, XT14 y XT17 se seleccionaron como PGPB con potencial
de mitigar el estrés por sequia en plantas de maiz, resulté crucial determinar si algunas de sus
caracteristicas de promocion del crecimiento permanecian activas en condiciones de déficit hidrico.
Por esta razon, la capacidad de producir compuestos indélicos tipo IAA y EPS también se evalud
bajo estrés hidrico, el cual fue inducido mediante la adicion de PEG 6000 al medio de crecimiento
a una concentracion del 20% (p/v).

En el caso de los compuestos indélicos, las concentraciones medidas en el sobrenadante oscilaron
entre 0,8 y 7,0 ug IAA/mL (Figura 4-12, A). El estrés osmético tuvo un efecto considerable (p < 0,05)
en este parametro para las cepas PSL80 y PSL63, incrementandolo hasta en 3,2 y 2,8 veces
respectivamente, y en un 33,0% en la cepa XT17 frente a la condicidn sin estrés. Sin embargo, en
el caso de la cepa XT14, se afectd negativamente (p < 0,05) reduciéndose en un 47,8%. La cepa
PSL63 presentd la mayor capacidad en este aspecto, tanto en condiciones estrés y sin estrés,
mostrando especialmente una respuesta notoria en la expresidn de estos compuestos reguladores
del crecimiento bajo condiciones de estrés, alcanzando una produccion de 7,0 ug IAA/mL.

El patron observado en el comportamiento de las concentraciones de los compuestos tipo 1AA,
difiere de lo mencionado en algunos estudios llevados a cabo en configuraciones experimentales
semejantes, donde la produccién de IAA de cepas pertenecientes a los géneros de Pseudomonas y
Bacillus disminuyé ante el estrés hidrico simulado (Azeem et al., 2022; Karimzadeh et al., 2021;
Saikia et al., 2018). Sobre este hecho, se ha sugerido que el IAA sintetizado por las bacterias no sélo
sirve para mediar la relacién planta-microorganismo, sino que también desempefia un rol en la
proteccion celular ante el estrés ambiental, como el de tipo osmético (Forni et al., 2017; Kaushal &
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Wani, 2016a; Spaepen et al., 2007). Por ejemplo, Bianco et al. (2006) observaron que, cerca del
50% de la poblacidon bacteriana de Escherichia coli K-12 libre de IAA (control) murid tras ser
sometida a estrés osmadtico, mientras que el 70% de aquellas que fueron tratadas con IAA
permanecieron viables. Los autores encontraron que el IAA en el medio desencadend en las células
un mayor nivel de alerta y proteccién contra condiciones adversas externas, al activar de manera
coordinada diferentes sistemas de defensa tales como el ajuste osmdtico y la reestructuracion de
la pared celular.
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Figura 4-12. Produccién de compuestos inddlicos (A) y de exopolisacaridos (B) de las PGPB en condiciones de crecimiento
Optimas y bajo estrés hidrico simulado por PEG 6000 al 20% p/v. Los datos corresponden a la media de 3 réplicas + DE.
Letras distintas indican grupos estadisticamente diferentes a p < 0,05.

En relacion a lo mencionado anteriormente, Marulanda et al. (2009) sugieren que el incremento
en la sintesis bacteriana de fitohormonas en condiciones de estrés osmético, puede ayudar en la
seleccion de cepas tolerantes mejor adaptadas y, por ende, servir como marcador de la resistencia
a la sequia. En este sentido, dado que las cepas evaluadas no sélo fueron capaces de producir
compuestos tipo IAA usando como precursor al triptéfano, sino que la mayoria de ellas (PSL63,
PSL80 y XT17) lograron aumentar los niveles de compuestos inddlicos en la condicién de estrés
aplicada (Figura 4-12, A), podria indicar que la produccién de este tipo de compuestos estd
relacionada con la capacidad de los aislamientos para adaptarse a condiciones de déficit hidrico.
Ademas, considerando el hecho de que las plantas secretan naturalmente triptéfano a través de
sus raices (Idris et al., 2007; Kravchenko et al., 2004), este atributo de las cepas podria ser bastante
prometedor para estimular el crecimiento de las plantas y mejorar el rendimiento de cultivos
durante los periodos de sequia.

En cuanto a los EPS, se determinaron concentraciones en el rango de 15,4 a 26,0 ug D-glucosa/mL
en condiciones de estrés osmotico. La produccion de EPS en las cuatro cepas evaluadas se afectd
negativamente en presencia del PEG en contraste con la condiciéon normal (Figura 4-12, B), aunque
la disminucion solo fue significativa estadisticamente (p < 0,05) en el caso de XT14 y XT17, donde
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la concentracién se redujo en 39,3 y 55,1% respectivamente. Aun asi, la capacidad de la cepa XT14
para producir EPS sobresalié en relacion a las demas, logrando niveles de 25,7 ug D-glucosa/mlL,
cantidad estadisticamente similar a la concentracién mas alta determinada bajo estrés en el
presente estudio (26,0 pg D-glucosa/mL, de PSL80).

Se ha sefialado que la secrecidn de EPS cumple una funcidn clave en la proteccién de las bacterias
frente a ambientes hostiles (Bouremani et al., 2023; Donot et al., 2012). Ademas, se ha encontrado
una relacién entre el incremento de los niveles EPS y las condiciones deficientes de agua, debido a
sus propiedades higroscépicas que permiten retener la humedad y facilitar la difusién de fuentes
de carbono alrededor de la célula (Ali et al., 2014). Por ejemplo, Ashry et al. (2022) reportaron un
incremento significativo en la produccién de EPS de cepas de Bacillus spp. cuando se crecieron en
medios de cultivo sumamente estresantes osmadticamente (potenciales hidricos de -0,73 a -1,2
MPa) en comparacién con las condiciones sin estrés. También, Khan y Singh (2021) obtuvieron
resultados similares en cepas de Pseudomonas sp. y Serratia marcescens sp., expuestas a estrés
osmoético inducido mediante PEG 6000.

