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GLOSARIO Y ABREVIATURAS 
 
CFU: Unidad formadora de colonia. 

OD: Densidad óptica. 

MS: Medio Murashige y Skoog. 

IAA: Ácido indol-3-acético. 

PsJN: Paraburkholderia phytofirmans PsJN. 

522: Flavobacterium endophyticum 522. 

J70: Nocardioides plantarum Grainger J70. 

B4: Variovorax paradoxus B4. 

SP7: Azospirillum. brasilense SP7. 

KT2440: Pseudomonas putida KT2440. 

SynCom: Comunidades microbianas sintéticas. 

AHL: N-acyl-l-homoserine lactone. 

QS: quorum sensing. 

PGPB: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal. 

Fitness: Adecuación biológica de las plantas. 

Microbioma: Conjunto de microorganismos, sus genomas y metabolitos presentes en 

un organismo, que cumplen alguna función e interaccionan con el ambiente. 

Biocontrol: Utilización de organismos vivos para reducir las actividades productoras de 

enfermedades de un patógeno o parásito. 
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RESUMEN 
La rizósfera es la porción del suelo que interactúa con las raíces de las plantas y en la 

cual ocurren una serie de interacciones biológicas, tanto entre microorganismos como 

entre microorganismos y la planta. Estas interacciones ecológicas pueden ser neutras, 

benéficas o perjudiciales para el hospedero. Por una parte, las comunidades 

microbianas sintéticas (SynCom) son grupos de tres o más microorganismos (ej. 

bacterias) que permiten estudiar, de manera simplificada, algunas de estas 

interacciones ecológicas y sus efectos sobre el hospedero.  Por otra parte, dentro de las 

comunidades microbianas rizosféricas pueden haber Bacterias Promotoras del 

Crecimiento Vegetal (PGPB), que tienen la capacidad de favorecer el crecimiento de las 

plantas o su respuesta a distintos estreses.  

En esta tesis se trabajó con una SynCom de cinco bacterias representativas de la 

rizósfera de la planta modelo Arabidopsis thaliana en conjunto con la bacteria 

promotora del crecimiento (PGPB), Paraburkholderia phytofirmans PsJN para evaluar el 

siguiente objetivo general: determinar y comparar los efectos de una bacteria 

promotora del crecimiento (PGPB), siendo inoculada de manera única y dentro de una 

comunidad microbiana sintética (SynCom) representativa de la rizósfera de Arabidopsis 

thaliana, en condiciones estándares de crecimiento para la planta.  

Como primer alcance, se estudió microbiológicamente el comportamiento entre las 

bacterias de la SynCom, realizando ensayos de competencia y caracterizando las 

distintas cepas mediante ensayos in vitro. En los ensayos de competencia se observó 

que la cepa Pseudomonas putida KT2440 inhibió el crecimiento de las otras cepas en 

estudio, incluyendo la PGPB, P. phytofirmans PsJN. La caracterización de la SynCom 

entregó información sobre solubilización de fosfato, producción de sideróforos y de 

ácido indol-3-acético (IAA). Posteriormente se llevaron a cabo ensayos in vitro con A. 

thaliana utilizando cepas aisladas, combinaciones de cepas y la SynCom. Además, 

ensayos de recolección de los exudados de las raíces de la planta, para evaluar el 

crecimiento de las cepas en estos. En el ensayo de cepas aisladas se definió la 

concentración (unidad formadora de colonias; CFU) de cada cepa que era capaz de 
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promover el crecimiento, siendo escogida la concentración 10ସ ቀ
஼ி௎

௠௟
ቁ. Luego se 

inocularon plantas in vitro con parejas de cepas, comparando el efecto de las cepas 

aisladas y en combinación con la cepa P. putida KT2440. Se observó que la cepa KT2440 

no promovió el crecimiento de la planta, excepto en pareja con la cepa PsJN, logrando 

aumentar el largo de la raíz en comparación con los otros tratamientos. Al cuantificar 

colonias por largo de raíz ቀ ஼ி௎

௖௠ ௗ௘ ௥௔í௭
ቁ todas las cepas lograron crecer de forma aislada, 

no obstante, sólo dos cepas (A. brasilense SP7 y P. phytofirmans PsJN) crecieron en 

conjunto con KT2440. Al evaluar la SynCom, todos los tratamientos aumentaron el área 

de roseta, pero la cepa PsJN, de manera aislada, y en conjunto con la SynCom sin la 

presencia de la cepa KT2440, logró incrementar el largo de raíz. En el ensayo de 

exudados se evaluó el crecimiento aislado de las cepas utilizando los exudados 

recolectados de las raíces de A. thaliana. Se observó que todas las cepas pudieron usar 

los exudados como fuente de carbono, excepto F. endophyticum 522.  

En conclusión, este estudio ha evidenciado la existencia de diferencias entre los 

contextos con y sin planta. Los ensayos de competencia pueden predecir algunos 

efectos de las interacciones entre microorganismos y planta. La concentración a 

inocular de cada cepa es determinante en la promoción del crecimiento de la planta. La 

cepa P. phytofirmans PsJN corrobora efectos promotores del crecimiento a la planta, 

estando de manera aislada y en una SynCom, sin la presencia de la cepa KT2440. A 

partir de los ensayos de caracterización de las cepas y los ensayos in vitro se puede 

concluir la importancia de la elección de los miembros de una SynCom. Dado que, se 

observó la capacidad competitiva de una cepa (P. putida KT2440) frente a las otras. 

Además, se remarca la importancia de los exudados radiculares, debido que estas 

sustancias parecen ser esenciales para el crecimiento de las cepas.  

No obstante, se requieren futuros estudios in vitro y análisis genómicos para 

determinar efectos directos de la SynCom en la planta. Como proyección se propone 

evaluar la SynCom en contexto de suelo, con el objetivo de recrear condiciones de un 

ambiente natural. Así como el análisis genómico de las cepas para una identificación 

más precisa. 
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DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA U OPORTUNIDAD 
El cambio climático, definido como variaciones a largo plazo de temperatura y patrones 

climáticos, y la acción humana en la agricultura ha perjudicado la fertilidad del suelo 

(Hannula, et al 2020). Esto se traduce en una disminución de los niveles de carbono en 

el suelo, un aumento en la tasa de erosión del suelo y una alteración en el balance 

natural (Lal, R. 2004; Smith, P. et al 2016). Las consecuencias actuales incluyen el 

deterioro de la biodiversidad, debido al uso no selectivo de insecticidas, que perjudican 

a diversos microorganismos (Tzec-Interián et al., 2020; Timmusk, S., et al. 2017). Así, 

como la acumulación de residuos químicos en la cadena alimentaria y la reducción de la 

disponibilidad nutricional en el suelo, debido al uso de pesticidas (De Coninck et al., 

2015; Backer et al., 2018). En consecuencia, es necesario incrementar el rendimiento 

de los cultivos para lograr adaptarlos a los estreses ambientales (Arrouays, D., et al. 

2017; Van der Heijden et al., 2006). 

 

Últimamente se ha estudiado la aplicación de microorganismos como biocontrol para 

contrarrestar los efectos negativos mencionados, puesto que en el suelo viven 

microorganismos que ayudan a las plantas a adquirir nutrientes, regular y producir 

hormonas y proteger ante patógenos (Marin, O. et al. 2020; Yang et al., 2009; Kim et 

al., 2011; Berendsen et al., 2012). Específicamente, en la superficie de las raíces de las 

plantas se genera un ambiente nutritivo, llamada rizósfera (Faure, et al., 2008; Hiltner, 

1904). La cual, está habitado por múltiples poblaciones de microorganismos, que 

secretan activamente moléculas de bajo y alto peso molecular, pudiendo asistir en la 

asimilación de nutrientes y mejorar el crecimiento de la planta (Lundberg et al., 2013; 

Combes-Meynet et al., 2011). Esta coordinación e interacción entre los 

microorganismos esta impulsada, principalmente, por los sustratos orgánicos 

expulsados por las raíces, los exudados (Zhalnina et al., 2018). Esta interacción conjunta 

de microorganismos, junto con sus genomas, conocido como microbioma, contribuye  

directamente al crecimiento de las plantas, la productividad, el secuestro de carbono, 

la fitorremediación, la absorción de nutrientes y la resistencia a enfermedades (Pascale 
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et al.,2020; Lundberg et al., 2012). Por lo tanto, el conocimiento y el uso de 

microorganismos pueden ser esenciales para lograr una agricultura más sostenible 

(Marin, O. et al. 2020). 

 

Actualmente, se busca recrear el microbioma rizobacteriano a partir de comunidades 

microbianas sintéticas (SynCom) bajo una estrategia natural de cooperación metabólica 

y sintrofía (beneficio mutuo) entre microorganismos (Bernstein HC, et al. 2014; Morris 

BE, et al. 2013). Estas SynCom han demostrado tener un impacto positivo en la salud, 

crecimiento y nutrición del hospedero (Haney et al., 2015; Pieterse et al., 2016; 

Hacquard et al., 2015; Lugtenberg & Kamilova, 2009). En el ultimo tiempo, se ha 

implementado el uso de una SynCom para aprovechar sus capacidades emergentes con 

objetivos biotecnológicos, como enfrentar los desafíos ambientales (estrés por 

nutriente, salino; Scott, S.R. et al. 2016). 

 

Las comunidades microbianas sintéticas son ensamblajes compuestas por dos o más 

bacterias que viven en simbiosis y pueden estar formadas por bacterias representativas 

del microbioma que habitan en la rizósfera de la planta (Astudillo-García et al., 2017).  

Dentro de este grupo se pueden encuentran las Bacterias Promotoras del Crecimiento 

(PGPB, por sus siglas en inglés) que se caracterizan por beneficiar a la planta, 

influyendo en el crecimiento, respuesta inmune y tolerancia al estrés abiótico y biótico 

(Lugtenberg, B. et al. 2009; Poupin et al., 2013). Sin embargo, el escaso conocimiento 

sobre las interacciones microorganismo-microorganismo en la rizósfera de las plantas 

dificulta el diseño de comunidades para investigaciones biológicas, puesto que es difícil 

predecir qué bacterias o grupos bacterianos tendrán un efecto positivo o negativo en el 

hospedero (Herrera Paredes, et al., 2018; Finkel, O. M., et al. 2020; Liu, Y, et al. 2019).  

 

En el presente estudio, se busca dilucidar y comprender algunos aspectos de las 

interacciones entre microorganismos-microorganismos-planta, específicamente entre 

microorganismos que habitan en la rizósfera. Con el fin de entender, si actúan de forma 
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mutualista o si se dan interacciones de competencia, si algún microorganismo toma 

ventaja de otro o si se aprovecha de la planta.  

 

A partir de una extensa búsqueda bibliográfica y gracias al conocimiento de la planta 

modelo A. thaliana, se buscó aislar bacterias representativas del microbioma de A. 

thaliana, con el fin de formar una SynCom estable y robusta, evaluando las 

interacciones entre microorganismos, mediante ensayos de competencia y entre 

microorganismos y planta, a través de estrategias in vitro. 
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INTRODUCCIÓN 
i) Mecanismos de comunicación e interacciones entre microorganismos en la 
rizósfera. 

Los microorganismos no suelen vivir aislados, en general conviven con otros 

microorganismos, formando comunidades microbianas complejas y dinámicas (Klitgord 

N, et al. 2010). La dependencia de vivir en comunidad radica en el hecho de cumplir 

roles complementarios, generando una red ecológica intrínseca (Johns, N. et al. 2016). 

Por ejemplo, los microorganismos necesitan de metabolitos suplementarios u otros 

compuestos químicos, que son secretados por otros miembros de la comunidad para 

mantener su viabilidad (Song h, et al. 2014). Por lo tanto, es primordial conocer y 

entender las interacciones célula-célula y cómo estos organismos se comunican en una 

comunidad microbiana (Schuster, M., et al. 2013). 

 

A grandes rasgos, las interacciones de las comunidades microbianas pueden tener tres 

impactos sobre el hospedero: positivo (+), negativo (-) o neutro (0). De lo anterior, se 

pueden segregar 6 categorías: comensalismo (+/0), mutualismo (+/+), competencia (-/-

), parasitismo (+/-), amensalismo (-/0) y neutralismo (0/0)1 (Song h, et al. 2014). Estas 

categorías representan el resultado de la interacción entre dos organismos, pudiendo 

ser cooperativa, neutra o antagonista. Por ejemplo, el amensalismo significa que en la 

interacción uno de los organismos se ve desfavorecido (-) y el otro organismo no sufre 

ningún efecto (0). De esta manera, se pueden clasificar las propiedades y dinámicas de 

una comunidad como un sistema completo (Song, H. et al. 2014; Faust, K., & Raes, J. 

2012).  

 

Además, las interacciones coordinadas de múltiples microorganismos permiten 

procesos metabólicos específicos, los cuales pueden ser unidireccionales o 

bidireccionales. Una interacción comensal, en la cual uno de los organismos se ve 

beneficiado (+) y el otro organismo no experimenta ningún cambio (0), es 

 
1 Se considerará el símbolo (+), como un efecto favorecedor, el símbolo (-), como un efecto desfavorecer 
y el símbolo (0) sin efecto alguno. 
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unidireccional, puesto que un organismo depende del producto del otro. Por otro lado, 

el mutualismo (o sintrofía) es una dependencia mutua (bidireccional), debido que un 

microorganismo proporciona un compuesto químico, el cual es usado por otro 

microorganismo a cambio de una recompensa (Klitgord N, et al. 2010; Johns N.I., et al. 

2016; Morris BE, et al. 2013). 

 

Desde una perspectiva molecular, las interacciones entre microorganismos generan 

diversas reacciones y mecanismos para lograr un comportamiento en comunidad. 

Existen dos grandes mecanismos de comunicación: interacción por contacto e 

interacción sin contacto (Schuster, M., et al. 2013). El primer mecanismo es el 

intercambio de biomoléculas entre microorganismos por contacto físico celular 

(directo) (Compant, S., et al 2019). El segundo mecanismo es el intercambio de 

metabolitos y señalizaciones entre microorganismos sin contacto físico celular 

(señalizaciones químicas) (Song, H. et al. 2014.). Por ejemplo, el Quorum sensing (QS), 

el cual consiste en el automonitoreo de la densidad poblacional de la bacteria a partir 

de la producción de N-acyl-l-homoserine lactone (AHL) (Hassani, M. et al. 2018. Waters, 

C. M., & Bassler, B. L. 2005). Este mecanismo coordina la expresión génica y ejerce 

influencia sobre el comportamiento diferencial, implicando que las especies que 

contienen estas proteínas reguladoras, al unirse a un ligando en particular, regulan 

múltiples promotores del mecanismo QS (Scott, S.R. et al. 2016). Este sistema de 

detección se ha encontrado en varias bacterias asociadas a la rizósfera, lo cual 

demuestra que controlan expresiones funcionales en respuesta a la densidad 

poblacional (Steidle. A. et al. 2001).  

 

Se han definido taxa claves dentro del microbioma de A. thaliana, , como, por ejemplo, 

Acidobacteriota, Actinomycetota (presente la familia Nocardioidaceae), 

Pseudomonadota (presente las clases α, β y γ) y Planctomycetes se encuentran 

principalmente en la rizósfera y Actinomycetota, Pseudomonadota (presente la familia 

Azospirillaceae, Burkholderiaceae, Comamonadaceae y Pseudomonadaceae) y 
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Bacteroidota (presente la familia Flavobacteriaceae) están presentes en las raíces 

(Poupin, et al 2023; Compant, S., et al 2019). La diversidad de taxa enriquece la 

cantidad de microorganismos, los cuales contienen genes con funciones esenciales 

para el fitness de la planta, como la producción de fitohormonas, que afecta el 

crecimiento de la planta o la secreción de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato 

(ACC) desaminasa, que reduce el nivel de la hormona del estrés (etileno) en la planta 

(P. Lemanceau, et al 2017; N. Rascovan, et al 2015; Compant, S., et al 2019).  

