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RESUMEN

La formulacién y evaluacién de consorcios microbianos representa un reto clave para el desarrollo de
tecnologias agricolas sostenibles. Este estudio evalué la capacidad de consorcios microbianos para
promover el crecimiento de maiz en etapas tempranas mediante una metodologia in vitro rapida y eficiente.
Se compararon cuatro métodos de germinacién para identificar el mas adecuado para evaluar el efecto de
microorganismos fangicos. Se evalu6 la compatibilidad de las cepas fungicas con bacterias y levaduras
previamente aisladas para conformar consorcios por compatibilidad. Mediante el método seleccionado se
evalué la eficacia de los consorcios y se caracterizaron los mecanismos de accion del consorcio
sobresaliente. El sistema de germinacién en rollos de papel fue ideal para estudios de promocion de
crecimiento vegetal (PCV) con hongos al obtener plantulas manipulables con arquitectura similar a las
germinadas en condiciones naturales. Se obtuvieron trece consorcios de las combinaciones compatibles.
El consorcio tripartito: Aureobasidium sp. VFRB, Clavispora sp. Y35 y Pantoea sp. CanP2-19b mejor6
significativamente la tasa de germinacion, la arquitectura de las plantas y la acumulacién de biomasa. A
nivel funcional, el hongo mostré capacidad para movilizar nutrientes y producir sideréforos; la levadura una
alta produccién de indoles, y la bacteria habilidad para solubilizar fésforo y potasio. Estos hallazgos
respaldan el potencial agrobiotecnol6gico del consorcio para su integracién en tecnologias orientadas a
optimizar el establecimiento del cultivo de maiz. Asimismo, el estudio destaca la utilidad de los ensayos
de germinacion como herramientas clave en la bioprospeccién de microorganismos PCV, aportando
informacion relevante para el desarrollo de practicas agricolas sostenibles.

Palabras clave: Disefio de consorcios, pruebas de compatibilidad, pruebas de germinacion, levaduras
promotoras de crecimiento vegetal, arquitectura vegetal.
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ABSTRACT

The formulation and evaluation of microbial consortia remain key challenges in developing sustainable
agricultural technologies. This study assessed the potential of microbial consortia to promote early-stage
maize growth using a rapid and efficient in vitro approach. Four germination methods were compared to
identify the most suitable for evaluating fungal effects. The compatibility of fungal strains with previously
isolated bacteria and yeasts was analyzed to formulate consortia based on mutual compatibility. The
selected method was used to evaluate consortium efficacy, and the functional mechanisms of the most
effective combination were characterized. The between-paper germination system proved optimal for plant
growth promotion (PGP) studies with fungi, as it produced handleable seedlings displaying architecture
closely resembling field-grown plants. Thirteen treatments were developed from compatible strain
combinations. Among them, the tripartite consortium composed of Aureobasidium sp. VFRB, Clavispora
sp. Y35, and Pantoea sp. CanP2-19b significantly enhanced germination rates, seedling architecture, and
biomass accumulation. Functionally, the fungus mobilized nutrients and produced siderophores; the yeast
exhibited high indole production; and the bacterium effectively solubilized phosphorus and potassium.
These results highlight the agrobiotechnological potential of this consortium for use in technologies that
improve maize establishment. Additionally, the study underscores the value of germination assays as
essential tools in the bioprospecting of plant growth-promoting microorganisms, contributing to the
advancement of sustainable agriculture.

Keywords: Consortia design, compatibility test, germination test, plant growth promoting yeast, plant
architecture.

INTRODUCCION

Los consorcios microbianos que comprenden diversos grupos filogenéticos han
demostrado capacidades superiores al optimizar los procesos relacionados a la nutricion,
el desarrollo y la salud vegetal, comparados con las poblaciones individuales. Esta
caracteristica los coloca como una alternativa promisoria con potencial significativo para
incrementar la productividad agricola, conservar y promover la biodiversidad edafica
(Maciag et al., 2023). Estos consorcios multifacéticos refuerzan la diversidad de rutas
metabdlicas en el suelo, lo que resulta en la promocion de crecimiento vegetal, la
induccion de resistencia sistémica, la supresion de enfermedades y el incremento en la
tolerancia a factores abioticos, que en ultima instancia, incrementan la productividad de
los cultivos (Luziatelli et al., 2023). Comunmente, estos consorcios consisten en varias
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV); mientras que en otros casos, se
componen de hongos promotores de crecimiento vegetal (HPCV) que, de forma similar
a las bacterias, promueven el desarrollo vigoroso de la planta. Aunque menos comunes,
en algunos casos se han estudiado levaduras promotoras de crecimiento vegetal
(LPCV); a pesar de su presencia limitada en estudios cientificos, algunas evidencias
sugieren su excelente utilidad como biofertilizantes y estimulantes vegetales (Carvajal et
al., 2024).