Sin embargo, los resultados de este estudio difieren de los hallazgos mencionados en cuanto a la
tendencia en la sintesis de EPS bajo condiciones de estrés osmético. Una posible razén podria ser
la disminucion de la poblacion bacteriana causada por el estrés (Figura 4.8), lo que a su vez llevaria
a una reduccion en los niveles de EPS en el sobrenadante. Debido a que los resultados no se
expresaron en funcién del tamafio de la poblacién (p. e]j. con base en mg de proteina celular o UFC),
no es posible observar cambios sutiles en la produccién de estos compuestos. Asi mismo, es posible
gue las cepas estudiadas utilicen otras estrategias para adaptarse y protegerse durante periodos
de escasez de agua, como la acumulacidn de prolina, trehalosa y glicina betaina al interior de la
célulay la expresion de HSP (Ngumbi & Kloepper, 2016; Vilchez et al., 2016). Aun asi, otros autores
también han observado situaciones similares en respuesta al estrés osmatico. Por ejemplo, Ghosh
et al. (2019) mencionaron que las cepas tolerantes P. aeruginosa PM389 y B. tequilensis 112
produjeron una cantidad menor o similar de EPS en comparaciéon con sus contrapartes no
estresadas. También, Ansari et al. (2021) reportaron la disminucidn hasta del 57,8% en la
produccién de EPS a -0,49 MPa en la cepa tolerante al déficit hidrico P. azotoformans FAPS. Por
tanto, se requieren estudios adicionales para comprender mejor los mecanismos subyacentes y el
trasfondo de estos comportamientos relacionados con la tolerancia de las cepas al estrés osmético.

Por otro lado, es importe resaltar que, si bien los EPS son un constituyente fundamental de la
biopelicula, la disminucién en los niveles in vitro no necesariamente indica un detrimento en la
formacidn de este importante mecanismo durante la interaccién con la planta (Qurashi & Sabri,
2012). Esto se debe a dos condiciones principalmente. En primer lugar, ciertos polisacaridos
exudados por la planta pueden disparar la formacién de biopelicula de las bacterias en la
proximidad de las raices, al actuar como sefales de control del regulador transcripcional maestro
SpoOA Yy fuente de carbohidratos para la sintesis de EPS (Zhang et al., 2015; Beauregard et al., 2013).
En segundo lugar, durante condiciones de estrés ambiental como la deshidratacion, aumenta la
competencia bacteriana por los nutrientes disponibles, lo que conlleva a que las bacterias reviertan
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su estado planténico y adopten un ensamblaje sésil que les permita protegerse y acceder
facilmente a los exudados radicales, formando microcolonias y biopeliculas sobre las raices (Kasim
et al.,, 2016).

En resumen, la habilidad de las cepas osmotolerantes PSL80, PSL63, XT14 y XT17 para producir
compuestos inddlicos y EPS, fue detectada a nivel in vitro tanto en condiciones normales como en
estrés osmotico (-0,45 MPa). Fue posible observar que el ambiente estresante del medio de
crecimiento, provocé el incremento de la sintesis de compuestos tipo IAA en la mayoria de las
cepas, mientras afecté negativamente la producciéon de EPS. De igual forma, el estrés afectd
diferencialmente a las cepas de la misma especie/género influenciando su capacidad para sintetizar
y liberar fitohormonas y exopolisacaridos. No obstante, los resultados obtenidos en esta seccién
(4.3.2) permitieron confirmar que todas las cepas poseen atributos de promocidn del crecimiento
para los cuales se ha descrito su potencial en la mitigacidn del estrés por déficit hidrico en cereales
(Azeem et al., 2022; Devarajan et al., 2021; Latif et al., 2022).

4.3.3 Efecto de las PGPR sobre la germinacion en condiciones de déficit hidrico

Las semillas necesitan el estimulo del agua para activarse metabdlicamente, romper la fase de
dormancia y germinar (Aslam et al., 2015; Bewleyl, 1997). En ambientes secos, este proceso se
puede ver inhibido debido a la pérdida de humedad del suelo (Aslam et al., 2015). En el contexto
agricola, la afectacidn del proceso de germinacién conduce a una emergencia tardia o reducida y
al pobre establecimiento de las plantulas, lo cual posteriormente disminuye el nimero de plantas
por unidad de area y la produccién de los cultivos (Abdelaal et al., 2021; llyas et al., 2021). Con el
objeto de evaluar el efecto de las cepas seleccionadas sobre la germinacidn bajo condiciones de
déficit hidrico, se llevd a cabo un ensayo in vitro en semillas de maiz ICA V109 tratadas con PGPB
en presencia de PEG 6000 al 10% p/v (potencial hidrico tedrico de —0,13 MPa), para inducir el estrés
osmotico.

Los resultados evidenciaron (Figura 4-13) que el estrés osmotico generado por el PEG al 10%,
ocasiono una reduccidn significativa (p < 0,05) del 19,0% de la germinacién de las semillas de maiz
sin inocular (control estrés), después de tres dias de incubacidn. La germinacion pasé del 84% en
el control sin estrés, al 68% en el control expuesto al PEG. Adicionalmente, se confirmd que la
disminucion en la germinacién se debid al estés osmético, al observar que las semillas que no
habian germinado, lograron hacerlo al ser humedecidas en agua y puestas nuevamente en
incubacién (datos no mostrados).

En el caso de las semillas tratadas con las PGPB, la inoculacidn de la cepa P. fluorescens PSL63
aumentd el porcentaje de germinacion en un 17,6%, aunque sin llegar a diferenciarse
estadisticamente del control de estrés (Figura 4-13). Con los otros tratamientos bacterianos, no
hubo un efecto relevante sobre este parametro.
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Figura 4-13. Evaluacidn in vitro del efecto de la inoculacion de PGPB sobre la germinacion (%) del maiz ICA V109 en
presencia de PEG 6000 al 10% p/v. Los datos corresponden a la media de 10 réplicas * DE. Letras distintas indican grupos
estadisticamente diferentes a p < 0,05.