 

Además, existen las especies satélite, las cuales están en baja abundancia y cantidad, 

pero son reconocidas por ser impulsoras de funciones claves para el ecosistema, tales 

como reducir microorganismos no deseados (invasores) del suelo  y/o la producción de 

compuestos antifúngicos volátiles que protegen a la planta de patógenos transmitidos 

por el suelo (I. Hanski, 1982; A.E. Magurran, et al 2003; W.H.G. Hol, et al 2015; C.A. 

Mallon, et al 2015). 

 

ii) Interacciones entre microorganismos y hospedero. 

Como se mencionó, el suelo es un ecosistema diverso y rico en microorganismos y las 

raíces de las plantas generan un ambiente beneficiosa para la proliferación de los 

microorganismos aledaños (Faure, D., et al 2008; Criollo, P. et al. 2012). La rizósfera 

genera constantes interacciones entre macroorganismos y microorganismos, 

incluyendo sus genomas (microbioma), y entre -microorganismos-hospedero, la cual 

desencadenan distintos efectos unos sobre otros  (Hassani, M. et al. 2018; Poupin et al. 

2023).  

 

Debido a estas interacciones ecológicas complejas que se dan entre planta y 

microorganismos se ha creado el concepto holobionte, el cual considera como una 

entidad funcional al hospedero y su microbioma (Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, I. 

2016). El holobionte incluye las diferentes poblaciones bacterianas  presentes en la 

rizósfera (rizobacterias) y a la planta hospedera, las cuales pueden tener efectos 
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beneficiosos o perjudiciales (Criollo, P. et al. 2012; Vandenkoornhuyse P, et al. 2015). 

Por ejemplo, las PGPB permiten que el holobionte de la planta sobreviva a diferentes 

estreses abióticos (cambios ambientales) y bióticos (Lyu D, et al. 2021; Bordenstein, SR 

et al. 2015). Además, los microorganismos que viven tanto dentro (endófitos) como en 

la superficie (epífitos) de la planta inciden al hospedero, incluso en su genoma, lo que 

lleva al concepto de hologenoma (Müller DB, et al. 2016). Se cree que, la combinación 

del genoma del hospedero y el microbioma podrían influir en el fitness de la planta 

(tanto morfológicamente, fisiológicamente, en comportamiento y desarrollo), así como 

adaptaciones en respuestas a cambios abióticos y/o bióticos y evolución (Poupin et al. 

2023; Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, I. 2016).   

 

Adicionalmente, en la rizósfera ocurren una serie de complejas interacciones y 

procesos biogeoquímicos, impulsados por los exudados liberados por las raíces de la 

planta (Combes-Meynet et al., 2011; Lundberg et al., 2013; Zhalnina et al., 2018). Estos 

exudados  son los principales recursos nutritivos (fuente de carbono y energía) de los 

microorganismos que habitan la zona, promoviendo el crecimiento de 

microorganismos beneficiosos e induciendo a fenómenos de motilidad y quimiotaxis, 

cambios metabólicos y transcriptómicos (De Weert et al., 2002; Rudrappa et al., 2008; 

Cordovez, V. et al., 2019; Pascale et al., 2020).  

 

Cabe destacar, que las raíces de las plantas hospedan una diversidad de 

microorganismos, que incluye a arqueas (Thaumarchaeota, Crenarchaeota y 

Euryarchaeota), protistas, virus, hongos (principalmente de los filos Ascomycota y 

Basidiomycota) y oomicetos (Pythium, Phytophthora, Peronospora and Albugo; 

Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, I. 2016; Larousse, M. & Galiana, E. 2017; Coleman-

Derr, D. et al. 2016). Según literatura, se ha observado que la comunidad de arqueas es 

diversa y específica, además, tiene la capacidad de degradar glicógeno, el cual es 

exudado por los hongos (Taffner, J. et al. 2018). Los virus y protistas juegan un papel 

importante en el ensamblaje de la comunidad bacteriana y así en la composición del 
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suelo, contribuyendo en la diversidad del microbioma (Gao, Z. et al 2018; Pratama, A. 

et al. 2018). Estas interacciones entre diferentes reinos pueden afectar al fitness de la 

planta, aunque aun se requiere una mayor investigación en este campo. (Liu et al., 

2019; Durán, P. et al. 2018).  

 

iii) Comunidades microbianas sintéticas (SynCom). 

Considerando que los microorganismos interactúan constantemente con la planta, 

influenciando en su crecimiento, en la absorción de nutrientes y hasta en la resistencia 

a enfermedades, es esencial entender cómo las plantas regulan sus microbiomas y 

cómo estos influyen en su crecimiento y desarrollo (Liu, Y, et al. 2019). Actualmente, se 

pueden estudiar de forma holística o reduccionista. La forma holística estudia el 

microbioma de las raíces como un todo, es decir, se mantienen las densas redes de 

interacciones y sus entornos naturales (Tecon, R. et al. 2019). El método reduccionista 

busca descomponer las interacciones entre plantas y microorganismos en factores 

experimentalmente controlables, así se pueden comprender sus funciones y 

mecanismos (Liu, Y, et al. 2019). Este método se ha utilizado para identificar los 

diversos mecanismos moleculares utilizados por los microorganismos para llevar a cabo 

tanto la cooperación como la competencia en la planta (Hassani, M. et al. 2018). Las 

SynCom serían una mezcla de ambos enfoques, utilizando microorganismos cultivables 

en condiciones únicas para obtener  resultados reproducibles e investigar la función de 

la rizósfera en el fitness de la planta (Liu, Y, et al. 2019). Estas SynCom se han 

construido con el objetivo de emular comunidades naturales y evaluar sus 

interacciones reales (Marin O. 2020). 

 

Además, basándose en los principios de interacción microbiana en la naturaleza, una 

SynCom, en comparación con monocultivos, permite la especialización celular y 

cooperación productiva de funciones (Jones J.A., et al. 2017; Wintermute, E.H. et al. 

2010). Esta complementariedad de especies entrega mayor resistencia a 

perturbaciones ambientales y capacidades metabólicas más complejas, puesto que 
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benefician a cada miembro en términos de uso del sustrato, equilibrio redox y 

crecimiento celular (Brenner, K. et al 2008; Jones J.A., et al. 2017). Otro punto, es la 

capacidad de catalizar eficientemente más procesos al combinar procesos enzimáticos 

y metabólicos de distintos microorganismos (Jagmann, N., & Philipp, B. 2014). En 

contraposición, las cepas aisladas carecen de flexibilidad metabólica y, no simulan 

todos los factores que influyen, tales como las toxinas que degradan, la producción de 

compuestos naturales y en la capacidad de crecimiento y desarrollo en los distintos 

ambientes (Bernstein HC, et al. 2014; Schick, 2006).  

 

Se sugiere que las SynCom que consisten en 2 o más especies desempeñan funciones 

cooperativas con complementariedad, lo que aumenta la productividad general y 

permite un comportamiento más complejo, superando las limitaciones de los 

monocultivos (Shun Che, et al. 2019; Teague, B.P. et al. 2015; Chen, Y., et al. 2015). La 

selección de las especies sigue distintos propósitos, como representar funciones o 

rasgos microbianas específicas, para representar un arreglo taxonómico determinado, 

basado en redes de interacción y combinar cepas con funciones previamente conocidas 

(Zheng et al., 2019; Toju et al., 2018, 2020; Poudel et al., 2016; Durán et al., 2018; Kong 

et al., 2018; Santhanam et al., 2019). No obstante, recrear estas SynCom presenta 

desafíos que requieren  conocer los microorganismos y sus vías enzimáticas (McCarty 

et al. 2019). Para entender el metabolismo microbiano completo, primero hay que 

comprender las propiedades de las cepas individuales en cultivos puros, luego generar 

interacciones en comunidades complejas y evaluar los efectos (Wintermute EH, et al. 

2010).  

 

Una opción para aplicar biotecnológicamente funciones bacterianas es a través de la 

biología sintética, sin embargo, existen obstáculos al momento de analizar e 

implementar circuitos genéticos de microorganismos de alta complejidad y tamaño, 

tales como,  interacciones genéticas no deseadas, límites del tamaño del DNA que 

acepte la célula hospedera y/o carga metabólica inducida al hospedero (Kylilis N, et al. 
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2018). Por lo tanto, el uso de la SynCom podría superar algunas de estas limitaciones al 

permitir la transferencia de metabolitos, la comunicación, la interacción y la 

especialización celular, aumentando la eficiencia de los bioprocesos y la organización 

espacial (Jagmann, N., & Philipp, B. 2014). 

 

iv) Bacterias Promotoras del Crecimiento (PGPB) y su relación con una comunidad 
microbiana sintética (SynCom) y un hospedero.  

Como se mencionó con anterioridad, existen bacterias que promueven el crecimiento 

de las plantas (PGPB), llamadas rizobacterias, las cuales crecen en asociación con una 

planta hospedera, ayudando a la adaptación de las variaciones medioambientales 

(estreses) y estimulando el crecimiento (Vessey, J. K. 2003; Roughgarden, J. et al., 

2018). Dentro de estas bacterias, los géneros más referenciados son Azospirillum sp., 

Bacillus sp., Rhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Azotobacter sp., Erwinia 

sp., Herbaspirillum sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp. y Xanthomonas sp. (Criollo, et 

al. 2012). 

 

Las PGPB colonizan la rizósfera de la planta, induciendo efectos positivos directos e 

indirectos en el crecimiento, en respuestas inmunes, al estrés abiótico o biótico, entre 

otros (Poupin, et al. 2013. Lugtenberg, et al. 2009). Por ejemplo, la cepa 

Paraburkholderia phytofirmans PsJN es una PGPB, la cual habita en la rizósfera y 

endósfera (medio interno de la planta) de diversas especies vegetales. Esta bacteria 

promueve el crecimiento y mejora la adaptación al estrés en varias especies de plantas 

herbáceas y leñosas (Poupin, M.J. et al. 2016). Según el estudio de Poupin et al. (2013) 

se demostró que la cepa P. phytofirmans PsJN es capaz de acelerar el crecimiento y el 

ciclo de vida de plantas Arabidopsis thaliana gracias al sistema de Quorum sensing 

mediado por señalizaciones de AHL, lo que resulta en una colonización efectiva y en 

interacciones beneficiosas (Zúñiga, A. et al. 2013). Se evidencia la importancia de la 

comunicación entre celular, sugiriendo que la incorporación de una PGPB en una 

SynCom sugeriría un efecto benéfico hacia el hospedero. 
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La estructura de las comunidades de microorganismos de la rizósfera difiere entre las 

especies de plantas, puesto que estas cambian la composición física y química del 

suelo, alterando el pH, la estructura del suelo, la disponibilidad de oxígeno y de 

nutrientes (Vessey, J. K. 2003; Lundberg, D. S, et al. 2012). Esto puede afectar la 

capacidad de colonización de las bacterias, lo que significa que no todas pueden invadir 

eficazmente el área radicular de las plantas (Finkel, O. et al. 2020). Por lo que, los 

efectos observados en la planta pueden ser consecuencias directas o indirectas de las 

interacciones entre microorganismos (Arnold, et al. 2019). 

 

Un ejemplo del uso de comunidades microbianas sintéticas de tamaño mediano es el 

estudio de Tsolakidou et al., 2019, el cual diseñó una SynCom de 25 cepas bacterianas 

seleccionadas del compost. Se realizaron tres tratamientos: sin inoculación, inoculación 

de una cepa e inoculación de múltiples cepas. Los resultados indicaron que solo la 

inoculación de múltiples cepas en el suelo, es decir una SynCom, tuvo efectos 

beneficiosos a largo plazo en la rizósfera de la planta del tomate. Se concluyó, que la 

aplicación de comunidades microbianas sintéticas en sustratos pobres puede producir 

fenotipos de plantas reproducibles.  

 

Otro ejemplo, es el estudio de Voges et al., 2019, el cual exploró el papel de los 

metabolitos en la determinación de las bacterias que habitan en la rizósfera. Para 

lograr el objetivo, se desarrolló una SynCom mediana compuesta por 22 bacterias de 

diversidad filogenética, todas aisladas de la rizósfera de Arabidopsis thaliana. El 

objetivo era detectar cambios en la comunidad que ocurren en ausencia de pequeñas 

moléculas secretadas, como fitoalexinas, flavonoides y cumarinas. Este estudio ayudó a 

comprender los mecanismos específicos por los cuales las moléculas derivadas de 

plantas median la composición del microbioma.  

 

En cuanto al tamaño de las comunidades sintéticas, implementar una SynCom pequeña 

se asemeja más a un razonamiento reduccionista, puesto que busca centrarse en cada 
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miembro de la comunidad conociendo o no las posibles influencias que pudiera tener 

sobre el hospedero (Zhuang et al. 2020).  Normalmente, se opta por esta opción 

cuando el objetivo de la investigación es evaluar los rasgos de las PGPB, priorizando 

funcionalidad antes que un análisis ecológico, de esta manera se simplifican los 

diferentes resultados de las interacciones (O. Marín. 2020). Por ejemplo, en el estudio 

de Zhuang et al. 2020 se exploró la rizósfera del ajo para seleccionar cepas PGPB. 

Descubrieron que, al aumentar la riqueza de la comunidad de Pseudomonas se 

beneficia la biomasa vegetal y el contenido de nutrientes. Se comparó la inoculación 

entre cepa aislada y en una SynCom de 5 cepas, las cuales pudieron promover el 

crecimiento de las plantas de manera más confiable y efectiva que las cepas aisladas. 

 

Independiente del tamaño de las comunidades sintéticas, estas tienen un potencial uso 

para comprender y estudiar los efectos de las interacciones entre microorganismos y 

hospederos, siendo relevantes hoy en día para poder afrontar los cambios ambientales 

radicales (Großkopf, T., 2014). No obstante, para obtener una SynCom exitoso, que 

sostenga el crecimiento celular de forma estable y robusta, es crucial seleccionar 

adecuadamente los miembros de esta, para así formar interacciones interdependientes 

y estables (Shahab, R. L., 2018). Además, para obtener una inoculación exitosa 

microbiana, las bacterias tienen que invadir y persistir en el contexto radicular para 

interactuar con los microorganismos que habitan originalmente (endógenos) y 

adaptarse a las condiciones abióticas, de esta manera se establecería una interacción 

compatible con el hospedero (Finkel, O. et al. 2020). 

 

Los multicultivos han permitido evaluar el impacto de los efectos de las PGPB, el 

biocontrol, la respuesta inmune del hospedero y la comunicación en la rizósfera a 

través de la liberación de diferentes sustancias químicas (Zhuang et al. 2020; Lee et al. 

2020; Schulz-Bohm et al 2015). En cada estudio previamente mencionado, se concluyó 

que las capacidades complementarias de los miembros de la SynCom tienen un 
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impacto positivo mayor en comparación con las cepas aisladas en el hospedero (O. 

Marín 2021; Santhanam et al. 2019).  