Las etapas de germinacion y el desarrollo temprano de la plantula juegan un rol crucial
para lograr una 6ptima densidad de plantas por unidad de é&rea, lo que asegura un
rendimiento favorable del cultivo (Mandi¢ et al., 2023). Durante estas etapas, una
compleja red de procesos regulatorios, influenciados por los reguladores de crecimiento,
la disponibilidad de nutrientes y las asociaciones simbidticas, impactan
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significativamente tanto a la germinacion como al desarrollo de la plantula (Xue et al.,
2021). No obstante, estos procesos pueden ser interrumpidos por factores de estrés
abidtico, deficiencias nutrimentales y la presencia de fitopatégenos, dando como
resultado una germinacion pobre, la disminucién del vigor y el rendimiento reducido
(Khaeim et al., 2022).

La region de La Frailesca en Chiapas se caracteriza por la agricultura y la ganaderia
como actividades intensivas, en donde se incluyen la produccion de maiz, frijol, café y
cacahuate. No obstante, el excesivo uso de agroquimicos ha conducido a la degradacion
de la fertilidad de los suelos. Esto ha causado el abandono de las tierras de cultivo y el
cambio de uso de suelo forestal en suelos agricolas. En respuesta, la asociacion sin fines
de lucro “The Nature Conservancy” ha financiado proyectos colaborativos con el INIFAP
para establecer sistemas agroforestales como una alternativa de restauracion de suelos
degradados. Entre estas estrategias de recuperacién, se realizaron estudios
encaminados al diagnodstico del estatus fitosanitario de los suelos, resultando en la
identificacion de varias cepas tanto fitopatogenas como benéficas de hongos (Chavez-
Diaz et al., 2022). Adicionalmente, se aislaron bacterias y levaduras con capacidades
promotoras de crecimiento vegetal, que exhibieron habilidades fisiolégicas capaces de
influenciar positivamente la fertilidad del suelo (Resendiz-Venado et al., 2022). Estos
estudios también han demostrado la capacidad antagonica de estos hongos, bacterias y
levaduras contra agentes causales de enfermedades vegetales. Ademas, se evidencié
su potencial para incrementar el crecimiento vegetal, lo que derivé en la formulacion de
consorcios basados en su compatibilidad (Gayosso-Barragan et al., 2023; Resendiz-
Venado et al., 2022). Los microorganismos derivados de estos estudios (principalmente
bacterias) han sido evaluados en condiciones in vitro y en campo. No obstante, debido
a las limitantes en tiempo y recursos, hay una critica necesidad de implementar
metodologias practicas y eficientes para evaluar consorcios multi cepa. Esto hace
necesario contar con técnicas capaces de predecir de manera confiable sus efectos
sobre el rendimiento de los cultivos, con el objetivo de acelerar el desarrollo y la
formulacion de bioinoculantes eficaces para una agricultura sostenible.

Las pruebas de germinacién en laboratorio, han probado ser excelentes predictores del
rendimiento de diferentes genotipos vegetales, facilitando la exploracién de tratamientos
gue mejoran los procesos fisiologicos tanto en las semillas como en las plantulas, por lo
gue promueven el desarrollo de estrategias que aseguren el establecimiento del cultivo
en campo (Calvillo-Aguilar et al., 2023; Khaeim et al., 2022; Xue et al., 2021). Con base
en estos antecedentes, el presente estudio aborda la integracion de cepas fungicas a
consorcios previos de bacterias y levaduras formulados por compatibilidad con la
finalidad de reforzarlos, y evalla su efectividad usando un método adaptado in vitro
disefiado para predecir robustamente el rendimiento agronémico del maiz durante sus
etapas tempranas.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas microbianas, indéculos y material vegetal

Se usaron cepas bacterianas aisladas de La Frailesca, Chiapas, durante los afos 2021
y 2022. Las cepas fungicas comprendieron a Aureobasidium sp. VFRB, aislado de frijol;
Cordyceps sp. SVD y Trichoderma sp. SVA, aislados de suelos de selva; Purpureocillium
sp. BOF, aislado de suelo forestal; y Trichoderma sp. LCCG, aislado de plantas de
cacahuate, todos previamente identificados por morfometria y métodos moleculares
(Chavez-Diaz et al., 2022). Se usaron consorcios microbianos preformulados. El
consorcio 2021 conformado de Stenotrophomonas sp. LIMN, Rhizobium sp. WFRFC, y
Enterobacterium sp. LCMG. El consorcio 2022, conformado por Pantoea sp. CanP2-19b,
Pseudomonas sp. 37L, and Pseudomonas sp. P1.1-2b (Ruiz-Ramirez et al., 2024). El
consorcio E1 integrado por las bacterias del consorcio 2021 al que se adiciond la bacteria
Serratia sp. 385 aislada de jales mineros (Zelaya-Molina et al., 2016), mientras que el
consorcio E2 incluia a Pantoea sp. CanP2-19b y a la levadura Clavispora sp. Y35,
aislada de maices conicos del estado de Hidalgo (Zelaya-Molina et al., 2021). La
capacidad promotora de crecimiento vegetal de todos los microorganismos ya era
conocida, con excepcion de Aureobasidium sp. VFRB. Los cultivos fungicos se
mantuvieron en medio agar papa y dextrosa (PDA) a 26£2°C hasta la formacion de
conidios, estos se colectaron y se ajusté la concentraciéon a 1x10* conidios/mL usando
un hematocitometro. Las cepas de bacterias y la levadura, fueron cultivadas sobre medio
agar triptona de soja (TSA), se suspendieron en agua estéril para alcanzar una turbidez
optica acorde al 0.5 en la escala McFarland. Para obtener los extractos crudos, los
microorganismos se cultivaron en caldo triptona de soja (TSB) por 9 dias a 28+2 °C en
agitacion constante, y posteriormente filtrados con papel Whatman No. 4 para remover
la biomasa celular. En el experimento, las plantas fueron inoculadas con 10 mL de
suspension celular o extracto crudo, dependiendo del experimento. Para los consorcios,
se combinaron volumenes iguales de cada microorganismo a las concentraciones
descritas para obtener el volumen final necesario. Como modelo vegetal se emplearon
las semillas del maiz hibrido INIFAP H391, cultivado en Tepatitlan de Morelos durante el
ciclo primavera-verano del 2023.