Los datos obtenidos permitieron constatar que el estrés impuesto afectd negativamente el proceso
de germinacion y que la inoculacién de las semillas con la cepa PSL63, logré reducir el impacto en
la variable, siendo posible alcanzar un desempefo similar al del control sin estrés. Este hecho,
podria guardar relacidn con algunas de las capacidades de promocién del crecimiento de la cepa
PSL63 observadas en condiciones de estrés hidrico (mencionadas en la seccion 4.3.3), como lo son
la produccién de EPS (17,41 pg D-glucosa/mL) y de compuestos tipo IAA (7,0 ug IAA/mL). Los EPS
pueden favorecer la retencion de humedad en el medio y facilitar la adsorcién de agua de la semilla,
permitiendo que se alcance el umbral de hidratacién requerido por el embridn para dar inicio a la
elongacion celular y el desarrollo de la radicula (Bouremani et al., 2023; Garrard, 1954). Por su
parte, los compuestos inddlicos tipo IAA exdgenos, pueden acelerar los procesos metabdlicos
implicados en la germinacién y emergencia de la raiz, al regular las hormonas enddgenas vy el
metabolismo de la sacarosa en la semilla (T. Zhao et al., 2020). Estas afirmaciones son consistentes
con los reportado en investigaciones previas. Por ejemplo, llyas et al. (2020) informaron de una
mejora parecida (18,2%) en el porcentaje de germinacion de semillas de trigo sometidas a estrés
osmotico generado por PEG 6000, gracias a la inoculacion combinada de dos cepas productoras de
EPS (Bacillus subtilis y Azospirillum brasilense). De manera similar, Bakhshandeh et al. (2020)
hallaron mejoria en la germinacién in vitro de semillas de soya expuestas a condiciones de déficit
hidrico, cuando fueron tratadas con cepas de Bacillus spp. capaces de sintetizar IAA.

Por otra parte, los resultados anteriores que muestran el escaso o nulo efecto de la inoculacién de
las cepas sobre la germinacion del maiz en este nivel de estrés osmadtico, permiten entrever la
importancia de evaluar el impacto del tratamiento bacteriano en la mitigacion del estrés por sequia
en diferentes estadios de desarrollo de la planta. Tal como se evidencid en el presente estudio, el
efecto protector o de mitigacién del estrés ejercido por las PGPB en el maiz ICA V109 fue diferente
en el estado de planta y de semilla. Estos hallazgos, arrojan luz sobre dos puntos relevantes que



98 Mitigacidn del déficit hidrico en maiz forrajero mediante el uso de PGPB

convendria profundizar en investigaciones futuras y que a menudo no son abordados; el momento
Optimo en el que se deberia aplicar el tratamiento bacteriano en las plantas a fin de maximizar los
beneficios proporcionados por las PGPB y el alcance de su capacidad para mitigar el estrés en
diferentes etapas del desarrollo de la planta.

4.3.4 Colonizacién y permanencia de las PGPR en las raices del maiz en sequia simulada

Para evaluar la capacidad de las cepas de colonizar las raices y permanecer en ellas en condiciones
de estrés por déficit hidrico, se realizd un experimento en cdmara de crecimiento utilizando un
sistema cerrado de frascos de vidrio con semillas de maiz germinadas y gravilla estéril como medio
de soporte. En cada frasco se adiciond una solucidon nutritiva de Hoagland al 50% (v/v)
suplementada con 20% (p/v) de PEG 6000, para simular las condiciones de estrés a un potencial
hidrico tedrico de -0,45 MPa (Michel & Kaufmann, 1973) durante 11 dias. Al finalizar el
experimento, se registraron las variaciones en la longitud y biomasa seca (aérea y radical) de las
plantas, asi como del nimero de colonias presentes en la rizésfera.

El estrés tuvo un impacto mayor en el crecimiento aéreo que en el de las raices (Figura 4-14). En
las plantas sin inoculacién sometidas a estrés osmotico, la longitud y la biomasa seca aérea se
redujeron en un 47,2% y 51,3% respectivamente, en contraste con las plantas sin estrés. También
se observé la disminucién de estos parametros a nivel de las raices en un 27,1% y 41,6%
respectivamente (Figura 4-14), aunque sin alcanzar significancia estadistica. Asi mismo, se
evidencio que el estrés provocé el enrollamiento foliar e influyd negativamente en el desarrollo del
numero de hojas, reduciéndose de tres (en el control sin estrés) a dos hojas por planta (Figura 4-15,
A-B).
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Figura 4-14. Efecto de la inoculacion de PSL80, PSL63, XT14 y XT17 en plantas de maiz tras 11 dias de déficit hidrico
inducido mediante la adicién de PEG 6000 al 20% (p/v) sobre la longitud (A) y biomasa seca (C) aérea y de raiz, en un
sistema gnotobidtico. Los datos presentados corresponden a la media de 5 réplicas + DE. Letras distintas indican grupos
estadisticamente diferentes a un p < 0,05 para cada pardmetro medido la parte aérea (letras resaltadas en negrita) o las
raices (sin negrita).



Resultados y discusién 99

En relacion a los aislamientos, las cepas PSL63, PSL80 y XT14 atenuaron considerablemente el
impacto del estrés en todos los parametros morfolégicos evaluados (Figura 4-14). En términos de
la longitud de la parte aérea, se evidenciaron incrementos de hasta el 48,3% en comparacion con
el grupo control de estrés, siendo la cepa PSL80 la que exhibid el mayor desempefio (p < 0,05). En
cuanto a las raices, los aumentos oscilaron entre el 14,3% y 27,4%, destacandose la cepa PSL63 en
este aspecto.

A nivel de biomasa, estos tres aislamientos promovieron la acumulacién de peso seco aéreo en el
rango del 44,1% al 57,1% respecto a las plantas estresadas, siendo la variacidn significativa (p <
0,05) en el caso de las cepas PSL80 y PSL63 (Figura 4-14). En las raices, la cepa XT14 también exhibid
un desempeno importante al incrementar la acumulacién de biomasa en el sistema radical en un
93,2% en relacion al control sometido a estrés, y hasta un 12,9% mas en comparacion con las
plantas en condiciones 6ptimas de humedad.

En contraste con lo anterior, en el caso de la cepa XT17, su inoculacién en las plantas no tuvo un
efecto mitigador del estrés en los parametros medidos, e incluso, se observé un rendimiento menor

en comparacion con las plantas control con PEG, aunque sin ser estadisticamente relevante.