 

Debido lo anterior, en el presente estudio se trabajó con una comunidad microbiana 

sintética (SynCom) representativa de la rizósfera de la planta A. thaliana con la bacteria 

P. phytofirmans PsJN. Se estudió los efectos de las interacciones entre 

microorganismos y con la planta hospedera. Además, de comparar los efectos de cepas 

aisladas y como parte de una SynCom en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Se 

buscó responder a las preguntas, ¿Cómo se comportan las cepas en una SynCom, en 

comparación a cuando están inoculadas de manera aislada en plantas de A. thaliana?, 

¿Qué tipo de interacciones se dan entre las bacterias de la comunidad microbiana 

sintética y entre las cepas y la planta? ¿Existe promoción del crecimiento, beneficio 

mutuo o tiene efectos perjudiciales? 
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HIPÓTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Hipótesis alternativa 

La inoculación de una cepa tipo PGPB en conjunto con una comunidad 

microbiana sintética (SynCom) tendrá un efecto adicional a la inoculación como cepa 

aislada en el crecimiento de las plantas Arabidopsis thaliana. 

 

Objetivo general 

Determinar y comparar los efectos de una bacteria promotora del crecimiento 

(PGPB), siendo inoculada de manera única y dentro de una comunidad microbiana 

sintética (SynCom) representativo de la rizósfera de la planta Arabidopsis thaliana, en 

condiciones estándares de crecimiento para la planta.  

  

Objetivos específicos 

a. Diseñar una comunidad microbiana sintética (SynCom) representativa de la 

comunidad bacteriana de la rizósfera de Arabidopsis thaliana. 

b. Caracterizar la comunidad microbiana sintética (SynCom) más la presencia 

de cepa PGPB, a través de ensayos de compatibilidad bacteriana para 

evaluar interacciones entre las bacterias representativas. 

c. Comparar los efectos entre una comunidad microbiana sintética (SynCom) 

más la adición de una cepa PGPB y los efectos de una PGPB inoculada como 

cepa única en el crecimiento de la planta modelo Arabidopsis thaliana. 
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METODOLOGÍA 
Objetivo A.  

Selección, aislamiento y crecimiento de bacterias representativas 

Las bacterias representativas de la rizósfera de A. thaliana utilizadas fueron: 

DSM 29537 – Flavobacterium endophyticum 522 (Bacteroidetes) 

DSM 11054 – Nocardioides plantarum Grainger J70 (Actinobacteria) 

DSM 17436 – Paraburkholderia phytofirmans PsJN (β-proteobacteria) 

DSM 06125 – Pseudomonas putida KT 2440 (γ-proteobacteria) 

DSM 11541 – Rhizobium etli CFN-42 (α-proteobacteria) 

DSM 40451 – Streptomyces olivochromogenes (Actinobacteria) 

DSM 21786 – Variovorax paradoxus B4 (β-proteobacteria) 

 

Las cepas fueron obtenidas de la colección de DSMZ y activadas en un medio específico 

diluido. Luego, todas las cepas fueron cultivadas por método de aislamiento en placas 

Petri redondas con medio LB sólido por 24 h a 30°C en la incubadora de placas 

(Memmert D-06062 600). De cada placa Petri redonda se seleccionaron colonias y se 

re-aislaron. 

Para tener cultivos frescos, se creció en tubos de ensayo con medio líquido LB, 

“picando” cada cepa con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS modelos P200 y 

dejando la punta dentro del tubo de ensayo. El grupo control fue solo medio líquido LB.  

Se realizó un ensayo (ensayo definición medio óptimo) para seleccionar el medio que 

logre un crecimiento óptimo de cada cepa. Todas las bacterias fueron inoculadas en 

medios sólidos y líquidos selectivos 535, 1, 1139, 65, 92 y R2A (véase en anexos). Cada 

cepa se inoculó por el método de asa de forma zigzag en 1/7 de placa Petri redonda 

con los distintos medios selectivos, replicando 3 veces cada medio, en la figura 1 se 

ejemplifica la forma de plaquear cada bacteria en la placa Petri.  
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Figura 1. Placa con medio sólido R2A y el crecimiento zigzag por el método de asa de las 

cepas F. endophyticum 522, P. phytofirmans PsJN, A. brasilense SP7, P. putida KT2440 y 

V. paradoxus B4. 

Identificación de bacterias representativas: Extracción y purificación de ADN, 
Amplificación gen 16S rDNA y Análisis filogenético. 

Se extrajo el ADN de todas las cepas en estudio mediante el protocolo del kit de 

purificación de ADN genómico Wizard (Promega, 2019). Para las cepas Nocardioides 

plantarum Grainger J70 y Streptomyces olivochromogenes se realizó el protocolo 

correspondiente a bacterias gram positiva. Para las cepas Flavobacterium 

endophyticum 522, Pseudomonas putida KT2440, Rhizobium etli CFN-42 y Variovorax 

paradoxus B4 se procedió a realizar el protocolo para bacterias gram negativas. Se 

purificó el DNA a partir del protocolo de precipitación por etanol. Se agregó 0.1 vol de 

acetato de sodio 3M (𝐶𝐻ଷ𝐶𝑂𝑂𝑁𝑎)  y 2.5 vol de etanol 100% enfriado en hielo a -20°C 

(CH3CH2OH) a cada tubo de PCR que contiene el ADN amplificado, se agitó para mezclar 

bien. Luego, para que precipite, se almacenó a -80°C el PCR durante 1 hora. A 

continuación, los tubos fueron centrifugados a 14.000 rpm durante 30 min a 4°C. Los 

pellets fueron lavados dos veces con 0.5 ml de etanol al 75% y enfriados a -20°C.  Se 

realizó una segunda centrifugación a 14.000 rpm durante 30 min a 4°C. Se descartó el 

sobrenadante y se re-suspendió el sedimento en 20μL de 𝐻ଶ𝑂. Finalmente, los tubos 

fueron almacenados a -20°C. 
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Para obtener las cepas representativas se amplificó el gen 16S mediante un PCR en Bio-

Rad T100 Amplification Thermal Cycle con los partidores 27F (5′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) y 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3), siguiendo el 

régimen de una denaturación inicial por 10 min a 95°C, para luego realizar 38 ciclos de 

denaturación a 95°C por 30 s, unión a 58°C por 30 s y amplificación a 72°C por 45 s. Se 

uso una solución compuesta por partidores forward y reverse, un mix de dNTPs mix, 

10X buffer (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl pH-8.3), MgCl 250 mM y enzima Taq. En cada 

tubo se dispuso24 ul de la solución más 1 ul del DNA extraído. Además, se realizó un 

control positivo y un control negativo. El resultado del PCR (3 ul) fue dispuesto para una 

electroforesis en Sigma power PS 500-2. Se uso 1.5% agarosa (60mL por gel, Laftken, 

ca. No.: FER/00A200), Omega Bio-tek 50X TAE Buffer (diluido 1X, Lot no: 

TAE50X052518SKM3878), RedGel Nucleic Acid Stain 10,000X in DMSO (6μL per-gel, cat. 

No.: 41002, Lot. No.: 17G0919), loading 6X BM-0330 Buffer (2μL por muestra, Lot no.: 

20160949) y standard Ladder. La cuantificación del contenido de ADN en los productos 

de PCR se realizó con Biotek EON 259271. 

  

El ADN purificado fue secuenciado por Macrogen, el cual se envió a Corea del Sur. Los 

resultados obtenidos se alinearon mediante la aplicación Ape, utilizando los partidores 

forward y el reverse complementario. Los nombres filogenéticos se obtuvieron 

mediante la base de datos NCBI, específicamente en Blast de nucleótidos. Las bacterias 

obtenidas fueron las descritas con anterioridad con un e-value sobre 99%. 

Relación cantidad bacterias presentes en medio de cultivo ((CFU) con densidad óptica 
(OD) 

Se midió la cantidad de bacterias presentes con una densidad óptica a 600 nm, 

mediante el método de dilución de muestras, con el fin de cuantificar las bacterias a 

tratar. Se evaluaron las OD 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 y 0,7 con sus respectivas 

diluciones. Se usó el espectrofotómetro Healthcare Bio-Sciences GeneQuant 130 para 

evaluar la densidad óptica de cada cepa. Para cada OD, se diluyó la muestra hasta 10-5, 
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inoculando 100 ul de cada dilución en placas Petri con método de rastrillo de vidrio en 

césped, esterilizándolas en etanol absoluto para cada uso.  

Se guardaron las placas en la incubadora de medios frescos a 30°C durante 24 hrs. Al 

día siguiente, se escogieron las placas con la dilución en la que se encuentren entre 30 

y 300 colonias. El fin de este procedimiento fue lograr cuantificar la cantidad de 

colonias presentes y realizar una relación de la magnitud de bacterias existentes a una 

OD determinada.  

 

Objetivo B.  

Con la finalidad de analizar las interacciones entre cepas, se llevaron a cabo diversos 

escenarios experimentales, en los cuales las cepas se sometieron a interacciones de 

contacto directo e indirecto, además, se evaluó el crecimiento en conjunto en medio 

sólido y líquido. En esta sección se trabajó con las mismas concentraciones de 

bacterias, por lo tanto, en cada ensayo, previamente, se llevaron a todas las bacterias a 

la misma concentración,  1 × 106 ஼ி௎

௠௟
 . El procedimiento estándar fue medir cada cepa 

su densidad óptica (OD) hasta obtener la OD conocida descrita en la sección “Relación 

cantidad bacterias presentes en medio de cultivo (CFU) con densidad óptica (OD)”. Se 

realizaron diluciones específicas a cada cepa. Las respectivas diluciones fueron: Las 

cepas F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y A. brasilense SP7 se diluyeron 1:10. La 

bacteria P. putida KT2440 y N. plantarum Grainger J70 no fueron diluidas, puesto que 

su magnitud es de 1 × 106CFU. La cepa P. phytofirmans PsJN se diluyó 1:100. 

Evaluación del crecimiento de cepas co-cultivadas en medio sólido R2A. 

El objetivo fue evaluar el crecimiento de una cepa en presencia de otra cepa, cuando se 

encontraba co-cultivadas en el medio sólido R2A. Primero, en placas Petri se vertió 10 

ml de medio sólido R2A, generando una delgada película del medio, entregando una 

base. Segundo, se vertió una mezcla del medio R2A con agar al 50% (8 gr de agar) y la 

bacteria respectiva a una concentración 1 × 104 ஼ி௎

௠௟
. Debido a lo anterior, las bacterias 

F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y A. brasilense SP7 fueron diluidas en 1:1.000, 
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teniendo que mezclar 50 ml de R2A con agar al 50% con 50 ul de bacteria. La cepa P. 

phytofirmans PsJN fue diluida en 1:10.000, teniendo que mezclar 50 ml de R2A con 

agar al 50% con 5 ul de bacteria. La cepa P. putida KT2440 se diluyó en 1:100 teniendo 

que agregar 50 ml de R2A con agar al 50% con 500 ul de bacteria. Por cada bacteria se 

realizó 3 réplicas, vertiendo aproximadamente 15 ml de mezcla (R2A con agar al 50% 

más bacteria) en cada placa Petri. 

 

Por último, se inoculó una gota de 8 ul de cada bacteria en 5 puntos distantes dentro 

de la placa Petri. Cada placa fue cerrada con Bemis Parafilm PM-996, para luego 

incubarlas en la estufa durante 48 hrs. Después del tiempo de incubación, se 

escanearon con escáner fotográfico a color EPSON Perfection V600 para documentar el 

resultado obtenido. 

Evaluación del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto indirecto.  

La finalidad del ensayo fue evaluar el crecimiento de las cepas en ausencia de contacto 

directo, con el propósito de detectar posibles efectos de inhibición o de mutuo 

crecimiento. Cada cepa en estudio, por separado, se dejó inoculando en tubos de 

ensayo con 2 ml de medio líquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con 

agitación Daihan LabTech LSI-1005. Cada bacteria tuvo que estar a la misma 

concentración de CFU, siendo 1 × 106 ஼ி௎

௠௟
. En placas petri con medio R2A sólido se 

inoculó 4 gotas de 10 ul de una cepa. Adyacentemente a esa gota inoculada, se inoculó 

10 ul de una cepa distinta, las gotas deben estar lo más cercano posible, evitando 

contacto entre gotas. Se dejó secar por 1 hora bajo la cabina de seguridad biológica 

Nuaire clase II tipo A/B3 y luego fueron selladas con Bemis Parafilm PM-996. Se 

realizaron 3 réplicas por bacteria, buscando generar la máxima cantidad de 

combinatorias posibles (Ishizawa et al., 2019). Todas las placas fueron dejadas por 24 

hrs en la incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C.  
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Evaluación del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto directo.  

El propósito del ensayo fue evaluar el crecimiento de una cepa al estar en contacto 

directo con otra, se buscó determinar si se producía inhibición o si ambas crecían de 

manera óptima. Se procedió a inocular cada cepa en estudio, por separado, en tubos 

de ensayo con 2 ml de medio líquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con 

agitación Daihan LabTech LSI-1005. Cada bacteria debió estar a la misma concentración 

de CFU, siendo 1 × 106 ஼ி௎

௠௟
. 

 

En placas Petri previamente vertidas con medio sólido R2A, se trazó una línea vertical 

con una de las cepas, insertando cuidadosamente un asa estéril dentro del cultivo 

líquido y luego generando una línea vertical sobre la placa Petri. Se esperó 30 minutos. 

A continuación, con un asa estéril previamente insertada en otro cultivo líquido de una 

cepa distinta, se trazó una línea perpendicular al trazo vertical, generando cruces de 

cepas. En cada placa quedó un trazo vertical con una cepa y trazos perpendiculares con 

las cepas restantes. Por cada bacteria (trazo vertical) se realizaron 3 réplicas y todas las 

placas fueron dejadas por 24 hrs en la incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 

30°C (Eng et al., 2020).  

Análisis del crecimiento simultaneo entre cepas de la SynCom en medio líquido R2A.  

El propósito de este ensayo fue registrar el crecimiento simultáneo de dos cepas 

diferentes, inoculadas a la misma concentración en medio líquido R2A. El objetivo fue 

verificar si hay algún tipo de inhibición entre las cepas, si alguna de ellas modifica su 

fenotipo o si ambas crecen de manera óptima en estas condiciones. Cada cepa en 

estudio, por separado, se dejó inoculando en tubos de ensayo con 2 ml de medio 

líquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con agitación Daihan LabTech LSI-

1005. Cada bacteria tuvo que estar a la misma concentración, siendo 1 × 106 ஼ி௎

௠௟
. 

Posteriormente, en tubos de ensayo se mezcló 1 ml de una cepa con 1 ml de otra cepa, 

realizando todas las posibles combinaciones. Cada combinatoria fue dejada en la 

incubadora con agitación Daihan LabTech LSI-1005 por 24 hrs. Transcurrido el tiempo, 

se realizó 5 diluciones a cada combinatoria: 1:10, :100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000. De 
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cada dilución, se extrajeron 100 ul con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS P200 y se 

vertió el contenido en placas Petri con medio R2A sólido. A partir del método de 

rastrillo, se esparció uniformemente los 100 ul previamente vertidos. Para cada 

dilución se realizaron 2 réplicas y todas las placas fueron dejadas por 24 hrs en la 

incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C.  

Capacidades metabólicas de las cepas integrantes de la SynCom. 

Para cada ensayo se creció cada cepa en medio líquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la 

incubadora con agitación Daihan LabTech LSI-1005. Posteriormente, se midió la OD, 

para dejar a todas las bacterias a la misma concentración, 1 × 106  
஼ி௎

௠௟
. 