Seleccién de un método de germinacion asistida por hongos

Se evaluaron cuatro métodos para germinar el maiz con la finalidad de identificar la
técnica mas efectiva para producir semillas manejables que permitiesen colectar datos.
Los métodos incluyeron: germinacion entre rollos de papel (BP), germinacion en cajas
de acrilico (AB) (Calvillo-Aguilar et al., 2023), germination en camas de turba (PM) y de
arena (SN). Cada método incluyé 10 semillas como unidad experimental inoculadas con
propagulos de Aureobasidium sp. VFRFB (X1) o con extracto crudo del hongo (X2), como
se describié anteriormente. Se consideraron cuatro replicas, las cuales se dispusieron
en un arreglo de bloques aleatorizados. Después de 15 dias de incubacion a 26 +2 °C
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con fotoperiodos de 14:10 h luz:oscuridad y fotoperiodos de 6000 lux en una cdmara
bioclimatica, las semillas manejables se evaluaron con base en la elongacion,
crecimiento normal similar al desarrollo en suelo, y la facilidad con la que se removia el
sustrato. Adicionalmente, se registro la longitud de planta, el peso fresco y seco para
determinar el método Optimo para el estudio. Estas caracteristicas facilitan la
manipulacion para asegurar la exactitud en los analisis subsecuentes.

Pruebas de compatibilidad entre hongo, bacteriay levadura

Se establecieron confrontaciones en cultivo dual por triplicado entre hongos y bacterias
de forma individual sobre placas Petri conteniendo PDA con la finalidad de evaluar la
compatibilidad o incompatibilidad en las interacciones. Los cultivos duales se incubaron
a 26+2°C en oscuridad. Después de 7 dias, se realizaron subcultivos de la linea de
confrontacién para evaluar el efecto de un microorganismo sobre otro. Se estructuré una
escala de evaluacion arbitraria basada en las observaciones para evaluar las
interacciones: (+1) indico el efecto bactericida del hongo o la levadura; (0) indicé la
coexistencia entre el hongo y la bacteria o la levadura sobre el medio sin causar dafio
uno al otro, lo que significé compatibilidad; (-1) indico un efecto fungicida exhibido por la
bacteria o la levadura en cuestion. Los valores decimales entre 0 y +1, indicaron un
gradiente bacteriostatico, mientras que aquellos entre 0 y -1 indicaron un gradiente
fungistatico. Las combinaciones compatibles en las pruebas, fueron usadas como
consorcios en los experimentos subsecuentes. En el caso de Trichoderma sp. SVA,
exibié un efecto bacteriostatico bajo contra dos de las bacterias del consorcio 2021. Sin
embargo, el tratamiento se incluyo con base en el interés cientifico de observar el efecto
sobre la planta de los metabolitos generados durante la interaccion. Los tratamientos
aparecen en la tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos basados en la compatibilidad entre Hongo, Bacteriay Levadura.

Tratamiento Hongo Bacteria/Levadura
T1 Control

T2 -

T3 Pantoea sp. CanP2-19b

T4 Clavispora sp. Y35

T5 Aureobasidium sp. VFRB Pseudomonas sp. 37L

T6 Pseudomonas sp. IngP1.1-2b
T7 Consortium 2022

T8 Consortium E2

T9 -

T10 Stenotrophomonas sp. LIMN
T11 Trichoderma sp. SVA Clavispora sp. Y35

T12 Pseudomonas sp. IngP1.1-2b
T13 Consortium 2021

Control: Plantas no inoculadas. Consorcio 2021 comprendido por LIMN, WFRFC y LCGM. Consorcio
2020 comprendido por CanP2-19b, 37L y IngP1.1-2b. Consorcio E2 comprendido por Y35 and
CanP2-19b.
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Efecto de los hongos y consorcio sobre el desempefio de plantulas de maiz