Figura 4-15. Plantulas de maiz después de 11 dias de estrés de sequia simulada en un sistema gnotobidtico de crecimiento.
A) Control sin estrés, B) Control estresado (con PEG 6000 al 20% p/v), C) PSL80, D) PSL63, E) XT14 y F) XT17.
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Por otro lado, tras 11 dias de estrés, fue posible recuperar las bacterias correspondientes a cada
tratamiento de la rizdsfera de las plantas. En términos generales, las Pseudomonas spp. se
encontraron en las raices en cantidades celulares mayores que los Bacillus spp. La cepa PSL63
presentd los conteos més altos (p < 0,05) con un promedio de 4,4x10® UFC/g Peso Seco (PS) raiz,
seguida por PSL80 con 1,3x10® UFC/g PS raiz, mientras que las poblaciones de XT14 y XT17
estuvieron en un orden de magnitud menor, con 2,1x107 UFC/g PS raiz y 1,0x10”7 UFC/g PS raiz,
respectivamente, a pesar de que todas las cepas partieron de un indculo ajustado a 1,0x107
UFC/mL aproximadamente. Estos valores se presentan en la Tabla 4-6 expresados
logaritmicamente (Logio). En los controles, no se observaron crecimientos de colonias entre las
diluciones de 10 a 10°® sembradas en placas LB con ampicilina.

Tabla 4-6. Recuento de células de las cepas PSL80, PSL63, XT14 y XT17 presentes la rizdésfera del maiz. Los recuentos
celulares se determinaron en plantulas de maiz después de 11 dias de estrés osmotico inducido por PEG al 20%.

Tratamiento Log UFC/g PS raiz*
Control sin estrés No detectado**
Control de estrés (PEG 20%) No detectado**
PSL80 8,0 ab
PSL63 8,5 a
XT14 7,3 bc
XT17 7,0 C

*Los datos presentados corresponden a la media de 3 réplicas + DE. Letras distintas indican grupos estadisticamente
diferentes a un p < 0,05 bajo la prueba de rango multiple de HSD de Tukey. PS: Peso seco.
**No se detectaron colonias en las diluciones entre 102y 106,

En este modelo experimental, se evidencio un efecto mas pronunciado del estrés por déficit hidrico
en las plantas del grupo control en los pardmetros de longitud y biomasa seca, en comparacién con
los resultados hallados en el ensayo de invernadero (seccion 4.1.2). Por ejemplo, en el experimento
en camara de crecimiento donde se indujo el estrés mediante la aplicacion de PEG, se presentd una
reduccion significativa del 47,2% en la longitud de la parte aérea, y en la biomasa seca tanto aérea
como radical en mas del 41%. En contraste, en el ensayo en invernadero, el crecimiento
longitudinal aéreo no se vio afectado, la pérdida de biomasa seca aérea llegd maximo al 24% y en
cuanto a las raices, se estimulé su crecimiento tras la suspension del riego hasta un 76% (seccién
4.1.2). Las discrepancias encontradas entre ambos modelos (induccion de déficit hidrico mediante
PEG y cese de riego), tanto en la magnitud del impacto del estrés como en los cambios observados
en las respuestas morfoldgicas de las plantas de maiz ICA V109, sugieren que el nivel de estrés
alcanzado en ambas configuraciones experimentales fue diferente, siendo mas intenso en
presencia del agente estresor osmatico (PEG) y en plantas de menor desarrollo.

Sobre este hecho, Aslam et al., (2015) sefala que ante una sequia leve, las plantas activan
mecanismos de evitacidn que promueven el crecimiento de las raices. En cambio, en situaciones



Resultados y discusién 101

de estrés de intensidad moderada a severa, la densidad, volumen y nimero de raices tienden a
reducirse, lo que resulta en un sistema radical menos desarrollado. Asi mismo, las plantas de maiz
responden de manera distinta a la sequia segun la etapa de crecimiento en la que se encuentren.
Por ejemplo, si el estrés hidrico ocurre durante las etapas de emergencia y establecimiento, la
afectaciéon en la elongacién del tallo puede ser mayor que en etapas fenoldgicas mas avanzadas
(Zaman-Allah et al., 2016; Aslam et al., 2015). Estos hallazgos son coherentes con los resultados
observados en este estudio.

Se ha mencionado que durante el estrés por sequia, las plantas incrementan la liberacidon de
compuestos ricos en carbono orgéanico a través de sus raices (hasta un 71% mas) y modifican el
perfil de su rizodeposicidon (Henry et al.,, 2007), para favorecer rdpidamente la composicién y
funcion de la comunidad microbiana de la rizésfera que les ayuda en su supervivencia (Karlowsky
et al., 2018; Naylor & Coleman-Derr, 2018). Las bacterias del suelo son mayormente dependientes
de los aportes de carbono derivados de las plantas para obtener energia y desarrollarse (Glick,
2020).

En el presente trabajo, se utilizé6 un montaje experimental bajo condiciones osmaticas estresantes,
donde la unica fuente de carbono disponible para las bacterias inoculadas en el sustrato, se
encontraba en los compuestos exudados por las plantas. Con ello, se buscaba promover la
guimiotaxis de las bacterias hacia las raices y observar su capacidad para colonizar y persistir en
ellas durante el déficit hidrico.

Teniendo como base los recuentos celulares, se encontré que las cepas evaluadas lograron
establecerse en la superficie de las raices de las plantas y mantenerse a lo largo del ensayo, siendo
mas exitosas en esta labor las cepas de Pseudomonas fluorescens (8,0 a 8,5 Log UFC/g PS raiz). En
el caso de las cepas de Bacillus spp., en XT14 se presentaron recuentos aproximadamente un 5%
superiores (en escala logaritmica) en comparacion con XT17, difiriendo de los resultados hallados
en los ensayos de tolerancia a estrés osmético en cultivo liquido, donde XT14 presenté poblaciones
considerablemente (p < 0,05) de menor tamafio en el mismo nivel de estrés empleado, es decir, a
una concentracidn de PEG del 20% p/v (seccién 4.3.2, Figura 4-11). Lo anterior, podria sugerir una
afinidad mayor de la cepa XT14 hacia los exudados del maiz y un mejor desempefio bajo estrés
osmotico prolongado.

Resulta interesante resaltar que las cepas con las mayores densidades poblacionales en las raices
mostraron los resultados mas prometedores en la mitigacion del estrés (Figura 4-14). Este hallazgo
concuerda con estudios anteriores realizados con cepas pertenecientes a los géneros de
Pseudomonas y Bacillus, donde se encontré que la eficaz colonizacion de las PGPB bajo estrés por
sequia era elemental para mejorar atributos de crecimiento en las plantas de maiz, mani y trigo
(Ahmad Ansari et al., 2023; Cesari et al., 2019; Niu et al., 2018). Por ejemplo, Sandhya et al. (2010),
reportaron un efecto positivo superior sobre la biomasa seca de las plantas de maiz en condiciones
de estrés hidrico, en aquellas donde las cepas de Pseudomonas se encontraban abundantemente
en las raices (4,0x10° a 1,2x10® UFC/g suelo-raiz). Los autores sugieren que una poblacién mayor
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de bacterias tolerantes presente en las raices de las plantas, puede estimular la rizodeposicién, y
consecuentemente, apoyar el incremento de la densidad bacteriana en la rizésfera, logrando un
efecto mas intenso en la promocidn del crecimiento de la planta.