 

Para evaluar la capacidad de solubilización de fosfato de las bacterias, se vertió 25 ml 

del medio National Botanical Research Institute’s phosphate (NBRIP, véase en Anexos) 

en tres placas Petri redondas. Una vez seco, se inoculó 8 ul de cada bacteria a la misma 

concentración sobre la placa Petri de forma aislada y próximas entre las distintas cepas 

(Nautiyal, 1999; Suleman et al., 2018). Cada placa fue dejada en la incubadora de placas 

(Memmert D-06062 600) a 30°C por 48 hrs. 

 

Para la detección de producción de sideróforos de las distintas cepas, en 3 placas Petri 

se vertió 25 ml del medio CAS de agar azul (véase en Anexos) más la adición de 

succinato a 15 mM (Lynne et al., 2011). La adición de succinato fue para el crecimiento 

de la bacteria P. phytofirmans PsJN. Se inoculó 8 ul de cada bacteria sobre la placa 

Petri, de forma aislada y próximas entre las distintas cepas. Cada placa fue dejada en la 

incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C por 48 hrs. 

 

Para detectar producción de ácido indol-3-acético (IAA), se preparó 50 ml del reactivo 

(R1), compuesto por 1 g de 𝐹𝑒𝐶𝑙ଷ × 6𝐻ଶ𝑂, 28.945 ml de agua estéril y 21.055 ml de 

ácido sulfúrico concentrado. 
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Se realizó una curva estándar, compuesta de 500 ul de solución IAA 50 ௠௚

௅
, 80 ul de 

triptófano a 50mM y el resto de medio líquido R2A hasta completar 10 ml de solución. 

Para formar la curva estándar se realizaron 9 distintas concentraciones de la solución y 

agua destilada, para la concentración 50௠௚

௅
  (100% de solución), concentración 40 ௠௚

௅
 

(80% de solución), 30 ௠௚

௅
 (60% de solución), 20௠௚

௅
 (40% de solución), 15 ௠௚

௅
 (30% de 

solución), 10 ௠௚

௅
 (20% de solución), 5௠௚

௅
 (10% de solución), 1௠௚

௅
 (2% de solución) y 0௠௚

௅
 

(0% de solución) (Glickmann E, et al. 1995). La figura 2 representa el resultado final de 

las coloraciones a las distintas concentraciones de la curva estándar.  

 

 

Figura 2. Curva estándar. De izquierda a derecha se presencia los tubos de mayor 

concentración a menor concentración. Se evidencia los distintos cambios de color, 

siendo el color más intenso (naranjo) indicador de producción de auxina. 

 

En tubos de ensayo, se agregó 1 ml de cada concentración más 1 ml del reactivo R1. Se 

esperó 15 min para medir la absorbancia a 530 nm de 2 ml en el espectrofotómetro 

Biotek Eon 259271. Este procedimiento de curva estándar se realizó dos veces.  
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Para evaluar si alguna cepa produce IAA, se realizaron dos ensayos para cada bacteria. 

Un ensayo consistió en cada cepa crecida aislada en tubos de ensayo con medio líquido 

R2A por 24 hrs en la incubadora de placas a 30°C. El otro ensayo, consistió en cada 

cepa crecida en conjunto con 2 mM triptófano en tubos de ensayo con medio líquido 

R2A por 24 hrs en la incubadora con agitación Daihan LabTech LSI-1005R a 30°C. 

De cada ensayo, se extrajo 1 ml de cada tubo de ensayo y se mezcló con 1 ml del 

reactivo R1, esperando 15 minutos. Pasado el tiempo, se midió la absorbancia de 2 ml 

de muestra a 530 nm en el espectrofotómetro Biotek Eon 259271.  

Objetivo C.  

Medio, Esterilización semillas y Condición crecimiento 

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando plantas de Arabidopsis thaliana, in vitro 

en medio Murashige y Skoog (MS) (Cappellari et al., 2019; Finkel et al., 2019) con 1% 

agar (pH 5,7) en placas Petri cuadradas (12 cm × 12 cm) y selladas con cinta parafilm 

Bemis PM-996, crecidas dentro una cámara de cultivo a 21-22°C, con un fotoperiodo de 

16 horas de luz y 8 de oscuridad por 14 días. 

La estratificación de semillas de Arabidopsis thaliana se realizó esterilizando con etanol 

absoluto durante 1 min en vortex, Cloro 50% (50% agua destilada autoclavada y 50% 

Cloro comercial (10%)) durante 7 min en vortex, seguido de 3 lavados de agua destilada 

autoclavada durante 1 min en vortex (Khan et al., 2020), se agregó un último volumen 

de agua destilada autoclavada para dejar en estratificación durante 4 días para 

sincronizar la germinación (Poupin et al., 2013).  

Las condiciones de crecimiento fueron estándares, por lo tanto, las semillas fueron 

sembradas en placas de Petri cuadradas (12 cm × 12 cm) con medio MS/2 y sin 

sacarosa para germinar las semillas (Finkel et al., 2019). Las placas fueron selladas con 

parafilm Bemis PM-996 y las semillas se dejaron germinando verticalmente. Las plantas 

fueron cultivadas en una cámara de crecimiento vegetal a 21-22° C, fotoperíodo de 16 

h de luz y 8 h de oscuridad durante 14 días. 
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Definición de la concentración de las cepas a inocular.  

La finalidad del ensayo fue identificar la concentración óptima en la que se presenció 

un efecto de la bacteria en el crecimiento de la raíz primaria y área de la roseta de A. 

thaliana en condiciones estándares. Para el presente ensayo, aproximadamente 4 días 

antes, se estratificaron 12 mg de semillas de A. thaliana (aproximadamente 600 

semillas), para inocular 8 semillas por placa Petri cuadrada.  

 

Primeramente, cada tratamiento de cada bacteria fue dividido en tres concentraciones 

distintas, para determinar la concentración que genere efectos adicionales sobre la 

planta A. thaliana. Cada cepa fue crecida en matraces de 250 ml en medio líquido R2A 

por 48 hrs. Se realizaron segundos inóculos para obtener mayor volumen. Cada cepa 

fue inoculada con 50 ml de medio MS/2 en placas Petri cuadradas, teniendo que diluir 

y/o centrifugar para disminuir y/o aumentar la magnitud de concentración.  

 

Cada concentración tuvo 4 réplicas, obteniendo como final 12 placas por bacteria. La 

bacteria P. putida KT2440 fue llevada a concentraciones de 104, 105y 106  
஼ி௎

௠௟
. La 

bacteria F. endophyticum 522 y A. brasilense SP7 fueron llevada a concentraciones de 

104,106y 107 ஼ி௎

௠௟
. Las bacterias V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsJN fueron llevadas 

a concentraciones 104, 106 y 108  
஼ி௎

௠௟
. Cada concentración de cada bacteria se mezcló 

con 50 ml de medio MS/2 y se esperó 45 min hasta que solidifico. Con una micropipeta 

RAININ Pipet-Lite XLS modelo P20 se dispuso 8 semillas separadas en la parte superior 

de cada placa Petri cuadrada, cada punta fue cambiada a medida que se inoculó cada 

semilla, evitando contaminación. Se realizaron 6 placas control solamente con medio 

MS/2 sin sacarosa. Cada placa fue sellada con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de 

forma vertical en orden aleatorio en una cámara de cultivo con luz led a 21°C por 14 

días. 

 

Pasado los 14 días se procedió a escanear con el escáner fotográfico a color EPSON 

Perfection V600. Para analizar las estadísticas se utilizó Graphpad y las variables a 
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evaluar fueron largo raíz (𝑐𝑚) y área roseta (𝑐𝑚ଶ). Los datos de ambas variables a 

medir se obtuvieron con ImageJ. En Graphpad se realizaron análisis estadísticos de 

normalidad, como Shapiro-Wilk y D’Angostino-Pearson. Además, para saber si existía 

significancia entre los tratamientos, se realizó el test paramétrico ANOVA de una vía. 

Recolección de exudados de la planta A. thaliana. 

El objetivo del ensayo fue recaudar los exudados provenientes de A. thaliana para la 

evaluación del posible crecimiento de las cepas en estos. La recolección de exudados se 

realizó de dos formas distintas. El primer ensayo consistió en un experimento 

hidropónico con artefactos manuales. Se fabricó un andamio, el cual está compuesto 

por una malla plástica entre 2 placas plásticas con 70 agujeros, cerrada con amarras de 

plástico convencionales. Se pegaron 4 patas de plástico en cada extremo (Cillero J, et al 

2019).  

 

En recipientes plásticos esterilizados se vertió aproximadamente 50 ml de medio 

líquido MS/2 sin sacarosa, colocando el andamio a dentro con pinzas estériles. En cada 

agujero se inoculó con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS modelo P20 una semilla 

previamente estratificada de A. thaliana. Este procedimiento se repitió 5 veces. 

Cada recipiente plástico fue sellado con parafilm Bemis PM-996 y dispuestas en una 

cámara de cultivo con luz led a 21°C por 14 días. La recolección de exudados se realizó 

dentro de la cabina de seguridad biológica Nuaire clase II tipo A/B3 con una jeringa 

estéril de 50 ml y se vertió con filtros singer de 0.22 um en tubos Falcon de 15 ml.  

 

El segundo ensayo consistió en la recolección del exudado a partir de la extracción del 

agar de placas Petri. En placas redonda previamente dispuestas con medio semisólido 

MS/2 sin sacarosa, se inocularon 24 semillas estratificadas de A. thaliana. Se realizaron 

13 réplicas, selladas con cinta parafilm Bemis PM-996 y dispuestas por 14 días en una 

cámara de cultivo con luz led a 21°C. 
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La recolección del exudado consistió en la extracción de cada planta, para luego 

centrifugar el agar y guardar el sobrenadante. El líquido fue filtrado con filtros singer 

0.22 um y vertidos en Falcon de 50 ml.   

Evaluación de la curva de crecimiento de las cepas en exudados. 

A partir de los exudados recolectados en el ensayo previo, se analizó el efecto de estos 

para determinar su influencia en el crecimiento bacteriano. Esto se llevó a cabo 

mediante la medición prolongada del desarrollo de cada cepa usando el equipo Biotek 

EON 259271. Se realizaron dos ensayos en placas ELISA de 96 pocillos, debido que para 

el ensayo hidropónico se utilizó sacarosa y para el ensayo en agar no, entonces los 

tratamientos variaban. Los ensayos consistían en cuatro tratamientos a cada de las 6 

cepas en estudio. Como primer paso, días previos, se debió crecer en tubos de ensayo 

cada cepa por separado en medio liquido R2A. Transcurrido el tiempo, se midió la OD 

de cada cepa, debido que las cepas deben iniciar a una OD 0.1. De cada tratamiento se 

realizó tres replicas. Como grupo control se usó el medio MS/2 con sacarosa y sin 

sacarosa más la adición de cada cepa por separado. Otro tratamiento fue medio liquido 

R2A más la adición de cada bacteria al 100% por separado. Un tercer tratamiento fue el 

líquido exudado -exudado extraído del ensayo hidropónico y exudado extraído del 

ensayo agar- más la adición de cada bacteria. Como último tratamiento se realizó 50% 

de líquido de exudado más 50% de cada bacteria crecida en medio R2A. La siguiente 

tabla (tabla 1) revela la disposición de cada tratamiento y de cada cepa dentro de la 

placa ELISA para el ensayo de exudado hidropónico, la variación con el segundo ensayo 

es el uso de MS/2 sin sacarosa.  
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Tabla 1. Ilustración representativa de placa ELISA de 96 pocillos con los distintos 

tratamientos y las distintas cepas. Para ensayo hidropónico se usó MS/2 con sacarosa, 

para ensayo en agar se usó MS/2 sin sacarosa.  

Análisis del efecto fenotípico en la planta modelo A. thaliana de las interacciones 
entre dos cepas. 

Se buscó evaluar los efectos de combinaciones de cepas en la planta A. thaliana, 

centrándose en particular en la interacción con la cepa, P. putida KT2440, debido a los 

resultados obtenidos en los ensayos microbiológicos, que mostraron una inhibición del 

crecimiento hacia las otras bacterias. Los tratamientos fueron: P. putida KT2440 + F. 

endophyticum 522; P. putida KT2440 + N. plantarum Grainger J70; P. phytofirmans PsJN 

+ P. putida KT2440; P. putida KT2440 + V. paradoxus B4; P. putida KT2440 + A. 

brasilense SP7. Además, se buscó evaluar el efecto de cada cepa aislada, teniendo 

grupos aislados de P. putida KT2440, F. endophyticum 522, N. plantarum Grainger J70, 

P. phytofirmans PsJN, A. brasilense SP7 y V. paradoxus B4. Como control negativo 

(grupo control) no se dispuso de ninguna cepa.  

 

Las condiciones de crecimiento de la planta y estratificación de semillas fueron 

estándares. A partir del resultado del ensayo definición de concentración de bacteria 

en planta, la cantidad de bacteria a utilizada fue de una magnitud de 10ସ ஼ி௎

௠௟
. Por lo 

tanto, la suma de ambas cepas debió quedar a una magnitud de 10ସ ஼ி௎

௠௟
.  

Se combinó medio semisólido MS/2 sin sacarosa con las distintas cepas para luego 

verter aproximadamente 50 ml en cada placa Petri cuadrada y luego sembrar 8 semillas 

de A. thaliana -previamente estratificadas- con aproximadamente 1 cm de distancia 

entre semilla. Se realizaron 4 réplicas por cada tratamiento (48 placas totales), las 

cuales fueron selladas con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de forma vertical en orden 

aleatorio en una cámara de cultivo con luz led a 21°C por 14 días.  
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Análisis del efecto fenotípico de la SynCom en la planta modelo A. thaliana. 

El propósito del ensayo fue analizar los efectos en la planta causados por diferentes 

tamaños y miembros de la comunidad microbiana sintética. El objetivo principal fue 

explorar las diversas respuestas fenotípicas que los tratamientos pudieron inducir en A. 

thaliana. El ensayo constó de siete grupos, cada uno se realizó con condiciones 

ambientales y estratifización de semillas estándares. Los tratamientos evaluados 

fueron: SynCom (F. endophyticum 522 + N. plantarum Grainger J70 + P. putida KT 2440 

+ V. paradoxus B4 + A. brasilense SP7) más la adición de P. phytofirmans PsJN; SynCom 

sin cepa PsJN; SynCom sin cepa KT2440; SynCom sin cepa PsJN y KT2440; cepa P. 

phytofirmans PsJN aislada; cepa P. putida KT2440 aislada; grupo control (ausencia de 

bacterias).  

 

El experimento fue realizado en placas Petri cuadradas, en las cuales se mezcló 

homogéneamente para cada grupo (exceptuando el grupo control) medio sólido MS/2 

sin sacarosa más una magnitud final de bacterias de 10ସ ஼ி௎

௠௟
 . Posteriormente, se 

sembraron en la parte superior 8 semillas con aproximadamente 1 cm de distancia 

entre semilla. Fueron selladas con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de forma vertical 

en orden aleatorio en una cámara de cultivo con luz led a 21°C por 14 días. Se 

realizaron 4 réplicas por tratamientos (28 placas totales).  
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RESULTADOS  
Objetivo A. 