De acuerdo con el método de germinacion seleccionado, se organizaron 25 semillas
como unidad experimental por tratamiento y se inocularon con suspensiones de conidios
fungicos (1 x 10* conidios/mL), ya sea de forma individual o en combinacion con
bacterias y la levadura. Los tratamientos se establecieron conforme a los formulados en
la Tabla 1; cada tratamiento constdé de cuatro repeticiones dispuestas en bloques
aleatorizados. El experimento se repiti6 en dos ocasiones. En los grupos control, el
indculo fue sustituido por agua destilada estéril. EI experimento se llevo a cabo en una
camara bioclimatica durante 18 dias a 26+2 °C, con una humedad relativa del 60% y un
fotoperiodo de 14:10 h luz:oscuridad, con una intensidad luminosa de 6000 Lux. Al
finalizar, se registro el porcentaje de germinacién, longitud de la plimula, longitud de la
raiz, numero de raices secundarias, peso fresco y peso seco de la plumula y la raiz.

Rasgos promotores del crecimiento vegetal en el consorcio hongo-levadura-
bacteria
Se evaluaron caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal para explicar la

efectividad del consorcio tripartita. La fijacidon de nitrogeno se determind en medio libre
de nitrogeno, considerando como cepas positivas aquellas que presentaron un cambio
de color a amarillo (NH,") o azul (NO3") (Baldani et al., 2014). La solubilizacion de fosfato
y potasio se evalué mediante la formacion de halos amarillentos en medios NBRIP-BPB
y Aleksandrow-BPB, (Mehta & Nautiyal, 2001; Parmar & Sindhu, 2019). La movilizacion
de zinc se identifico por la presencia de zonas claras en medio enriquecido con Zn
(Kamran et al., 2017), y la produccién de sideréforos se detectdé mediante halos amarillo-
naranja en Agar-CAS (Schwyn & Neilands, 1987). La tolerancia a la salinidad y al estrés
hidrico se determind a través de la produccion de biomasa microbiana en medios con
salinidad elevada o baja actividad de agua (Arminjon & Lefort, 2025; Liu et al., 2022). La
produccion de indoles se evalud cultivando los microorganismos en agar YPD (agar
extracto de levadura, peptona y dextrosa) suplementado con L-triptofano. Tras 7 dias de
incubacion, se afiadieron 10 mL de reactivo de Salkowski (35% HCI, 0.5 M FeCl3), y una
coloracion rosada-rojiza indico un resultado positivo (Gordon & Weber, 1951; Szkop et
al., 2012). Los medios fueron inoculados con 1x10* conidios/mL en el caso de los
hongos, y suspensiones celulares con una turbidez de 0.5 unidades de McFarland para
levaduras y bacterias. Las respuestas se registraron como intensa (+++), media (++),
baja (+) o negativa (-).

Procesamiento de datos y analisis estadistico

Los datos de compatibilidad, plantulas manejables para la seleccion del método y
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal se analizaron mediante una prueba
de Chi-cuadrada, seguida de una prueba F de Fisher para determinar los niveles de
significancia. Los datos de longitud de plantula, peso fresco y peso seco se
transformaron utilizando logaritmo en base 10. Tras confirmar que se cumplian los
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supuestos estadisticos, los datos se sometieron a un analisis de varianza de dos vias,
seguido de una prueba post hoc de Tukey. Las graficas se generaron a partir de los datos
crudos. Para evaluar el efecto de los hongos solos o en consorcio con bacterias y
levaduras, se calculé el indice de respuesta (RR, por sus siglas en inglés) para
determinar el impacto de la inoculacion sobre la germinacién de semillas. El indice de
respuesta se determind mediante la formula RR = (Ln(Xa/Xb) * 100), donde Xa
representa los datos del tratamiento experimental y Xb corresponde al promedio del
grupo control (semillas sin inoculacion fungica ni bacteriana) (Luo et al., 2022). Estos
datos, asi como los datos crudos correspondientes a la arquitectura radical y
acumulacién de biomasa, fueron sometidos a un analisis de varianza de dos vias,
seguido de una prueba de Tukey para la separacion de medias. Los experimentos se
repitieron al menos en dos ocasiones, y los datos fueron analizados de forma conjunta.
Todo el procesamiento de datos y analisis estadisticos se realizé utilizando el software
R version 4.3.1 (R Core Team, 2024) y RStudio version 2023.06.0 Build 421 (RStudio
Team, 2024).