Entre las ventajas de usar las PGPB tolerantes a bajos potenciales hidricos, se destaca su capacidad
mejorada para sobrevivir y persistir en el suelo durante la sequia en comparacion con las bacterias
no adaptadas. Esta caracteristica, les permite competir de manera eficiente y colonizar la rizdsfera,
siendo este un paso critico para lograr la interaccidon estrecha con la planta y establecer una
relacién simbidtica, que conlleve a la estimulacién del crecimiento y tolerancia del estrés (Niu,
2018; Marulanda, 2009). Si bien en esta investigacion no se determind la formacién de biopelicula
sobre las raices, es plausible que este haya sido el principal mecanismo por el cual las cepas se
adhirieron y lograron permanecer en la rizésfera. Esta suposicién se basa en su capacidad
comprobada para secretar EPS en condiciones de estrés osmotico (seccion 4.3.2), asi como en los
pasos metodolégicos que se siguieron para recuperar solo las bacterias que estuvieran
fuertemente adheridas a la superficie radical, los cuales implicaron fases de lavado, agitacion y
sonicacion.

Por otro lado, respecto a la diferencia notoria en la modulacién de la respuesta de la planta y la
mitigacién del estrés, ejercido por la inoculacién de estas cepas sobre la misma variedad de maiz
en el experimento en condiciones de laboratorio frente al de invernadero (seccién 4.1.2), podria
atribuirse por lo menos a tres factores hipotéticos. El primero de ellos, se debe a las condiciones
estériles en las que fue conducido el ensayo en cdmara de crecimiento. Al utilizarse semillas
desinfectadas superficialmente y un sustrato estéril, es probable que se haya evitado la
competencia en la rizésfera con la comunidad microbiana nativa del suelo, dando ventaja al
establecimiento de las cepas en las raices y facilitado su interaccion con la planta, permitiendo asi
observar un efecto mas evidente en la mitigacién del estrés. El segundo factor, podria deberse a
un nivel de estrés mayor experimentado en las condiciones de laboratorio. Se ha reportado en
estudios previos (Garcia et al., 2017; Rolli et al., 2015; Sandhya et al., 2010), que la expresién de
rasgos asociados a la promocion del crecimiento en las bacterias puede ser estimulada por el
aumento del estrés, por lo que es factible que se hayan obtenido mejores resultados en la ganancia
de biomasa y elongacidn de las plantas expuestas a condiciones mds intensas. El tercer factor,
podria atribuirse a la edad de la planta. Los resultados mas favorables tras la inoculacién de las
cepas hallados en condiciones de laboratorio, podrian indicar que las PGPB evaluadas proporcionan
un efecto mayor en la mitigacién del estrés cuando han sido inoculadas desde las etapas tempranas
de desarrollo de la planta en lugar de la semilla.

En resumen, con base en los resultados anteriores, se puede inferir que la capacidad de las cepas
osmotolerantes PSL80, PSL63 y XT14 de expresar multiples rasgos de PGP, tales como la habilidad
para establecerse en la rizésfera, secretar fitohormonas (compuestos tipo IAA), mineralizar fésforo
organico, captar hierro por medio de sideréforos (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al., 2020;
Laverde-Robayo, 2016), y en especial, de producir EPS, desempefid un papel crucial en la
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modulacién de la respuesta de la planta, permitiendo contrarrestar los efectos nocivos del estrés
osmotico inducido mediante el PEG.

En este sentido, los hallazgos mencionados tanto en los experimentos de invernadero como en
laboratorio, sugieren que estas cepas tienen potencial para el desarrollo de bioinoculantes que
mejoren significativamente la tolerancia de los cultivos en sitios con sequias recurrentes.

En la Tabla 4-7 se resumen los impactos y las reacciones fisioldgicas y bioquimicas en la planta
asociadas a la inoculacidn, asi como los posibles mecanismos de accion bacterianos (rasgos de
promocién del crecimiento) relacionados con la mitigacion del estrés hidrico en el modelo del maiz,
para las cepas que presentaron mayor potencial: PSL80, PSL63 y XT14.

Tabla 4-7. Beneficios de la inoculacion de las PGPB en el maiz ante el déficit hidrico y sus posibles métodos de accién

Reacciones fisioldgicas

Cepa Posibles mecanismos Impacto en la planta . . :
. .. . y bioquimicas asociadas
bacteriana de accién asociado a la PGPB
ala PGPB
PSL63 - Tolerancia a estrés - Incremento de biomasa - Aumento de prolina

osmotico (-0,45 MPa)
- Establecimiento
eficiente en las raices

seca aérea y radical - Aumento de actividad
(invernadero e invitro)  GR

- Incremento de longitud - Aumento de Chla en

- Produccion de raices (in vitro) hojas

compuestos inddlicos - Mejora la germinacién

(IAA) de semillas (in vitro)

- Solubilizacién y

mineralizacién de

fosforo
PSL80 - Tolerancia a estrés - Incremento de RWC - Aumento de solutos
osmotico (-0,45 MPa) foliar (invernadero) compatibles (azucares
- Establecimiento - Incremento de biomasa  totales solublesy
eficiente en las raices seca aérea (in vitro) prolina)
- Produccién de EPS - Incremento de biomasa - Aumento de Chla en
- Solubilizacién y seca de las raices (casa hojas
mineralizacién de de malla) - Disminucion de Car
fosforo - Incremento de longitud - Disminucién de
de la parte aérea (in actividad GR y APX
vitro)
XT14 - Tolerancia a estrés - Incremento de biomasa - Aumento de actividad
osmotico (-0,95 MPa) seca aérea y radical GR
- Establecimiento (invernadero e in vitro) - Aumento de Chla en
eficiente en las raices - Incremento de longitud  hojas
- Produccion de EPS aérea (in vitro) - Disminucion de
- Solubilizaciéon de actividad APX