Aislamiento y crecimiento de bacterias representativas 

Se aisló y creció con éxito 4 cepas bacterianas, Flavobacterium endophyticum 522, 

Paraburkholderia phytofirmans PsJN, Pseudomonas putida KT2440 y Variovorax 

paradoxus B4. De cada cepa, se creció en placas de agar con medio R2A una colonia 

para su posterior uso. No se realizó extracción de DNA y PCR, puesto que estas cepas ya 

estaban identificadas y chequeadas previamente en el laboratorio.  

 

Para las tres cepas restantes, se aislaron cepas provenientes de un stock en glicerol a -

80°C, debido a que las cepas frescas no correspondían a las bacterias representativas. 

Se inició por aislarlas en medio líquido LB y en placas de agar con medio LB, logrando 

crecimiento en Rhizobium etli CFN y Streptomyces olivochromogenes.  

 

La cepa Nocardioides plantarum Grainger J70 logró crecer débilmente en el medio LB y 

en sus dos medios óptimos según DSMZ (medio 92 y medio 535, véase en Anexos). Se 

obtuvo crecimiento en el medio líquido R2A, por lo tanto, se plaqueó por método de 

asa en placas Petri redonda con medio sólido R2A. Luego se realizó extracción de DNA y 

PCR, enviando a secuenciar a Macrogen en Corea del Sur para corroborar que 

correspondía a la bacteria en estudio.  

 

La bacteria Streptomyces olivochromogenes fue aislada y crecida en el medio LB y 65, 

(medio óptimo según DSMZ, véase en Anexos). En ambos medios se obtuvo 

crecimiento granular, en el medio 65 los gránulos fueron más grandes.  Al tener un 

fenotipo filamentoso, su eventual caracterización y uso en los experimentos iba a 

resultar complejo, decidiendo no incorporarla en la SynCom. 

 

La bacteria Rhizobium etli CFN-42 creció, pero el resultado de la secuenciación no 

coincidía con la bacteria. Por lo tanto, se extrajo del crudo y se creció en medio líquido 
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LB y R2A, obteniendo nulo crecimiento, concluyendo no incorporarla en la SynCom. 

Debido a lo anterior, se cambió de cepa por la Azospirillum brasilense SP7, la cual 

proviene de la familia alpha-proteobacteria (al igual que Rhizobium etli CFN-42) y es 

representativa de la rizósfera de A. thaliana (Spaepen et al., 2014). 

 

En resumen, se trabajó con 6 bacterias identificadas:  

Flavobacterium endophyticum 522 (Bacteroidetes) 

Paraburkholderia phytofirmans PsJN (β-proteobacteria) 

Variovorax paradoxus B4 (β-proteobacteria) 

Pseudomonas putida KT2440 (γ-proteobacteria)  

Azospirillum brasilense SP7 (α-proteobacteria)   

Nocardioides plantarum Grainger J70 (Actinobacteria)  

Debido al difícil manejo, se desistió con las cepas Rhizobium etli CFN-42 (α-

proteobacteria) y Streptomyces olivochromogenes (Actinobacteria). 

 

Selección de medio óptimo de crecimiento bacteriano.  

La finalidad de este ensayo es comprobar el medio general, en el cual todas las cepas 

crecen óptimamente para luego hacer uso de ese medio en los ensayos posteriores. El 

ensayo se realizó con 5 bacterias identificadas, Flavobacterium endophyticum 522, 

Paraburkholderia phytofirmans PsJN, Variovorax paradoxus B4, Pseudomonas putida 

KT2440 y Azospirillum brasilense SP7, debido que la cepa N. plantarum Grainger J70 

todavía no era identificada.  

 

Las cepas Pseudomonas putida KT2440 y Azospirillum brasilense SP7 crecieron 

óptimamente en todos los medios. La cepa Flavobacterium endophyticum 522 no 

creció en el medio GyM. La cepa Paraburkholderia phytofirmans PsJN no presentó 

crecimiento en el medio M1. La cepa V. paradoxus B4 creció débilmente en el medio 

PyG, GyM y LB.  
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Todas las cepas crecieron óptimamente en el medio R2A, siendo este medio como el 

medio general para los eventuales ensayos de competencia a realizar.  

 

La cepa Nocardioides plantarum Grainger J70 no está presente en este experimento, 

pero solo creció en el medio R2A. Esta cepa se demora aproximadamente 5-6 días en 

crecer en medio líquido y sólido. Se determinó al medio R2A como el óptimo para las 6 

bacterias en estudio. En la tabla 2 se resumen los resultados del crecimiento de cada 

cepa en los distintos medios. 

 

Tabla 2: Resultados del crecimiento de las distintas bacterias en los distintos medios previamente descritos.  

 MEDIOS P. putida KT2440 F. endophyticum A. brasilense SP7 P. phytofirmans PsJN V. paradoxus B4 

M1 Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Nulo 

Crecimiento 
Óptimo 

GyM Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Nulo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Nulo 

PyG Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Nulo 

LB  Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Débil 

R2A Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Tabla 2. Resultados del crecimiento de las distintas bacterias en los distintos medios 

previamente descritos. El color rojo significa existencia de inhibición. El color naranjo 

significa existencia de inhibición no tan notoria. El color verde significa inexistencia de 

inhibición.  

Relación cantidad bacterias presentes en medio de cultivo (CFU) con densidad óptica 
(OD) 

La tabla 3 contiene los resultados de la cuantificación de CFU a una OD 

correspondiente. 
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Bacteria Densidad óptica (OD) ൤
𝐶𝐹𝑈

𝑚𝑙
൨ 

P. putida KT2440 0.6 5.35 × 10଺ 

F. endophyticum 522 0.7 6.6 × 10଻ 

A. brasilense SP7 0.6 1.07 × 10଻ 

V. paradoxus B4 0.6 5.34 × 10଻  

N. plantarum Grainger J70 0.6 1.84 × 10଺  

P. phytofirmans PsJN   0.6 1 × 10଼ 

Tabla 3. Resultados de cada cepa en estudio de la cuantificación de la unidad 

formadora de colonias (CFU) por ml a una densidad óptica determinada 

 

Objetivo B.  

Evaluación del crecimiento de cepas co-cultivadas en medio sólido.  

El ensayo busca verificar si existe inhibición o falta de crecimiento al inocular una cepa 

homogéneamente al agar momento previo de solidificación y luego verter gotas de 

distintas cepas sobre el medio solidificado, con el fin de identificar posibles 

interacciones cooperativas y/o competitivas.  A partir de las fotos escaneadas (figura 3) 

se pudo presenciar, que en las placas inoculadas homogéneamente con R2A con agar al 

50% más la bacteria V. paradoxus B4 y N. plantarum Grainger J70, la cepa P. putida 

KT2440 generó un halo de inhibición.  
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Figura 3. Ensayo Agar más Bacteria.  (A) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% 

más la cepa N. plantarum Grainger J70 con presencia de halo inhibitorio de P. putida 

KT2440. (B) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% más la bacteria V. 

paradoxus B4 con presencia de halo inhibitorio de P. putida KT2440. 

 

En las placas inoculadas homogéneamente con R2A con agar al 50% más la bacteria F. 

endophyticum 522 y P. phytofirmans PsJN las cepas inoculadas crecieron de forma 

normal y a su tiempo correspondiente (figura 4A y 4B). En la placa inoculada 

homogéneamente con R2A al 50% más la bacteria P. putida KT2440 (figura 4C), las 

cepas V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsJN no lograron crecer dentro del tiempo 

inoculado y las demás cepas crecieron débilmente. En las placas inoculadas 

homogéneamente con R2A con agar al 50% más la bacteria A. brasilense SP7 (figura 4D) 

no crecieron las cepas F. endophyticum 522 y P. phytofirmans PsJN. Las cepas P. putida 

KT2440 y V. paradoxus B4 crecieron luego de las 48 horas de incubación. 
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Figura 4. Ensayo Agar más Bacteria. (A) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% 

con la bacteria F. endophyticum 522. Todas las cepas crecieron normal. (B) Resultados 

de placas inoculadas con R2A al 50% con la bacteria P. phytofirmans PsJN. Todas las 

cepas crecieron normal. (C) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% y la 

bacteria P. putida KT2440. Estrellas rojas significa nulo crecimiento de cepas inoculadas 

P. phytofirmans PsJN y V. paradoxus B4. Estrellas naranjas significa débil crecimiento de 

cepa inoculada F. endophyticum 522. (D) Resultados de placas inoculadas con R2A al 

50% y la bacteria A. brasilense SP7. Cepas P. phytofirmans PsJN y F. endophyticum 522 

no lograron crecer.  

 
 
La tabla 4 resume los resultados del presente ensayo. En la columna 1 se encuentran 

las placas Petri con la mezcla de R2A con agar al 50% más la cepa y en la fila 1 se 

encuentran las gotas de las cepas inoculadas en las respectivas placas Petri.  
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Tabla 4: Resumen de resultados visuales obtenidos del ensayo de R2A con agar al 50% más las distintas cepas con gotas 
inoculadas 

Gotas inoculadas 
 

Agar + Bacteria 

 

P. putida KT2440 

 

F. endophyticum 

 

A. brasilense SP7 

 

P. phytofirmans PsJN 

 

V. paradoxus B4 

P. putida KT2440  Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Nulo 

Crecimiento 
Nulo 

F. endophyticum Crecimiento 
Óptimo 

 Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

A. brasilense SP7 Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Débil 

 Crecimiento 
Débil 

Crecimiento 
Óptimo 

P. phytofirmans PsJN  Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

 Crecimiento 
Óptimo 

V. paradoxus B4 Halo Inhibitorio Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

 

N. plantarum 

Grainger J70 

Halo Inhibitorio Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

Crecimiento 
Óptimo 

 

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos del presente ensayo. En la columna 1 se 

describen las bacterias inoculadas con el agar posteriormente puestas en placas Petri. 

En la fila 1 se describen las gotas de las cepas inoculadas en cada placa Petri. El color 

rojo significa existencia de inhibición. El color naranjo significa existencia de inhibición 

no tan notoria. El color verde significa inexistencia de inhibición.  

Evaluación del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto indirecto. 

El presente ensayo busca verificar el comportamiento de las bacterias una vez que son 

inoculadas al mismo tiempo a una distancia cercana (sin tocarse). La cepa P. putida 

KT2440 inhibió el crecimiento de todas las otras cepas, inhibiendo notoriamente a las 

cepas V. paradoxus B4, F. endophyticum 522, P. phytofirmans PsJN e inhibiendo 

levemente a las cepas A. brasilense SP7 y N. plantarum Grainger J70 (figura 5A). En las 

placas inoculadas con las cepas F. endophyticum 522 (figura 5B) y A. brasilense SP7 

(figura 5D) se presentó una leve inhibición hacia la cepa V. paradoxus B4. Las cepas P. 
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phytofirmans PsJN (no se muestra figura), N. plantarum Grainger J70 (figura 5C) y V. 

paradoxus B4 (no se muestra figura) no ejercieron ninguna inhibición sobre las otras 

cepas.  

 

Figura 5. Ensayo Gotas Adyacentes. (A) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul P. 

putida KT2440 junto a gotas de cepas restantes. Se presencia inhibición de crecimiento 

en las cuatro cepas. (B) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de de 8 ul F. endophyticum 

522 junto a gotas de las otras cepas. Presencia leve inhibición de cepa V. paradoxus B4. 

(C) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul N. Plantarum Grainger J70 junto a gotas 

de las otras cepas. Se presencia leve inhibición con cepa de cepa P. putida KT2440. (D) 

Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul A. brasilense SP7 junto a gotas de las otras 

cepas. Se presencia leve inhibición de cepa V. paradoxus B4.  

 

La tabla 5 resume los resultados de todos los ensayos. Las placas de V. paradoxus B4 y 

P. phytofirmans PsJN no presentaron ningún signo inhibitorio hacia las otras cepas. Las 

placas de P. putida KT2440 provocó inhibición en cada cepa adyacente.  
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Tabla 5: Resumen de resultados visuales inhibitorios del ensayo Gotas Adyacentes 

Inhibidas 
 

Inhibitorias 

 

P. putida KT2440 

 

F. endophyticum 

522 

 

A. brasilense SP7 

 

P. phytofirmans 

PsJN 

 

V. paradoxus B4 
N. plantarum 

Grainger J70 

P. putida KT2440  Notoria  
Inhibición 

Leve 
Inhibición 

Notoria  
Inhibición 

Notoria  
Inhibición 

Leve 
Inhibición 

F. endophyticum Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Leve 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

A. brasilense SP7 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

Leve 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

P. phytofirmans PsJN  Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

V. paradoxus B4 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

N. plantarum 

Grainger J70 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 

 

Tabla 5. Resultados de ensayos de gotas adyacentes y todas las posibles combinaciones. 

En la columna 1 se describen las bacterias que generan inhibición a otras cepas. En la 

fila 1 se describen las bacterias que fueron inhibidas. El color rojo significa existencia de 

inhibición. El color naranjo significa existencia de inhibición no tan notoria. El color 

verde significa inexistencia de inhibición. 

Evaluación del crecimiento de cepas en contacto directo.  

Al igual que el ensayo anterior, se busca comprobar el comportamiento del crecimiento 

de una cepa al estar en contacto directo con otra cepa, con el fin de verificar si existe 

inhibición o si crecen óptimamente. Las placas con el trazo vertical de la bacteria P. 

putida KT2440 (figura 6A) presentó inhibición notoria hacia F. endophyticum y V. 

paradoxus B4 e inhibición leve hacia P. phytofirmans PsJN. En las placas con el trazo 

vertical de P. phytofirmans PsJN (figura 6B) y F. endophyticum (figura 6C) se presenció 

una notoria inhibición hacia la cepa V. paradoxus B4. Las placas con trazo vertical de las 
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bacterias A. brasilense SP7, V. paradoxus B4 y N. plantarum Grainger J70 no generaron 

ningún signo inhibitorio hacia las demás cepas (no se muestran figuras).  

 

Figura 6. Ensayo Rayas Cruzadas. (A) Placa con trazo vertical de P. putida KT2440. 

Círculo rojo intermitente representa notoria inhibición hacia cepa V. paradoxus B4 y F. 

endophyticum 522. Círculo amarillo representa leve inhibición hacia P. phytofirmans 

PsJN. (B) Placa con trazo vertical de P. phytofirmans PsJN. Círculo rojo notoria 

inhibición hacia V. paradoxus B4. (C) Placa con trazo vertical de F. endophyticum 522. 

Círculo rojo notoria inhibición hacia V. paradoxus B4. 
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La tabla 6 resume los resultados visuales que se obtuvieron.  

Tabla 6: Resumen de resultados visuales de ensayo rayas cruzadas. 

Línea horizontal 
 

Línea vertical 

 

P. putida KT2440 

 

F. endophyticum 522 

 

A. brasilense SP7 

 

P. phytofirmans PsJN 

 

V. paradoxus B4 

P. putida KT2440  Notoria  
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Leve 
Inhibición 

Notoria  
Inhibición 

F. endophyticum 522 Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Notoria  
Inhibición 

A. brasilense SP7 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

P. phytofirmans PsJN  Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 Notoria  
Inhibición 

V. paradoxus B4 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 

N. plantarum J70 Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

Sin 
Inhibición 

 

Tabla 6. En la columna 1 se dispone las bacterias inoculadas de forma vertical en la 

placa Petri. En la fila 1 se disponen las bacterias inoculadas de forma perpendicular a la 

línea vertical.  

Análisis del crecimiento simultaneo entre cepas de la SynCom en medio líquido R2A.  