RESULTADOS

Seleccion del método de germinacién asistida por hongos

Entre los métodos de germinacion asistida por hongos, el método entre papel produjo el
mayor numero de plantulas manejables, con mayor longitud, peso fresco y peso seco,
independientemente de si se utilizé indculo con propagulos o extracto crudo (BP.1y
BP.2). En contraste, el método de germinacion en cajas de acrilico (AB.1y AB.2) gener6
plantulas deformadas y dificiles de manipular (Figura 1). Por otro lado, los métodos PM.1,
PM.2, SN.1 y SN.2 produjeron plantulas con residuos de sustrato adheridos que
resultaron dificiles de eliminar. Ademas, en el método PM se observo crecimiento micelial
sobre la superficie de los semilleros. Las plantulas mostraron diferencias visuales
evidentes, observandose un desarrollo ligeramente superior en aquellas inoculadas con
suspensiones de conidios en comparacion con las tratadas con los extractos crudos
libres de células (Figura 2).

Compatibilidad entre hongos, bacterias y levaduras, y disefio de tratamientos

La cepa Aureobasidium sp. VFRB mostré compatibilidad con las tres cepas bacterianas
gue conforman el Consorcio 2022, asi como con la levadura incluida en el Consorcio E2.
La cepa Trichoderma sp. SVA presento un leve efecto bacteriostatico contra las bacterias
del Consorcio 2021, pero mostré compatibilidad con cepas independientes como
Pseudomonas sp. IngP1.1-2b, Stenotrophomonas sp. LIMN y la levadura Clavispora sp.
Y35. En contraste, Trichoderma sp. LCCG, Purpureocillium sp. BOF y Cordyceps sp.
SVD mostraron compatibilidad con menos de tres cepas bacterianas. La levadura
Clavispora sp. Y35 presentd un gradiente de actividad bacteriostatica contra bacterias
como Enterobacterium sp. LCMG, Pseudomonas sp. IngP1.1-2b y Serratia sp. 385.
Mientras tanto, las cepas bacterianas Pseudomonas sp. 37L, Rhizobium sp. WFRFC y

7


mailto:abanicomicrobiano@gmail.com
https://abanicoacademico.com/abanicomicrobiano/index
https://doi.org/10.3390/agronomy12102357
https://www.r-project.org/
https://www.posit.co/products/open-source/rstudio/
https://www.posit.co/products/open-source/rstudio/

ABANICO MICROBIANO E-ISSN EN TRAMITE abanicomicrobiano@gmail.com a
https://abanicoacademico.com/abanicomicrobiano/index \Y

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Stenotrophomonas sp. LIMN ejercieron cierto grado de actividad antagénica contra la
levadura (Figura 3). Con base en estos resultados, se definieron 13 tratamientos que se
emplearon en la experimentacioén subsecuente (Tabla 1).
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Figura 1. Desempefio de los métodos de germinacién asistida por hongos utilizando in6culo
fangico y extracto crudo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (n=10;
prueba de Chi-cuadrada y prueba de Fisher, p < 0.01 para plantulas viables; ANOVA de dos vias y prueba
de Tukey, p < 0.01 para longitud de plantula, peso fresco y peso seco). AB: Método en caja de acrilico;
BP: Método entre papel; PM: Método en semillero de turba; SN: Método en semillero de arena. X.1:
inoculado con suspensién celular microbiana; X.2: enmendado con extracto crudo (libre de células).

Efecto del in6culo hongo-bacteria-levadura sobre la germinacion de semillas de
maiz

Los resultados indican que los mejores radios de respuesta en la germinacion de semillas
se obtuvieron con la combinacion de Aureobasidium sp. VFRB con el Consorcio E2, asi
como con la levadura inoculada de forma independiente Clavispora sp. Y35,
incrementando las tasas de germinacion hasta en un 6% y 5.5%, respectivamente. En
contraste, Trichoderma sp. SVA redujo las tasas de germinacion tanto cuando se aplicé
de manera individual como al ser inoculado en combinacion con Pseudomonas sp.
IngP1.1-2b o Stenotrophomonas sp. LIMN, observandose disminuciones que oscilaron
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entre 1.3% y 12% en comparacién con las plantas control, excepto cuando se combiné
con la levadura Y35 (Figura 4).

PM.2 SN.1

Figura 2. Plantulas de maiz obtenidas mediante germinacion asistida por el hongo Aureobasidium
sp. VFRB. Las imagenes muestran plantulas representativas seleccionadas a partir de un consenso de 40
observaciones. AB: Método en caja acrilica; BP: Método entre papel; PM: Método en semillero de turba;
SN: Método en semillero de arena. X.1: inoculado con suspension celular microbiana; X.2: enmendado
con extracto crudo (libre de células).

Efecto del in6culo hongo-bacteria-levadura sobre la arquitectura de plantulas de
maiz

La plumula de las plantulas se vio principalmente favorecida en los tratamientos que
contenian Aureobasidium sp. VFRB en combinacién con bacterias del género
Pseudomonas, como Pseudomonas sp. 37L, Pseudomonas sp. EngPl1.1-2b y el
Consorcio 2022, que incluye ambas junto con Pantoea sp. CanP2-19b. En presencia de
Pseudomonas sp. 37L, la plumula aument6 hasta en un 30.26%. En cambio,
Trichoderma sp. SVA, cuando se aplicé de forma individual, provoco una reduccion en
la longitud de la plumula en comparacion con las plantas control. Sin embargo, al
combinarse con Pseudomonas sp. IngP1.1-2b, favorecié el crecimiento en un 24.5%
respecto a las plantas control (Tabla 2).
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Compatibility Test
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Figura 3. Mapa de calor de los niveles de compatibilidad en las interacciones entre hongos y
bacterias aislados de La Frailesca, Chiapas, y la levadura. Los datos representan el promedio de tres
repeticiones. (n=6; prueba de Chi-cuadrada, prueba de Fisher, p < 0.01).