fosforo

- Disminucion de Car







5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

En el maiz ICA V109, el estrés por déficit hidrico generd una respuesta diferente a nivel morfolégico,
bioquimico vy fisiolégico dependiendo del grado de estrés percibido por la planta. El estrés leve
(bajo condiciones de invernadero), si bien impacté negativamente la ganancia de biomasa seca
aérea, reduciéndola hasta un 24%, activd la respuesta antioxidante enzimatica (a través de GR) y
no enzimatica (por medio de carotenoides) en las hojas, promovié la acumulaciéon de solutos
compatibles como prolina (+48%) y azlcares solubles (+74%) e indujo notablemente la formacién
de raices (+76%) en comparacidn con las plantas irrigadas. Esto le permitid a la planta sostener sin
mayores pérdidas el crecimiento longitudinal aéreo y el RWC. No obstante, cuando el estrés fue
mas intenso (moderado a severo), como el presentado en los ensayos de casa de malla e in vitro,
se afectd significativamente la acumulacidn de biomasa aérea y radical (-61 y -42%
respectivamente), y la altura (-47,2%). Adicionalmente, las plantas exhibieron un mayor nivel de
deshidratacién, evidenciado por reducciones significativas en el RWC y la conductancia estomatica
(gs). En este sentido, se presume que la variedad de maiz empleada posee un grado de tolerancia
qgue le permite hacer frente al estrés por sequia leve, activando mecanismos de defensa y
adaptacion, pero su capacidad de respuesta se ve superada en condiciones de estrés mas severo.

Por otra parte, los resultados obtenidos a nivel de invernadero revelaron que la bacterizacidn con
la mayoria de las cepas evaluadas modulé los mecanismos de respuesta al estrés hidrico en el maiz,
afectando enzimas, pigmentos y/u osmolitos, de manera especifica en cada interaccién planta-
bacteria. Se observé que, algunas de ellas reforzaron la capacidad intrinseca de la planta para
resistir el estrés, lo cual se tradujo en una mejora notable en el estado hidrico (como con la
Pseudomonas PSL80) y un aumento significativo en la ganancia de biomasa aérea (en los casos de
PSL63, MT1C8, XT14 y MGC9), alcanzando hasta un 51% mas que en las plantas control sin riego.
En consecuencia, la inoculacidn con PGPB se presenta como una alternativa favorable para hacer
frente a la sequia agronémica.

En las condiciones de estrés inducido mediante PEG (in vitro), las cepas Pseudomonas fluorescens
PSL80 y PSL63 v, Bacillus aryabhattai XT14, exhibieron un desempefio superior en la mitigacion del
estrés en las plantas en comparacion con las demas pruebas realizadas a lo largo de este trabajo.
Se observaron incrementos significativos en la biomasa seca tanto aérea como de raiz, hasta un
57% y 93%, respectivamente, frente al control de sequia no inoculado. En contraste, en el ensayo
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de casa de malla, la inoculacién con las cepas no alterd la respuesta de las plantas en la mayoria de
los parametros evaluados, indicando que su desempefio se ve limitado en condiciones de estrés
severo. Por ende, utilizar estas cepas en un rango de intensidad de estrés hidrico de leve a
moderado permite potenciar sus beneficios.

El ensayo en cdmara de crecimiento se propone como un experimento in vitro apropiado para la
evaluacidn del estrés por déficit hidrico en las plantas y para analizar el efecto directo de las PGPB
en su mitigacion. Este enfoque proporciona un mayor control y uniformidad en el grado de estrés
osmético aplicado a cada unidad experimental, asi como en los pardmetros ambientales, al mismo
tiempo que evita la interferencia de los microorganismos nativos del suelo. No obstante, para
validar plenamente el potencial de las PGPB como agentes mitigadores del estrés, se requiere
conducir estudios adicionales en condiciones mas cercanas a las del cultivo.

También fue posible corroborar que la inoculacién bacteriana tuvo efectos positivos en la
disminuciéon del estrés hidrico independientemente de los medios de soporte utilizados, como
suelo y gravilla, la condicion de esterilidad del sustrato y la forma de inducciéon del déficit hidrico,
como el cese del riego y el uso de un estresor osmético (PEG). Lo anterior, evidencio la capacidad
de las bacterias para interactuar con la planta en diferentes ambientes bajo estrés.

Finalmente, los resultados de este estudio indicaron que las cepas osmotolerantes Pseudomonas
fluorescens PSL80 y PSL63 y Bacillus aryabhattai XT14 expresan multiples rasgos de PGP que
incluyen la habilidad de establecerse en la rizdésfera en condiciones de estrés, secretar
fitohormonas (compuestos tipo I1AA), mineralizar y solubilizar fésforo y producir EPS. Estos rasgos
de promocién desempefiaron un papel crucial en la modulacion de la respuesta de la planta al
estrés osmético inducido por PEG y, muy probablemente, en los ensayos de déficit hidrico en
matera. Se sugiere que la acumulacidon de los solutos compatibles prolina y carbohidratos solubles,
asi como el aumento de clorofila a y de la actividad antioxidante de GR inducida por las bacterias,
permitieron contrarrestar los efectos nocivos y mejorar la tolerancia de la planta al estrés hidrico.
Por tanto, se considera que estas cepas poseen un potencial significativo para el desarrollo de
bioinoculantes que mejoren la tolerancia de los cultivos en regiones propensas a la sequia.

5.2 Recomendaciones

En futuros proyectos que busquen evaluar la respuesta de las plantas inoculadas con PGPB al estrés
por sequia llevados a cabo en materas, se recomienda ajustar la duracion del ensayo
principalmente con base en el nivel de deshidratacion de la planta y otros cambios morfoldgicos
observables (como pérdida de turgencia o plegado de las hojas), dependiendo de la intensidad del
estrés deseado. Si bien, medir la pérdida de humedad del sustrato es una practica comun, no se
relaciona directamente con el grado de estrés percibido por la planta, ya que algunas de ellas
poseen mecanismos de resistencia al estrés que podrian enmascarar o dificultar la interpretacion
del efecto de la aplicacidn bacteriana.
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En esta misma linea, se recomienda poner a punto la metodologia para evaluar el estrés por déficit
hidrico en las condiciones especificas de casa de malla y de esta forma, verificar el efecto de las
PGPB en la mitigacién del estrés en un ambiente similar al de campo en el departamento del Cesar.