La finalidad de este ensayo fue documentar el crecimiento simultaneo de dos cepas 

distintas inoculadas a la misma concentración en medio R2A líquido, para verificar si 

existe inhibición de alguna cepa sobre otra, si alguna cepa cambia el fenotipo o si 

crecen óptimamente. Los resultados del presente ensayo fueron resumidos en la 

siguiente tabla (tabla 7), en la cual se dividen por las combinatorias de bacterias, los 

fenotipos presentes transcurrido 48 hrs y las observaciones sobre las colonias crecidas. 
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Combinaciones Fenotipos Presentes Observaciones 
V. paradoxus B4 
A. brasilense SP7 

Ambos 
(fácil distinción) 

A. brasilense SP7 colonias más grandes. 
Similar cantidad. 

V. paradoxus B4 
P. phytofirmans PsJN 

Ambos 
(difícil distinción) 

Ambas colonias muy pequeñas y en gran cantidad. 

P. putida KT2440  
P. phytofirmans PsJN 

Ambos 
(fácil distinción) 

P. putida KT2440 colonias grandes y en mayor cantidad. 
P. phytofirmans PsJN colonias muy pequeñas. 

P. phytofirmans PsJN  
A. brasilense SP7 

Ambos 
(fácil distinción) 

A. brasilense SP7 colonias grandes. 
P. phytofirmans PsJN colonias muy pequeñas. 

P. putida KT2440 
A. brasilense SP7 

Ambos 
(fácil distinción) 

P. putida KT2440 colonias grandes y mayor cantidad. 
A. brasilense SP7 colonias grandes y menor cantidad. 

P. putida KT2440 
F. endophyticum 

Ambos 
(fácil distinción) 

P. putida KT2440 colonias grandes. 
F. endophyticum colonias muy pequeñas. 

V. paradoxus B4  
P. putida KT2440 

Ambos  
(difícil distinción) 

P. putida KT2440 colonias grandes y en mayor cantidad. 
V. paradoxus B4 colonias muy pequeñas. 

A. brasilense SP7 
F. endophyticum 

Ambos 
(fácil distinción) 

A. brasilense SP7 colonias grandes. 
F. endophyticum colonias muy pequeñas. 

F. endophyticum 
 V. paradoxus B4 

Ambos 
(fácil distinción) 

Ambas colonias muy pequeñas y en gran cantidad. 

F. endophyticum 
P. phytofirmans PsJN 

Ambos 
(fácil distinción) 

Ambas colonias muy pequeñas y en gran cantidad. 

N. plantarum J70 
F. endophyticum 

Ambos 
(fácil distinción) 

F. endophyticum colonias pequeñas y amarillas. 
N. plantarum J70 colonias muy pequeñas y blancas. 

Cantidades similares. 

N. plantarum J70 
P. phytofirmans PsJN 

Ambos 
(fácil distinción) 

N. plantarum J70 colonias muy pequeñas y blancas. 
P. phytofirmans PsJN colonias pequeñas y blancas. 

Cantidades similares. 

N. plantarum J70 
V. paradoxus B4 

Ambos 
(difícil distinción) 

N. plantarum J70 colonias muy pequeñas y menor cantidad. 
V. paradoxus B4 colonias pequeñas y mayor cantidad. 

N. plantarum J70 
P. putida KT2440 

Ambos 
(fácil distinción) 

N. plantarum J70 colonias muy pequeñas. 
P. putida KT2440 colonias grandes. 

Cantidades similares. 

N. plantarum J70 
A. brasilense SP7 

Ambos 
(fácil distinción) 

N. plantarum J70 colonias muy pequeñas y mayor cantidad. 
A. brasilense SP7 colonias grandes. 
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Tabla 7. Resumen de los distintos fenotipos de las combinatorias y de las distinciones 

de las cepas. Columna 1 se presentan las distintas combinaciones, columna 2 se 

presentan los fenotipos presentes y en la columna 3 las observaciones.   

 

La figura 7 representa las distintas combinatorias de la cepa P. putida KT2440 con las 

distintas cepas a una dilución de 1:100.000. Las demás combinatorias no se muestran, 

pero sus respectivos fenotipos están descritos en la tabla 6. 

 

Figura 7. Ensayo Mezclas. (A) Placa de mezcla entre P. putida KT2440 y F. endophyticum 

522. (B) Placa de parejas P. phytofirmans PsJN y P. putida KT2440. (C) Placa con 

combinación de A. brasilense SP7 y P. putida KT2440. (D) Placa de mezcla entre V. 

paradoxus B4 y P. putida KT2440. (E) Placa combinatoria P. putida KT2440 y N. 

plantarum J70. Figura demuestra diferencias de fenotipos de colonias de las diferentes 

cepas.  
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Capacidades metabólicas de las cepas miembros de la SynCom.  

Este experimento se realizó con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de 

solubilizar fósforo. Las cepas P. phytofirmans PsJN y A. brasilense SP7 lograron 

solubilizar fósforo, debido que se generó un halo (círculos intermitentes verdes) 

alrededor de la cepa crecida (figura 8A). 

 

Este experimento se realizó con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de 

producir sideróforos.  La cepa P. putida KT2240 solubilizó hierro, formando un 

halo (círculos intermitentes verdes). Sin embargo, no se obtuvo crecimiento de 

las cepas P. phytofirmans PsJN, F. endophyticum, V. paradoxus B4 y N. 

plantarum Grainger J70 (figura 8B).   

 

 

Figura 8. Solubilizaciones. (A) Solubilización de fósforo. Círculos intermitentes verdes 

presencia de solubilización de fósforo en las cepas P. phytofirmans PsJN y A. brasilense 

SP7. (B) Solubilización de hierro. Círculos intermitentes verdes presencia de 

solubilización de hierro en cepa P. putida KT2240. 

 

Este experimento se realizó con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de 

producir auxina. Del primer ensayo (sin la adición de triptófano), todas las cepas 

estuvieron entre la absorbancia de la curva estándar con concentraciones 10௠௚

௅
 

y 15 ௠௚

௅
, obteniendo la mayor medición de OD la cepa P. putida KT2440 (figura 
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9A). En el segundo ensayo (con la adición de triptófano) las cepas F. 

endophyticum 522, V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsJN no presenciaron un 

cambio significativo en la medición de absorbancia, manteniéndose entre las 

concentraciones 10 ௠௚

௅
 y 15 ௠௚

௅
 (figura 9B). La cepa P. putida KT2440 tuvo una 

medición acorde a la concentración de 20 ௠௚

௅
, presenciando visualmente un 

cambio de color. La bacteria A. brasilense SP7 tuvo un resultado mayor a la 

máxima medida por el espectrofotómetro, se diluyó 1:2, lo cual corresponde a 

una concentración de 50 ௠௚

௅
.  

 

 

Figura 9. Producción auxina. (A) Tubos de ensayo con las cinco cepas crecidas en medio 

líquido R2A. Visualmente no existe cambio de coloración. (B) Tubos de ensayo con las 

cinco cepas más la adición de triptófano. Visualmente queda evidenciado que las cepas 

P. putida KT2440 y A. brasilense SP7 producen auxina. En (A) y (B) de izquierda a 

derecha: F. endophyticum 522, V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsJN, P. putida 

KT2440 y A. brasilense SP7. 

 

Objetivo C.  

Definición de la concentración de las cepas integrantes de la SynCom a inocular en la 
planta A. thaliana. 

Este ensayo tiene como finalidad definir la concentración de cada cepa que tenga 

mayor efecto promotor del crecimiento (midiendo largo de raíz y área de roseta) sobre 
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la planta A. thaliana, para luego utilizar dicha concentración en los ensayos de parejas y 

de SynCom. Las siguientes figuras (10-15) reflejan los resultados visuales de la planta A. 

thaliana 14 días después de la germinación y los gráficos representan los datos 

obtenidos con sus respectivos análisis estadísticos. Se representó al control como el 

100%, por lo que se puede apreciar porcentualmente los cambios de las variables a 

distintas concentraciones de cada cepa.  

 

Para los datos de área de roseta de todas las cepas la distribución no fue normal, 

transformándola a una distribución logarítmica. Se realizo ANOVA de una vía a todas las 

cepas y se procedió a identificar datos significativos. Para los datos de largo de raíz V. 

paradoxus B4, A. brasilense SP7 y P. putida KT2440 la distribución debió ser 

transformada a logaritmo. Se realizó ANOVA de una vía a todas las cepas y se procedió 

a identificar datos significativos, los cuales quedan denotados en las siguientes figuras 

(10-15). A partir de los test estadísticos se logra evidenciar que los efectos más 

significativos, tanto para largo de raíz y área roseta, fueron a las concentraciones 

104 ஼ி௎

௠௟
. 
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Figura 10. Ensayo concentración bacteria F. endophyticum 522. (Izquierda) gráfico 

porcentual del largo de raíz. (Derecha) gráfico porcentual del área de la roseta. 

Resultados visuales y estadísticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con 

bacteria F. endophyticum 522 a concentraciones 10ସ,10଺y10଻ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control, (B) 

10ସ ஼ி௎

௠௟
, (C)10଺ ஼ி௎

௠௟
 y (D) 10଻ ஼ி௎

௠௟
. 
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Figura 11. Ensayo concentración bacteria P. putida KT2440. (Izquierda) gráfico 

porcentual del largo de raíz. Grupo control es significativo en comparación con los 

distintos grupos de concentraciones. (Derecha) gráfico porcentual del área de la roseta. 

Resultados visuales y estadísticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con 

bacteria P. putida KT2440 a concentraciones 10ସ,10ହy 10଺ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control; (B) 10ସ ஼ி௎

௠௟
 

; (C) 10ହ ஼ி௎

௠௟
; (D) 10଺ ஼ி௎

௠௟
. 
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Figura 12. Ensayo concentración bacteria P. phytofirmans PsJN. (Izquierda) gráfico 

porcentual del largo de raíz. (Derecha) gráfico porcentual del área de la roseta. 

Concentración 10଼ es significativo en comparación con otras concentraciones. 

Resultados visuales y estadísticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con 

bacteria P. phytofirmans PsJN a concentraciones 10ସ,10଺y 10଼ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control; (B) 

10ସ ஼ி௎

௠௟
 ; (C) 10଺ ஼ி௎

௠௟
; (D)10଼ ஼ி௎

௠௟
.  
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Figura 13. Ensayo concentración bacteria A. brasilense SP7. (Izquierda) gráfico 

porcentual del largo de raíz. Concentración 10଺ y 10଻ son significativos en 

comparación con grupo control y concentración 10ସ. (Derecha) gráfico porcentual del 

área de la roseta. Concentración 10଺ y 10଻ son significativos en comparación con 

grupo control y concentración 10ସ. Resultados visuales y estadísticos de planta A. 

thaliana inoculada en medio MS/2 con bacteria A. brasilense SP7 a concentraciones 

10ସ,10଺y 10଻ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control; (B) 10ସ ஼ி௎

௠௟
 ; (C) 10଺ ஼ி௎

௠௟
 ; (D) 10଻ ஼ி௎

௠௟
.  
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Figura 14. Ensayo concentración bacteria V. paradoxus B4. (Izquierda) gráfico porcentual 

del largo de raíz, existe significancia en concentración 10଼ con respecto a las otras 

concentraciones. (Derecha) gráfico porcentual del área de la roseta. Resultados 

visuales y estadísticos de la planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con bacteria V. 

paradoxus B4 a concentraciones 10ସ,10଺y 10଼ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control; (B)10ସ ஼ி௎

௠௟
 ; (C) 10଺ ஼ி௎

௠௟
 

; (D) 10଼ ஼ி௎

௠௟
. 
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Figura 15. Ensayo concentración bacteria N. plantarum J70. (Izquierda) gráfico 

porcentual del largo de raíz. Concentración 10ହ 𝑦 10଺ son significativos en 

comparación con grupo control y 10ସ. (Derecha) gráfico porcentual del área de la 

roseta. Resultados visuales y estadísticos de la planta A. thaliana inoculada en medio 

MS/2 con bacteria N. plantarum J70 a concentraciones 10ସ,10ହy 10଺ ஼ி௎

௠௟
. (A) Control; 

(B)10ସ ஼ி௎

௠௟
 ; (C) 10ହ ஼ி௎

௠௟
 ; (D) 10଺ ஼ி௎

௠௟
.  

 

Recolección de los exudados radiculares de la planta A. thaliana.  

Se realizó el presente ensayo de dos formas distintas, buscando obtener el mayor 

concentrado de exudado. Además, la finalidad de este fue recolectar y guardar los 

exudados provenientes de la raíz de A. thaliana y utilizarlo con el fin de evaluar el 

efecto/comportamiento de las bacterias.  
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Después de 14 días en los ensayos hidropónicos se obtuvo crecimiento de raíz en 2 de 

las 5 réplicas, recolectando aproximadamente 200 ml de exudados. El exudado 

recolectado fue filtrado con filtros synger de 0.22 um y dispuestos en tubos Falcon de 

15 ml para luego almacenarlos a -80°C. Para una de las réplicas, de un total de 40 

semillas inoculadas en los orificios, germinaron y crecieron 30 semillas. Para la otra 

réplica, de un total de 48 semillas puestas en los orificios, se obtuvo un crecimiento de 

32 semillas. La figura 16A muestra los andamios y las semillas inoculadas después de 

los 14 días desde la germinación. 

 

Del ensayo de recolección de exudados a partir de agar se procedió a retirar con pinzas 

estériles cada planta de A. thaliana, luego el agar fue centrifugado tres veces a 15.000 

rpm por 5 min para recolectar el sobrenadante y proceder a filtrar con jeringas de 50 

ml con filtros synger 0.22 um. Se obtuvo aproximadamente 150 ml de exudado.  

La figura 16B muestra el crecimiento de las plantas después de 14 días en la cámara de 

plantas.  

 

 

Figura 16. Ensayo Recolección Exudados. (A) Ensayo recolección exudados en 

hidropónico. Visualización de arriba del andamio después de 14 días de germinación. 

(B) Ensayo recolección exudados en agar. Visualización después de 14 días de 

germinación. 
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Evaluación de la curva de crecimiento de las cepas en exudados.  

El presente ensayo tiene como finalidad evaluar el crecimiento de las distintas cepas 

con el exudado recolectado, sometiendo a cada cepa a 4 tratamientos: Grupo control 

(MS/2 sin sacarosa + cepa); 100% R2A + cepa; 100% Exudado + cepa; 50% exudado + 

50% cepa en MS/2 (previamente crecida en R2A líquido). A partir de la recolección de 

datos en el Biotek EON 259271 se obtuvieron las curvas de crecimiento de cada batería 

en los distintos tratamientos. Las curvas fueron analizadas con exudados del ensayo 

hidropónico y del agar, debido que se obtuvo mayor crecimiento de raíz en el ensayo 

de agar, los siguientes resultados corresponden a los gráficos obtenidos del ensayo de 

agar. Todas las cepas, a excepción de F. endophyticum 522, logran crecer con el 

exudado de A. thaliana. El mayor crecimiento de todas se obtuvo en el tratamiento de 

R2A. En los tratamientos de 50% exudado se obtuvo aproximadamente la mitad de 

crecimiento, que en los tratamientos de 100% exudado. Por último, en el grupo control 

(MS/2 sin sacarosa) no se presenció crecimiento de las cepas. La figura 17 muestra los 

resultados de las curvas de cada bacteria en los distintos tratamientos. 
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Figura 17. Curvas de Crecimiento en Exudados. (A) Gráfico de cepa V. paradoxus B4 con 

las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs 

de crecimiento. (B) Gráfico de cepa F. endophyticum 522 con las respectivas curvas de 

crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs de crecimiento. (C) 

Gráfico de N. plantarum J70 con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos 

tratamientos, mostrando 152 hrs de crecimiento. (D) Gráfico de cepa P. putida KT2440 

con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 

hrs de crecimiento. En las horas 40, 48, 56 existe significancia en el tratamiento 

exudado + P. putida KT2440 con respecto a los otros tratamientos. A partir de la hora 

64 hay significancia entre todos los tratamientos. (E) Gráfico de cepa A. brasilense SP7 

con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 

hrs de crecimiento. En las horas 16, 24 y 32 existe significancia del grupo Exudado + A. 

brasilense SP7 con respecto a los otros tratamientos. En las horas 40, 48, 56 y 64 existe 

significancia entre todos los tratamientos. (F) Gráfico de cepa P. phytofirmans PsJN con 

las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs 

de crecimiento. En las horas 40, 48, 56 y 64 existe significancia entre todos los 

tratamientos.  