Effect on Maize Germination
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Figura 4. Radios de respuesta en la germinacién de semillas tras la inoculacién con hongos solos
0 en combinacidon con bacterias y la levadura. Las barras representan el promedio de cuatro
repeticiones (n = 25; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey p < 0.01). W: Agua destilada; Aur:
Aureobasidium sp. VFRB; Tri: Trichoderma sp. SVA; CAN: Pantoea sp. CanP2-19b; Y35: Clavispora sp.
Y35; 37L: Pseudomonas sp. 37L; ING: Pseudomonas sp. IngP1.1-2b; 2022: Consorcio 2022 (CAN + 37L

+ ING); E2: Consorcio E2 (CAN + Y35); LIM: Stenotrophomonas sp. LIMN; 2021: Consorcio 2021 (LIMN +
WFRFC + LCGM).
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Acumulacién de biomasa en plantulas de maiz en respuesta a la inoculacién con
hongos, bacterias y levaduras

En general, los tratamientos mostraron efectos positivos reflejado en un mayor
incremento en el peso seco en comparacion con el peso fresco. Destaca la combinacion
del hongo Aureobasidium sp. VFRB, la levadura Clavispora sp. Y35y la bacteria Pantoea
sp. CanP2-19b, la cual mejor6 significativamente la acumulacion de biomasa. En relacion
con las plantulas control, el peso seco de la raiz aument6 en un 44.63% y el de la plumula
en un 36.23%, mientras que el peso fresco de la raiz se increment6 en un 32.92% vy el
de la plumula en un 20.76%. En contraste, los tratamientos que incluyeron al hongo
Trichoderma sp. SVA provocaron una reduccion sustancial en el peso fresco de las
plantulas, con disminuciones de hasta 24.69% en la plumula y 32.31% en las raices. Sin
embargo, cuando Trichoderma sp. SVA se combind con Clavispora sp. Y35 o
Stenotrophomonas sp. LIMN, el peso seco de la raiz aument6 significativamente en un
32.69% y 20.99%, respectivamente, mientras que el peso seco de la plumula se
incrementd en un 29.51% y 9.01%, en comparacion con las plantas control (Figura 5).

Tabla 2. Respuesta en la arquitectura de plantulas de maiz ante la inoculacién con hongos,
bacterias y levaduras

Hongo Bacteria/Levadura Largo de Plumula (cm) Largo de Raiz (cm) S'\tlez.u'r?::rie;s
Control 88.13 d - 12893 e - 47 h
97.67 c +10.3% 141.63 bcd +9.4% 6.82 e +37%
ClaYy35 96.73 c +9.3% 153.47 a +17.4% 9.54 a +71%
PanCAN 92.44 cd +4.8% 143.88 b +11% 8.66 b +61%
AurVFRB Pse37L 119.27 a +30.3% 135.47 cde +5% 5.57 g +17%
PselNG 107.5 b +19.9% 134.31 e +4.1% 6 f +27%
Con2022 111.87 b +23.9% 135.33  cde +4.9% 766 d +49%
ConE2 98.73 c +11.36% 160.8 a +22.1% 9.94 a +75%
73.44 e -18.2% 113.94 f -12.4% 4.47 h +0.8%
ClaY35 92.94 cd +5.3% 142.63 bc +10.1% 6.91 e +39%
TriSVA SteLIMN 89.19 d +1.2% 135.13 cde +4.7% 6.15 f +27%
PseING 112.6 ab +24.5% 130.33 e +1.1% 6.93 e +39%
Con2021 78.2 e -12% 139.93 bcd +8.2% 8.19 [« +56%