Es crucial continuar verificando que los rasgos de promocién y crecimiento de las cepas se
encuentren activos aun en condiciones simuladas o inducidas de estrés hidrico, tales como la
capacidad de solubilizar fésforo a partir de diferentes fuentes inorganicas y la actividad de ACC
desaminasa, para lograr establecer conexiones con los efectos de mitigacidn observados en planta.

Se recomienda conducir experimentos y andlisis adicionales tendientes a determinar los
mecanismos subyacentes a través de los cuales las bacterias con desempefio sobresaliente
confieren tolerancia al déficit hidrico en las plantas. Esto podria incluir la evaluaciéon de la expresién
de genes en la planta asociados con la tolerancia al estrés por deshidratacion y oxidativo que
puedan ser estimulados tras la inoculacidn bacteriana, asi como la deteccidn de genes en las cepas
vinculados a la tolerancia osmdtica y promocidn del crecimiento.

Al margen de los resultados de este trabajo, resultaria conveniente conducir pruebas de mayor
duracién y en campo, para determinar el efecto protector de las cepas frente al estrés hidrico en
diferentes estados de desarrollo del maiz y bajo condiciones ambientales reales. Es importante
incluir el monitoreo de pardmetros fisioldgicos adicionales que permitan ampliar el conocimiento
sobre los efectos del estrés en la planta (por ejemplo, la medicidn de la tasa de transpiracion, la
fluorescencia de la clorofila y eficiencia del uso del agua), asi como cambios a nivel anatémicos en
la planta (p.ej. engrosamiento de cuticula, formacion de tricomas y densidad de estomas).

Dado los resultados con las tres cepas mas promisorias en la mitigacién del estrés y considerando
gue en la literatura se encuentra evidencia sobre los mayores beneficios de las co-inoculaciones,
se aconseja conducir experimentos que permitan validar esta idea. Podria existir
complementariedad en las caracteristicas de promocion de las bacterias y que sus efectos
benéficos sobre la planta en estrés, sean potenciados.

En las pruebas de colonizacion, fue posible aislar las cepas de las raices de las plantas, lo cual sugiere
que las bacterias podrian haber sido atraidas por los exudados radicales. Se recomienda llevar a
cabo investigaciones adicionales para esclarecer el fendmeno, puesto que podria ser un area de
estudio con posibles aplicaciones para fortalecer la efectividad de las cepas en la colonizaciéon y
proteccion de las plantas.

Por ultimo, considerando que las plantas son mas susceptibles a infecciones en situaciones de
estrés, se recomienda evaluar la actividad antagonista de las cepas seleccionadas (PSL80, PSL63 y
XT14) frente a los principales patégenos del maiz.
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6. Material suplementario
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Anexo 1. Composicion del abono organico ABONAZA

Nombre comercial del producto: ABONAZA

No. Registro ICA: 482 (04/11/1994)

El mejor abono organico

Tabla suplementaria 6-1. Composicidn porcentual del abono organico ABONAZA, declarada en el empaque del producto.

Componente Aporte maximo (%)
Nitrégeno total (N) 2,36

Fdsforo total (P20s) 2,34

Potasio soluble (K;0) 1,95

Calcio (Ca) 3,23

Carbono organico oxidable total 15,00

Relacién Carbono Nitrégeno (C/N) 6,22

Cenizas 42,86

Humedad 17,28

Otras caracteristicas

Preparado a partir de: Gallinaza compostada (85%) y Porquinaza compostada (15%)

pH: 6,35

Densidad a 20°C (base seca): 0,42 g/cm?

Capacidad de retencion de agua: 205,00%

Microelementos: Calcio, Hierro, Cobre, Zinc, Magnesio, Cobalto, Boro, entre otros.
Contenido de metales pesados: No excede los limites establecidos en la NTC-5167 (primera

actualizacién).
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Anexo 2. Prueba preliminar de germinacion del maiz ICA V109 bajo
estrés osmatico inducido por PEG

Se realizé una prueba preliminar para determinar la concentracién mas adecuada de PEG 6000 que
se podria utilizar para afectar la germinacién del maiz sin llegar a inhibirla y asi, probar
posteriormente el efecto de las PGPB sobre esta variable en condiciones de déficit hidrico inducido.
La prueba se realizé como se describe en la seccién 3.3.2 con semillas estériles y agua ultrapura. Se

realizaron tres repeticiones independientes de la prueba.

Tabla suplementaria 6-2. Pruebas de germinacion de semillas de maiz ICA V109 a los 3 dias con diferentes
concentraciones de PEG 6000. Se utilizaron 50 semillas de maiz para cada prueba.

Concentraciones Numero de semillas germinadas

de PEG6000 Repeticidon 1 Repeticién 2 Repeticién 3
(8/L H20) 3 dias % 3 dias % 3 dias %
0 47 94% 42 84% 41 82%
5 38 76% 37 74% 38 76%
10 32 64% 32 64% 34 68%
20 3 6% 2 1% 3 6%
30 0 0% 0 0% 0 0%
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Anexo 3. Resultados de la variable longitud aérea de la planta en
los ensayos de invernadero

Tabla suplementaria 6-3. Resultados de altura para los grupos 1y 2 de los ensayos de invernadero en plantas de maiz de
10 dias, con riego al 80% de la capacidad de campo. Los valores corresponden a la media de 15 réplicas por tratamiento
+ DE.

Tratamiento Altura (cm) DE ANOVA
Grupo 1 p=02737
XT14 29,3 5,2
MT1C8 28,5 4,7
2755 28,2 5,1

Sin diferencias

PSL80 31,3 6,2 .

! ! estadisticas
PSL63 32,1 5,7
Cont. Irrigado 30,3 5,0
Cont. Sequia 31,7 5,5

Grupo 2 p =0,3075
MGC9 19,4 2,3
XT17 19,5 2,6
XT13 19,4 3,0

Sin diferencias

XT110 19,4 2,0 estadisticas
XT38 19,9 1,9
Cont. Irrigado 19,7 2,0
Cont. Sequia 17,9 2,2

Tabla suplementaria 6-4. Resultados de altura para los grupos 1y 2 de los ensayos de invernadero en plantas de maiz de
31 dias, después de 11 dias de estrés hidrico. Los valores corresponden a la media de 15 réplicas por tratamiento + DE.