 

Análisis del efecto fenotípico en la planta modelo A. thaliana de la interacción entre 
dos cepas. 

El ensayo constó de la combinación de cepas realizando 12 grupos con 4 réplicas cada 

uno. La finalidad fue evaluar los efectos de las combinaciones de P. putida KT2440 

junto a las demás cepas sobre la planta. Después de 14 días las placas Petri fueron 

escaneadas y se realizaron análisis estadísticos en Graphpad. A partir de las imágenes 

escaneadas se midió largo de raíz (𝑐𝑚) y área de roseta (𝑐𝑚ଶ) utilizando el programa 

ImageJ. En Graphpad se analizaron los ensayos estadísticos. Los datos de largo de raíz y 

área de roseta fueron transformados a logaritmo y posteriormente se procedió a 

realizar un ANOVA de una vía. Por un lado, en los tratamientos aislados del largo de 

raíz, las cepas P. putida KT2440 y N. plantarum J70 acortaron significativamente el 

tamaño. En los tratamientos de parejas, el efecto de P. putida KT2440 predominó, 

excepto en conjunto con la cepa P. phytofirmans PsJN, la cual logra revertir 
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significativamente el efecto. Por otro lado, para el área de roseta, todas las cepas 

asiladas presentaron mayor área que el grupo control, siendo F. endophyticum 522 la 

única significativa. En parejas, se logra presenciar una leve disminución del área de 

roseta, pero insignificante. Los tratamientos A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y A. 

brasilense SP7 como P. phytofirmans PsJN + P. putida KT2440 y P. phytofirmans PsJN no 

son significativos entre sí, sin sufrir una disminución del área de roseta tan notoria 

como V. paradoxus B4 y F. endophyticum 522 en parejas. La figura 18 muestra los 

gráficos de los resultados porcentuales relativos al control de las mediciones de largo 

de raíz (A) y área de roseta (B). Se realizó una cuantificación de bacterias (CFU/cm de 

raíz) presentes en las raíces.  

 

Mediante el método de dilución y posterior plaqueo por rastrillo, se logró cuantificar la 

cantidad de bacteria y comparara el crecimiento de las cepas en pareja. En los 

tratamientos de cepas aisladas, todas las bacterias en estudio lograron crecer. En los 

grupos emparejados, solo los tratamientos de A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y P. 

phytofirmans PsJN + P. putida KT2440 lograron crecer ambas bacterias, en los demás 

grupos solo creció la cepa P. putida KT2440. Las cepas P. putida KT2440 y P. 

phytofirmans PsJN disminuyen su orden de magnitud al estar en parejas, reduciendo 

dos magnitudes KT2440. A. brasilense SP7 mantiene el mismo orden de magnitud de 

forma aislada y en pareja, pero P. putida KT2440 disminuye un orden estando en 

combinación con dicha cepa. La tabla 7 resume los datos obtenidos de la cuantificación 

de colonias en los distintos tratamientos, donde principalmente se observa que las 

cepas PsJN y SP7 lograron perdurar a lo largo del tiempo en conjunto con la cepa 

KT2440.  
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Figura 18. Gráficos porcentuales relativo al grupo control de los resultados del largo de 

raíz, área de roseta y área de raíz de los distintos grupos. (A) Gráfico de los resultados 

del largo de raíz de los distintos tratamientos de cepas aisladas y en parejas. Los datos 

fueron transformados a logaritmo. Se obtuvo significancia en comparación con el grupo 

control en todos los grupos, menos V. paradoxus B4 y F. endophyticum 522. Los grupos 

P. phytofirmans PsJN aislada y en P. putida KT2440 + P. phytofirmans PsJN son iguales 

significativamente. (B) Gráfico de los resultados del área de roseta de las cepas aisladas 

y las distintas parejas. La distribución fue transformada a logarítmica. Se obtuvo 

significancia en comparación con el grupo control en F. endophyticum 522 aislada. 

Tanto, los grupos A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y A. brasilense SP7 como P. 

phytofirmans PsJN + P. putida KT2440 y P. phytofirmans PsJN aislada, no son 

significativos entre sí. (C) Gráfico de los resultados del área de raíz de las cepas aisladas 

y las distintas parejas. La distribución fue transformada a logarítmica. 
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Tabla 8. Cuantificación de colonias presente en los distintos tratamientos normalizado 

por largo de raíz (cm). 0 significa nulo crecimiento de respectiva cepa en tratamiento. 

La cepa P. putida KT2440 mantiene mismo orden de magnitud. No obstante, disminuye 

su orden de magnitud en los tratamientos que lograron crecer ambas cepas (A. 

brasilense SP7 + P. putida KT2440; P. putida KT2440 + P. phytofirmans PsJN).  

Análisis del efecto fenotípico de la SynCom en la planta modelo A. thaliana.  

El ensayo se basó en evaluar el efecto en conjunto de las bacterias sobre A. thaliana. El 

propósito fue registrar distintos tratamientos con distintas cepas en conjunto y evaluar 

los efectos de las cepas como una SynCom y hacia la planta.  Debido a los resultados 

obtenidos en el ensayo de parejas, se optó por usar a la cepa KT2440 y PsJN como 

protagonistas, puesto que la cepa KT2440 ocasionó inhibición hacia las otras cepas y se 

buscó evaluar si este comportamiento persistía en un contexto de SynCom. Se 

realizaron 7 tratamientos con 4 réplicas cada uno, estos fueron: control – PsJN aislada – 

KT2440 aislada – B4, Sp7, 522, J70 + PsJN – B4, Sp7, 522, J70 + KT2440 – B4, Sp7, 522, 

J70 – B4, Sp7, 522, J70, KT2440, PsJN. A continuación, se presenta la figura con los 

respectivos gráficos y análisis pertinentes.  Se puede observar que la cepa PsJN aislada 

es la única que logra mantener el largo de raíz, siendo significativamente distinta a los 

tratamientos restantes (figura 19A). Los resultados en el área de roseta mostraron un 

incremento del tamaño en todos los tratamientos (figura 19B). 
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Figura 19. Gráficos del largo de raíz (A) y área de roseta (B) porcentuales relativos al 

control del ensayo de SynCom y A. thaliana. (A) La cepa PsJN fue la única en mantener 

el largo de raíz. Los tratamientos restantes disminuyeron este parámetro. (B) Todos los 

tratamientos lograron aumentar el área de la roseta, siendo todos significativamente 

diferentes al control, excepto el tratamiento de B4, Sp7, 522, J70 + PsJN (denominado 

en el gráfico como 4 + PsJN). 

DISCUSIÓN 
Efectos de una SynCom en plantas en comparación con el uso de cepas únicas. 

Para crear una SynCom robusta es necesario conocer los microorganismos que habitan 

en la rizósfera de la planta A. thaliana (Dennis, P. G., et al 2010; Bulgarelli D, et al 2012). 

Para esto, es fundamental comprender la composición filogenética de la comunidad, 

donde, según literatura, se destaca la presencia de Actinomycetota, Pseudomonadota 

(alpha, beta y gamma), Bacteroidota y Acidobacteriota (Poupin, et al 2023; Adu-

Oppong B, et al. 2020; Liu H, et al. 2017). Cada filo tiene funciones específicas, por 

ejemplo, el filo Actinomycetota es conocido por la producción de hormonas del 

crecimiento, habilidad para tolerar estreses y contener bacterias capaces de fijar 

nitrógeno, solubilizar fosfato y secuestrar hierro (Sathya, A. et al. 2017; Olanrewaju OS, 

et al 2019; Van der Meij A, et al. 2018). El filo Pseudomonadota contiene miembros que 
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fijan nitrógeno, promueven el crecimiento y entregan protección a la planta (Sahu, B., 

et al 2021; Weimer et al. 2020; Mendes R, et al. 2011; Lundberg, D. S. et al. 2012). Otro 

punto, es evaluar el rol que cumple la SynCom de manera aislada (interacciones 

microorganismo-microorganismo), debido que es un proceso altamente dinámico, y, 

evaluar las interacciones microorganismo-planta, para comprender los cambios que 

puede experimentar el hospedero (plasticidad fenotípica) (Faith JJ, et al. 2014; Hassani 

et al. 2018; Hu J, et al. 2016; Finkel, O. et al. 2020; Herrera Paredes, et al. 2018). 

 

En relación a los monocultivos, se ha observado que las SynCom podrían tener efectos 

superiores en las plantas en comparación con cepas aisladas, puesto que las 

interacciones sinérgicas de los distintos microorganismos podrían proporcionar 

nutrientes, eliminar productos inhibidores y estimular mutuamente a través de 

interacciones por contacto o bioquímicos (Zoppellari F. et al. 2014; Molina-Romero et 

al., 2017). En contraste, los monocultivos asumen una alta carga metabólica, lo cual 

puede afectar los procesos celulares normales, afectar las vías de expresión génica y la 

síntesis de productos (Glick B. et al. 1995; Wu, G. et al. 2016). Además, se han 

presenciado respuestas beneficiosas en la fisiología de la planta, lo que sugiere que una 

SynCom puede modular las respuestas fenotípicas del hospedero (Herrera Paredes, et 

al. 2018). Por ejemplo, ciertas cepas de Pseudomonas putida ofrecen ambientes 

protectores hacia otras cepas, formando biopelículas y así, promoviendo la sintrofía en 

una SynCom (Haagensen JA, et al 2015; Shun Che, et al 2019). El tamaño de la SynCom 

es un aspecto importante, implementar una SynCom pequeña, es útil para analizar el 

efecto comunitario de una cepa PGPB, como observar la modulación de la respuesta 

inmune del hospedero (Lee et al. 2020). Adicionalmente, se facilita la capacidad de 

estudiar la comunicación en la rizósfera a partir del análisis de los compuestos químicos 

liberados (Schulz-Bohm et al. 2015). El uso de una comunidad sintética pequeña 

prioriza un enfoque funcional en lugar de uno ecológico, puesto que se busca evaluar el 

comportamiento específico de cada cepa, tratando de emular los efectos del factor 

común de forma simplificada (Marín, O. 2020; Zhuang et al. 2020). 
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Además, estas SynCom podrían ser tan diversamente funcional como para mantener 

un desarrollo ecológico normal, puesto que utilizan eficiente- y productivamente los 

nutrientes limitados (Menéndez and Paço, 2020; Toju, et al. 2018). Lo anterior podría 

incrementar el éxito adaptativo de la planta, debido a los efectos sinérgicos, 

cooperativos, aumentando  la robustez ante fluctuaciones ambientales y la estabilidad 

a largo plazo (Mee, M.T. et al 2014; Brenner, K., et al 2008; Renda, BA et al 2014).  

 

Dentro de los efectos identificados que inducen las SynCom se destaca el crecimiento 

de la raíz primaria y el área de roseta. Estos cambios están relacionados directamente 

con los efectos de las interacciones microorganismo-microorganismo-planta (Finkel, O. 

et al. 2020). Según la literatura, la especie Variovorax paradoxus revierte la inhibición 

severa del crecimiento de raíz, la cual pude ser inducida por condiciones ambientales o 

interacciones antagonistas entre cepas (Finkel, O. et al. 2020). En el ensayo de 

concentración bacteriana, se evidenció que las cepas, V. paradoxus B4, F. 

endophyticum 522, P. phytofirmans PsJN y A. brasilense SP7, a concentraciones 10ସ ஼ி௎

௠௟
 

mantenían y/o incrementaban el largo de raíz en condiciones estándares de 

crecimiento. Un futuro alcance sería evaluar el efecto de la bacteria en el largo de raíz 

bajo condiciones ambientales adversas (déficit nutricional y/o estrés salino).  

 

Efectos e influencia de las interacciones entre microorganismos: ¿mutualismo o 
competencia?  

La estrategia reduccionista de los ensayos de pares entrega información sobre las 

interacciones entre microorganismos, caracterizándose por ser altamente 

reproducibles, de corta duración y normalmente fácil de cuantificar (Eng et al., 2020; 

Köhl et al., 2019). No obstante, estos escenarios no reflejan totalmente la compleja 

dinámica del microbioma y, además, no logran predecir todos los efectos in vivo, por la 

falta de consideración de las variables naturales (Bulgarelli et al., 2015; Tecon et al., 

2019; Bulgarelli, D., et al 2013; Tsolakidou MD, et al 2019). Sin embargo, en 

experimentos in vitro se pueden regular múltiples factores (temperatura, tiempo, luz, 
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condiciones abióticas y patogénica), buscando simplificar el contexto real y poder 

observar los efectos de las interacciones entre microorganismos y microorganismos 

más planta (Lundberg et al., 2013; Vives-Peris et al., 2020).  

 

En términos de competencia, según literatura, las bacterias capaces de formar mayores 

poblaciones a menor tiempo pueden indicar una capacidad competitiva superior, 

mientras, que las cepas que mantienen proporciones estables de colonias pueden 

sugerir una coexistencia constante (Ishizawa et al., 2019; Hatzinger PB, et al 1994). De 

los ensayos de competencia, se presenció que las cepas P. putida KT2440 y A. 

brasilense SP7 tienen un ritmo de crecimiento más rápido y sus colonias son 

significativamente más grandes en comparación con las demás cepas en estudio. En 

contraste, las cepas F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsJN 

presentan un tiempo similar de crecimiento y un tamaño de colonia más pequeño. Por 

último, la cepa N. plantarum Grainger J70 se caracteriza por tener colonias muy 

pequeñas y una alta demora para crecer. 

 

Como se mencionó, los ensayos de competencia binaria son relevantes para el diseño 

de comunidades microbianas sintéticas, dado que pueden entregar resultados 

preliminares que podrían ayudar a predecir efectos de las interacciones entre 

microorganismos y hospedero (Herrera Paredes, et al. 2018). A partir de los resultados 

de los ensayos de Rayas Cruzadas, Gotas Adyacentes y Agar más Bacteria, se pudo 

presenciar que la cepa P. putida KT2440 inhibió a las cepas F. endophyticum 522, V. 

paradoxus B4, N. plantarum Grainger J70 y P. phytofirmans PsJN. La razón podría 

radicar en su rápida tasa de crecimiento, la formación de colonias de mayor tamaño, la 

secreción de metabolitos que afecten a las otras cepas y la capacidad de competir con 

otros organismos (Maroniche et al., 2018; Bernal, P., et al. 2017). Sin embargo, la cepa 

KT2440 no presentó signos de competencia al estar co-cultivadas en medio sólido con 

las cepas restantes. Lo anterior sugiere que las cepas pueden interactuar de forma 
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sinérgica/cooperativa o al menos neutral, demostrando capacidad para crecer en 

conjunto.  