Para cada variable, los valores seguidos de la misma letra no presentan diferencias significativas (n = 25; ANOVA de dos vias,
prueba de Tukey p < 0.01). La tercera columna muestra el porcentaje de radio de respuesta de las plantulas para cada variable
en presencia de microorganismos, en relacion con las plantas control. El experimento se realiz6 en dos ocasiones y los datos de
ambos ensayos se analizaron de forma conjunta. AurVFRB: Aureobasidium sp. VFRB; TriSVA: Trichoderma sp. SVA; Control:
Plantulas no inoculadas; ClaY35: Clavispora sp. Y35; PanCAN: Pantoea sp. CanP2-19b; Pse37L: Pseudomonas sp. 37L;
PseING: Pseudomonas sp. IngP1.1-2b; Con2022: Consorcio 2022 (PanCAN + Pse37L + PseING); ConE2: Consorcio E2
(PanCAN + ClaY35); SteLIM: Stenotrophomonas sp. LIMN; Con2021: Consorcio 2021 (SteLIM + RhiWFRFC + EntLCGM).
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Figura 5. Acumulacion de biomasa en plantulas expresada como peso fresco y seco en respuesta
a la inoculacion con hongos solos o en combinacién con bacterias y una levadura. Las barras
brillantes representan el peso fresco o seco de la raiz; las barras atenuadas representan el peso fresco o
seco de la plumula. Las barras muestran el promedio de cuatro repeticiones (n = 25; ANOVA de dos vias,
prueba de Tukey p < 0.05). W: Agua destilada; Aur: Aureobasidium sp. VFRB; Tri: Trichoderma sp. SVA,;
CAN: Pantoea sp. CanP2-19b; Y35: Clavispora sp. Y35; 37L: Pseudomonas sp. 37L; ING: Pseudomonas
sp. IngP1.1-2b; 2022: Consorcio 2022 (CAN + 37L + ING); E2: Consorcio E2 (CAN + Y35); LIM:
Stenotrophomonas sp. LIMN; 2021: Consorcio 2021 (LIMN + WFRFC + LCGM).
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Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal en el consorcio hongo-
levadura-bacteria
Los tres microorganismos que conforman el consorcio presentaron niveles e

intensidades diferenciales en la expresion de caracteristicas promotoras del crecimiento
vegetal. Aureobasidium sp. VFRB mostro el mayor nimero de rasgos benéficos, siendo
la produccion de sideréforos su caracteristica mas destacada, mientras que los rasgos
restantes se expresaron con intensidad media o baja. Clavispora sp. Y35 present6 una
alta capacidad para la produccién de indoles y fue la Unica cepa capaz de generar un
positivo para NH,*. En contraste, Pantoea sp. CanP2-19b exhibi6 la mayor capacidad de
solubilizacion de fosforo (Figura 6).

Plant-Growth Promotion Traits
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Figura 6. Perfil enzimatico e intensidad de las caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal
expresadas por los miembros del consorcio tripartita. El tamafio de las burbujas representa la
intensidad de expresion de los rasgos promotores del crecimiento vegetal. Las burbujas seguidas de letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas (n = 6; prueba de Chi-cuadrada, prueba de Fisher
p < 0.05).

DISCUSION

La agricultura asistida por microorganismos esta cobrando relevancia, particularmente
en cultivos basicos como el maiz, debido a su importancia para la soberania alimentaria
en diversos paises(Guzman et al., 2025; Zelaya-Molina et al., 2024). El proceso de
bioprospeccion permite el desarrollo de formulaciones efectivas mediante el uso de
agentes microbianos nativos y ayuda a predecir su eficiencia de colonizacion e impacto
en el fenotipo vegetal (Sethi, 2024; dos Reis et al., 2024; Agbowuro et al., 2021). Para
fortalecer este proceso, es esencial contar con métodos de evaluacion consistentes que
permitan distinguir los efectos de los tratamientos y tomar decisiones informadas sobre
la seleccion de agentes individuales promotores del crecimiento vegetal, consorcios
microbianos o estrategias de manejo (Calvillo-Aguilar et al., 2023).
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La mayoria de los métodos estandarizados se enfocan en evaluar la germinacion en
respuesta a agroquimicos, extractos naturales o PGPR en condiciones in vitro, con el
objetivo de evaluar directamente la interaccién entre microorganismos y plantas,
excluyendo otros factores que pudiesen interferir (Calvillo-Aguilar et al., 2023; Mandi¢ et
al., 2023). Esto permite observar si el microorganismo puede mejorar la aptitud biol6gica
inherente de la planta (Khaeim et al.,, 2022; Xue et al., 2021). En este estudio se
evaluaron cuatro métodos diferentes de germinacién (cajas de acrilico, entre papel,
camas de turba y camas de arena) para identificar el mas adecuado para producir
plantulas de maiz manipulables, permitiendo asi la recoleccion de datos sélidos que
orienten la seleccion de consorcios microbianos 6ptimos. Las plantulas inoculadas con
suspensiones conidiales mostraron un desarrollo superior en comparacion con aquellas
tratadas con extractos crudos, probablemente debido a la interaccion y el proceso de
colonizacién generado por el hongo promotor de crecimiento vegetal. Dicha colonizacién
favorece respuestas adaptativas a las condiciones ambientales y estimula la produccién
de metabolitos benéficos que mejoran la fisiologia de la planta (Hossain et al., 2020;
Chen et al.,, 2021; Wang et al., 2024).