Tratamiento Altura (cm) DE ANOVA
Grupo 1 b = 0,0607
XT14 48,8 8,9
MT1C8 48,5 5,5
2755 44,8 7,5 o '
PSL80 442 6,5 Sin dlfe’re'naas
estadisticas
PSL63 50,7 5,1
Cont. Irrigado 45,3 6,5

Cont. Sequia 49,5 7,4
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Continuacién Tabla suplementaria 6-4. Resultados de altura para los grupos 1 y 2 de los ensayos de invernadero en
plantas de maiz de 31 dias, después de 11 dias de estrés hidrico. Los valores corresponden a la media de 15 réplicas por

tratamiento £ DE.

Tratamiento Altura (cm) DE ANOVA
Grupo 2 p=0,3249
MGC9 46,5 6,7
XT17 42,7 4.4
XT13 43,8 6,0
Sin diferencias
XT110 44,3 6,8 estadisticas
XT38 41,3 5,7
Cont. Irrigado 43,0 4,8
Cont. Sequia 43,7 5,5
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Anexo 4. Resultados de solubilizacion de fosfato tricalcico en
placas NBRIP

Cont. (-)

Figura suplementaria 6-1. Prueba preliminar de solubilizacidn de fosfato tricélcico en placas de NBRIP, con indicador de
pH a las 24 h de inoculacioén. El color verde del medio indica un pH aproximado de 7,0. Entre menor es el pH, este se
torna amarillo.
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Anexo 5. Resultados de parametros morfologicos, fisiologicos y
bioguimicos determinados en el ensayo de casa de malla

Tabla suplementaria 6-5. Efecto de la inoculacion de las PGPB sobre parametros fisioldgicos y bioquimicos en plantas de
maiz de inoculadas con PGPB en condiciones de déficit hidrico

Tratamiento Long. 20 gs21 gs26 Chla Chlb Car
(cm) (mmol/m?s)  (mmol/m?s) (ne/g PF) (ne/g PF) (ne/g PF)
Control
Irrigado 89,6+11,9a 364,7+133,7 366,3+81,8  1151,7+299,8  363,2+112,1  156,7+41,7
Control
Sequia 88,549,1ab  369,0+60,6 300,3+95,9  1460,7+218,8  449,9+62,5  202,4+25,0
PSL63 418,5+
83.6+115abc 1288 358,1£96,2 1349,3+184,3  395,6+75,4  176,5+27,4
PSL80 82,4+6,7abc  491,0+99,8  313,6+166,9 1277,7+2059  370,3+73,6  184,0+28,5
MGC9 85,5¢54abc  386,1+21,7  298,8+104,5 1286,8+127,5  378,2+48,8  170,5+24,5
MT1C8 82,5+11,6abc  414,0£95,1 276,7454,2  1231,5+178,3  364,3#55,8  170,5+19,1
2755 84,3+4,6abc  433,9+114,0  295,3+97,2  1300,3+260,1  389,3+93,2  182,0+41,1
XT13 80,9+12,8bc  370,7+99,5  312,2+126,6  1103,4+191,9  346,0+77,7 154,4+31,3
XT14 85,5¢5,1abc  369,1+134,8  256,8+46,4  1121,3+131,3  346,0+51,8  158,3+22,1
XT17 80,0+9,6¢ 416,1+135,4  253,0+89,5  1188,5+147,5  366,8+58,0  156,6+15,3
XT38 77,2+12,9¢c 358,7+97,1 390,0497,8  1214,4+173,9  380,4%70,9 158,9+24,8
XT110 79,8+14,5¢ 340,8+110,1  313,5498,9  1407,3+127,9  430,1+42,0  186,4+28,6
p <0,05 Sin diferencias estadisticas

Los datos corresponden a la media de 5 réplicas por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias estadisticas a un

p<0,05 entre tratamientos mediante la prueba de Duncan. Long. 20: Longitud de la parte aérea de la planta medida a los
20 dias PS; gs 21: Conductancia estomatica medida en el dia 21 PS; g; 26: Conductancia estomatica medida en el dia 26
PS; Chla: Contenido de Clorofila a: Chlb: Contenido de Clorofila b; Car: Contenido de Carotenoides; PF: Peso Fresco.
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Anexo 6. Analisis de Componentes Principales (PCA) de
parametros de respuesta monitoreados en el maiz ICA V109
inoculado con PGPB (casa de malla)

Tratamientos
2755
Irrigado
MGC9
MT1C8
PSL63
PSL80
Sequia
XT110
XT13

Dim2 (19.8%)

XT14
XT17
XT38

01 K3 [ &2 ES E S % & I O E

=50 =25 0.0 25
Dim1 (35.5%)

Figura suplementaria 6-2. PCA de atributos fisioldgicos y bioquimicos estudiados en las plantas de maiz inoculadas con
PGPB bajo estrés por sequia. EI PCA explica el 55,3 % de la varianza observada y las elipses representan el intervalo de
confianza del 95% para cada tratamiento. Nétese la separacion formada entre los grupos del tratamiento control irrigado
(color naranja, simbolo ) y el de sequia (color azul agua marina, simbolo :) RWC: Contenido Hidrico Relativo; gs:
Conductancia estomatica; Alt: Altura de la planta; GR: Actividad enzimatica de Glutation Reductasa; APX: Actividad
enzimatica de Ascorbato Peroxidasa; Azlc: AzUcares totales solubles; Chla: Clorofila a; Chlb: Clorofila b; Car: Carotenoides;
Pro: Prolina
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Tratamientos

2755

CONT. IRRIGADO
CONT. SEQUIA
MGC9

E Qe
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PSLE3
PSL30
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Figura suplementaria 6-3. PCA de atributos morfolégicos estudiados en las plantas de maiz inoculadas con PGPB bajo
estrés por sequia. El PCA explica el 85,7% de la varianza observada y el tamafio de las elipses representan el intervalo de
confianza del 95% para cada tratamiento. Nétese la separacion formada entre los grupos del tratamiento control irrigado
(color naranja, simbolo ) y el de sequia (color café, sn’mboloA). BA: Biomasa Seca aérea; BR: Biomasa seca de raices; Alt:
Altura de la planta; Alt-Dif: Diferencia de altura de la planta entre el dia 20y 31 PS.
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