 

Los exudados son compuestos orgánicos conocidos, que atraen poblaciones 

microbianas complejas presentes en la rizósfera, iniciando la primera comunicación 

entre hospedero y endófitas (Kawasaki et al., 2016). La composición de los exudados 

puede variar según la característica del suelo y afectar la estructura de la rizósfera y el 

crecimiento bacteriano, ya sea beneficiando o inhibiendo (Voges, M., et al. 2018; Eilers 

KG, et al. 2010; Herrera Paredes, et al. 2018; Ziegler J, et al. 2016). Los exudados 

proporcionan nutrientes esenciales (metabolitos primarios), que promueven la 

proliferación de microorganismos en el suelo y metabolitos secundarios, necesarios 

para la tolerancia al estrés abiótico (Stringlis, I. A. et al. 2018; Gunina, A., et al 2015).  

Adicionalmente, se sostiene que las PGPB son capaces de explotar el acervo de 

percusores presentes en los exudados de la raíz con el fin de producir fitohormonas, 

que estimulan la promoción de crecimiento de las plantas (Bais, H. P., et al 2006; 

Steenhoudt O, et al 2000). Ante esta perspectiva, el eventual uso de exudados para 

evaluar el comportamiento de las bacterias entregaría un enfoque más realista, dado 

que reflejaría las condiciones en las que las cepas normalmente se encuentran. 

 

Efectos de los microorganismos en el crecimiento y protección de las plantas: 
producción de fitohormonas, solubilización de fosfato/hierro y características 
sobre cepas. 

En general, las cepas PGPR pueden estimular el crecimiento de las plantas mediante la 

producción de fitohormonas (auxinas, citoquininas y etileno), la actividad enzimática, 

facilitando la nutrición (solubilización de fosfato) y/o proteger a la planta de patógenos 

a partir de la producción de sideróforos (Tsolakidou MD, et al 2019; Persello-Cartieaux, 

F., et al 2003; Penrose, D. M., et al 2003; Whipps, J. M. 2001). Según resultados del 

ensayo de caracterización y literatura, la cepa P. putida KT2440 produce sideróforos, 

que está relacionado con la capacidad de adherencia a las semillas y producción de 

sustancias inhibitorias que incrementan su competitividad (Planchamp C., et al 2015; 
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M. A. Molina, et al 2006; Matilla MA, et al 2010;). Por otro lado, la cepa A. brasilense 

SP7 puede solubilizar fosfato y producir auxina, una hormona que estimula el 

crecimiento de las plantas (Rodríguez H, et al 2004; Somers E, et al 2005; Ludwig-

Müller, et al. 2015). Tanto P. putida KT2440 como A. brasilense SP7 presentan un 

mecanismo indirecto de promoción del crecimiento, como el antagonismo de 

patógenos, desencadenando una respuesta de defensa protectora en las plantas 

(Rojas-Tapias DF, et al 2014; Gulati A, et al 2009; P. Bernal, et al 2017).  

 

La gran mayoría de P. putida solubilizan fosfato, debido a la secreción de ácido 

glucónico, no obstante, en el ensayo realizado no se obtuvo ese resultado (Rojas-Tapias 

DF. Et al 2014; An & Moe, 2016; Molina-Romero, D., et al 2017). Lo anterior se puede 

deber a que la cepa haya mutado.  

 

El ácido indol-3-acético es una hormona importante, ya que está relacionado con el 

desarrollo y sobrevivencia de la planta, ayudando a la división celular y elongación 

(Conway, J.M., et al. 2022; Krome, K. et al 2010). En el ensayo de producción de IAA, la 

cepa P. putida KT2440 logró producir auxina, lo cual coincide con la literatura (Duca, D. 

R., et al. 2020; Parales RE, et al 2013). Mientras que la cepa PsJN es capaz de degradar 

IAA y está regulado por el gen iac, la degradación influye en la colonización y 

promoción del crecimiento de la planta (Donoso, R., et al 2016; Tromas A, et al 2010; 

Zúñiga A, et al 2013). Lo anterior puede explicar el efecto de la cepa PsJN al revertir el 

fenotipo de la cepa KT2440 en el ensayo de parejas, aumentando el largo de raíz y área 

de roseta estando cuando ambas cepas se encontraban juntas. 

 

La fitohormona etileno está involucrada en la respuesta al estrés de la planta (Abeles, 

1972). Según la literatura, se ha evidenciado que la cepa V. paradoxus B4 y P. 

phytofirmans PsJN degradan el percusor de etileno, 1-aminociclopropano-1-carboxilato 

(ACC), con la enzima desaminasa ACC. Estas cepas usan los componentes (cetobutirato 
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y amoniaco) como fuente de nitrógeno y carbón, los cuales promueven el crecimiento 

de la raíz (Glick et al., 2007; Belimov et al., 2009; Brandt, U. et al, 2013). 

 

Sobre características de las cepas, se ha observado que muchos grupos de genes 

involucrados en la motilidad, producción de biopelículas, adhesión y la síntesis de 

sideróforos pueden reflejar una colonización eficiente a la planta (Mitter et al., 2013; 

Ali et al., 2014). Tanto la cepa V. paradoxus B4 como P. phytofirmans PsJN producen 

exopolisacaridos, los cuales son vitales para la adhesión de la bacteria a la planta y la 

formación de biopelículas (Kandel et al., 2017; Sutherland, 2001; Pehl et al., 2012).  

 

Adicionalmente, como se mencionó, la motilidad entrega un aspecto importante de 

simbiosis bacteria-planta (Dörr et al., 1998). Los genes encargados y el componente pili 

tipo IV están presente en la cepa V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsJN y P. putida 

KT2440, que en conjunto le pudiese entregar un efecto aditivo en comparación a cepas 

aisladas (O’Toole and Kolter, 1998; Lugtenberg et al., 2002; Sessitsch et al., 2005; Breed 

et al., 1957). Además, que tanto P. phytofirmans PsJN como P. putida KT2440 actúan 

como agentes de control frente a patógenos de las plantas (Hardoim et al., 2015; Ait 

Barka et al., 2000; Miotto-Vilanova et al., 2016). 

 

La cepa F. endophytitcum 522 es capaz de fijar nitrógeno (Gao, JL., et al 2015). Esto 

sería útil para el mundo agrícola, debido al daño ocasionado por los fertilizantes y los 

efectos nocivos en el mundo marino, debido a la hipoxia que genera en el mar (Backer 

et al., 2018; Lata et al., 2019). Además, se ha evidenciado interacciones de simbiosis 

entre plantas y bacterias fijadoras de nitrógeno (Sulieman et al., 2015). Sobre la cepa, 

N. plantarum Grainger J70, según literatura se sabe que no es móvil y tampoco fijadora 

de nitrógeno (Collins, M.D, et al 1994; Zhang S., et al. 2020). En los ensayos realizados, 

esta cepa mostró una tasa de crecimiento alta, colonias muy pequeñas con fenotipo 

distintivo. Sin embargo, no inhibió el crecimiento de las demás cepas, sugiriendo 

interacciones cooperativas.  
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CONCLUSIONES 
Frente a las consecuencias del cambio climático y la acción humana se subraya la 

importancia del estudio del microbioma de las plantas para entender las interacciones 

entre microorganismos de la rizósfera y comprender sus efectos en el crecimiento del 

hospedero. El uso de comunidades microbianas sintéticas (SynCom) se implementa 

para abordar la problemática, entendiendo la complejidad de las interacciones entre 

microorganismos. 

 

A partir de los ensayos de pares, se demostró que la cepa P. putida KT2440 inhibió el 

crecimiento de las demás cepas en estudio. En un contexto de cepas aisladas con la 

planta modelo, todas las cepas logran crecer en conjunto con A. thaliana, pero se 

destacada la importancia de la concentración inicial al inocular, puesto que es 

determinante para observar posible promoción del crecimiento en la planta.  

Ante una inoculación en parejas, la cepa P. putida KT2440 inhibió el crecimiento de las 

otras cepas, excepto de P. phytofirmans PsJN, lo que corrobora su efecto promotor 

como PGPB. Se evidenció, que en un contexto de una SynCom, todos los tratamientos 

promovieron el crecimiento del área de roseta, pero la cepa PsJN de manera aislada y 

en una SynCom, sin la presencia de la cepa KT2440, logra mantener el largo de raíz.  

 

Además, el uso de exudados, para evaluar el comportamiento de las bacterias, 

ofrecería un enfoque más realista y reflejaría las condiciones en las que las cepas 

normalmente se encuentran. Dado que, se evidenció diferencias en los resultados del 

contexto sin planta y el contexto con planta, lo que sugeriría el efecto total de los 

factores presentes en la rizófera. No obstante, los ensayos binarios microbiológicos 

entregan un primer alcance de los posibles efectos de las interacciones entre 

microorganismos y plantas.   

 

El uso de una SynCom en condiciones estándares puede ser más efectivo que las cepas 

individuales, debido a que la rizósfera entregaría un ambiente enriquecido en 
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nutrientes, facilitando las interacciones sinérgicas entre microorganismos.. Estos 

hallazgos tienen implicaciones importantes en la agricultura y pueden ser utilizados 

para mejorar el crecimiento y la salud de las plantas de manera sostenible. Sin 

embargo, se requiere seguir investigando y explorando estas interacciones para 

comprender mejor los mecanismos involucrados y potenciar su aplicación en la 

agricultura. 
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PROYECCIONES 
Una proyección a corto plazo sería implementar experimentos en suelo, de esta 

manera se lograría replicar mejor el ambiente natural de la planta. Con este alcance se 

podría evaluar las interacciones entre los microorganismos y la planta bajo un contexto 

con tierra. 

Otra proyección seria evaluar el efecto de la SynCom frente ambientes estresores, 

deficiencia de nutrientes y/o estrés salino. La finalidad seria evaluar si existe algún 

beneficio para la planta al estar en conjunto con una SynCom frente a algún estrés. 

Además, de investigar de manera molecular cada cepa, de esta manera se podría 

generar una SynCom con cualidades óptimas para un beneficio certero al hospedero.  
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ANEXOS 
1. Medios utilizados 

El medio 92, Trypticase soy yeast extract médium, está compuesto por 30 g de 

trypticase soy broth, 3 g de yeast extract, 15 g de agar, 1000 ml de agua destilada. 

Ajustándolo a una pH entre 7 y 7.2. 

El medio 535, Trypticase soy broth agar, está compuesto por 30 g de trypticase soy 

broth, 15 g agar y 1000 ml de agua destilada. Ajustándolo a un pH de 7.3 

El medio 65, Gym streptommyces médium, está compuesto por 4 g de glucosa, 4 g de 

extracto de levadura, 10 g de extracto de malta, 2 g de CaCO3, 12 g de agar y 1000 ml 

de agua destilada. Ajustándolo a un pH de 7.2 

El medio 1, nutrient agar, está compuesto por 5 g de peptona, 3 g de extracto de carne, 

15 g de agar (si es necesario) y 1000 ml de agua destilada. Ajustándolo a un pH de 7. 

El medio 1139, medio PYG, está compuesto por 5 g de polipeptona, 5 g de triptona, 10 

g de extracto de levadura, 10 g de glucosa, 40 ml de solución salina y 960 ml de agua 

destilada. La solución salina está compuesta por 0.2 g de 𝐶𝑎𝐶𝑙ଶ, 0.4 g de 𝑀𝑔𝑆𝑂ସ  ×

7 𝐻ଶ𝑂, 1 g de 𝐾ଶ𝐻𝑃𝑂ସ, 1 g de 𝐾𝐻ଶ𝑃𝑂ସ, 10 g de 𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂ଷ, 2 g de 𝑁𝑎𝐶𝑙 y 1000 ml de 

agua destilada.  

El medio R2A está compuesto por 18.2 g de R2A y 1000 ml de agua.  

El medio MS, medio de Murashige y Skoog, está compuesto por 1.650 mg de Nitrato de 

amonio, 440 mg de Cloruro de calcio, 370 mg de Sulfato de magnesio, 170 mg de 

Fosfato de potasio, 1.9 mg de Nitrato de potasio, 6.2 de Ácido bórico, 0.0025 mg de 

Cloruro de cobalto, 0.025 mg de Sulfato cúprico, 27.8 mg de Sulfato ferroso, 22.3 mg de 

Sulfato de manganeso, 0.83 mg de Yoduro de potasio, 0.25 mg de Molibdato de sodio, 

8.6 mg de Sulfato de zinc y 37.2 mg de Na2EDTA · 2H2O 37.2 mg. Además, de vitaminas 

como 100 mg de i-Inositol, 0.5 mg de Niacina, 0.5 mg de Piridoxina, 0.1 mg de tiamina, 

2 mg de Glicinas.  
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Medio NBRIP por litro: 

10 g Glucosa 

2.5 g 𝐶𝑎3(𝑃𝑂4)2 

5 g 𝑀𝑔𝐶𝑙2 × 6 𝐻2𝑂 

0.25 g 𝑀𝑔𝑆𝑂4 × 7 𝐻2𝑂 

0.2 g 𝐾𝐶𝑙 

0.1 g (𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4 

 

Medio CAS 

Solución 1: Tinte azul 

i. Disuelva 0.06 g de CAS (Fluka Chemicals) en 50 ml de ddH2O.  

ii. Disuelva 0,0027 g de FeCl3-6 H2O en 10 ml de HCl 10 mM.  

iii. Disuelva 0.073 g de HDTMA en 40 ml de ddH2O. D.  

Mezcle i. con 9 ml de ii. Luego mezcle con iii. La solución ahora debe ser de color azul. 

Esterilice y almacene en un recipiente.  

 

Solución 2: Mezclas una.  

Stock de solución salina Minimal Media 9 (MM9): Disuelva 15 g de KH2PO4, 25 g de 

NaCl y 50 g de NH4Cl en 500 ml de ddH2O.   

20% de stock de glucosa: Disuelva 20 g de glucosa en 100 ml de ddH2O.   

Stock de NaOH: Disolver 25 g de NaOH en 150 ml de ddH2O; El pH debe ser ∼12. 

Solución de ácido casamino: Disuelva 3 g de ácido Casamino en 27 ml de ddH2O. 

Extraer con 3% de 8-hidroxiquinolina en cloroformo para eliminar cualquier rastro de 

hierro. Filtrar y esterilizar.  

 

Solución 3: Preparación de agar CAS:  

Agregue 100 ml de solución salina MM9 a 750 ml de ddH2O.  

Disuelva 32,24 g de TUBOS de piperazina-N, N'-bis (ácido 2-etanosulfónico): Las 

TUBERÍAS no se disolverán por debajo de un pH de 5. Lleve el pH a 6 y agregue 
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lentamente las TUBERÍAS mientras revuelve. El pH bajará a medida que PIPES se 

disuelva. Mientras revuelve, suba lentamente el pH a 6,8. No exceda de 6,8, ya que 

esto hará que la solución se vuelva verde.  

Agregue 15 g de agar Bacto. 

Esterilizar y enfriar a 50°C.  

Añada 30 ml de solución estéril de ácido casamino y 10 ml de solución estéril de 

glucosa al 20% a la mezcla MM9 / PIPES. 

Agregue lentamente 100 ml de solución de tinte azul a lo largo de la pared de vidrio 

con suficiente agitación para mezclar bien.  

Vierta los platos asépticamente.  