El método de germinacion en rollos de papel produjo plantulas manipulables con micelio
facilmente removible; aunque las puntas radicales eran propensas a romperse, este
meétodo supero a los demas en todos los criterios evaluados. En contraste, las camas de
turba y arena provocaron la adherencia del sustrato a las raices debido al crecimiento
micelial, dificultando el manejo de las plantulas. Ademas, la esporulacion observada en
estos sustratos podria incrementar el riesgo de contaminacion de la camara de
crecimiento. Las cajas de acrilico produjeron plantulas con desarrollo deficiente y
morfologia irregular (Figura 2). Estos resultados indican que el método de Calvillo-Aguilar
et al. (2023) es adaptable para evaluar no solo bacterias y levaduras, sino también otros
microorganismos como hongos, facilitando la evaluacion directa de las respuestas
fisiologicas del cultivo frente a agentes promotores del crecimiento vegetal.

El disefio de consorcios microbianos con fines agricolas requiere investigacion
exhaustiva. Esto implica comprender las interacciones entre Ios microorganismos que
conforman el consorcio, ya que su persistencia, viabilidad tras la aplicacion, capacidad
de colonizacion y atributos fisiologicos dependen crucialmente de estas
interacciones(Maciag et al., 2023; Prigigallo et al., 2023). Los cultivos duales in vitro
proporcionan un método de evaluacidn eficiente para determinar si estos
microorganismos pueden coexistir en un mismo entorno, siendo una herramienta clave
en la formulacién de consorcios microbianos sintéticos (Tabacchioni et al.,, 2021).
Aunque los ensayos de compatibilidad en cultivos duales simplifican los factores
ambientales complejos que influyen en el establecimiento microbiano, permiten
identificar eficazmente incompatibilidades fundamentales. En este estudio, se observo
una marcada actividad fungistatica de Clavispora sp. Y35, Pseudomonas sp. IngP1.1-
2b, Pseudomonas sp. 37L y Pantoea sp. CanP2-19b contra los hongos Purpureocillium
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sp. BOF y Cordyceps sp. SVD. Esta seleccion preliminar evitd destinar recursos a
combinaciones cuya coexistencia espacial inicial no era probable.

Con base en estos principios, se establecieron consorcios compuestos por hongos,
bacterias y la levadura. Sin embargo, en el caso del tratamiento T13, se paso por alto la
accion bacteriostética de Trichoderma sp. SVA contra Rhizobium sp. WFRFC vy
Enterobacterium sp. LCMG (incluidos en el consorcio 2021). La decision de incluir este
tratamiento respondié al interés cientifico por explorar los efectos de una interaccion
parcialmente incompatible y observar su impacto al entrar en contacto con la planta. Esta
eleccion se respaldé en la presencia de diversos metabolitos involucrados en la
interaccion bacteriostética, los cuales podrian aportar beneficios a la planta (Tabacchioni
et al., 2021). Aunque Trichoderma sp. SVA es un hongo promotor del crecimiento
vegetal, limité el desarrollo de plantulas de maiz cuando se aplicé solo, o que subraya
la necesidad de realizar pruebas de germinacién, ya que algunas cepas de Trichoderma
pueden ser especificas de ciertos cultivos o incluso perjudiciales para otros (Bailey et al.,
2006). De forma interesante, en combinacion con el Consorcio 2021 (a pesar de sus
efectos bacteriostaticos), las bacterias parecieron estabilizar el sistema, mejorando el
desarrollo radicular y restaurando los niveles de germinacion y biomasa comparables al
control.

Numerosos estudios han demostrado que la asociacion temprana entre
microorganismos y semillas mejora las tasas de germinacion, la arquitectura vegetal y
otros rasgos agronomicos (Calvillo-Aguilar et al., 2023; Cardarelli et al., 2022). Los
microorganismos emplean mecanismos como la produccion de reguladores del
crecimiento, secrecion de compuestos volatiles y actividad enzimatica para estimular el
desempeiio temprano del cultivo (Metwally et al., 2022). Aunque estas capacidades son
deseables en los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV), es
crucial realizar pruebas de germinacion para evaluar la interaccion entre el cultivo y los
MPCV, ya que algunos de ellos podrian presentar efectos adversos (Luziatelli et al.,
2023). El resultado de la interaccion (ya sea beneficiosa o perjudicial para el cultivo)
depende de la velocidad, intensidad y duracion de los mecanismos expresados tanto por
el microorganismo promotor como por la planta. Una dinamica equilibrada entre la
actividad del MPCV vy la respuesta de la planta es esencial para establecer una
asociaciéon simbidtica positiva (Chavez-Diaz & Zavaleta-Mejia, 2019).

La arquitectura vegetal esta determinada por factores genéticos y ambientales. Durante
el desarrollo temprano del cultivo, la presencia de MPCV impacta directamente sobre
una compleja red regulatoria, desencadenando una expresion génica diferencial que
altera procesos como el metabolismo del fésforo, la formacion de azlcares, la regulacion
del crecimiento y el metabolismo lipidico (Chen et al., 2021). En nuestro estudio, casi
todos los consorcios influyeron significativamente en la arquitectura de las plantulas de
maiz. En particular, la asociacion hongo-levadura-bacteria (Aureobasidium sp. VFRV,
Clavispora sp. Y35, Pantoea sp. CanP2-19b) dio lugar a plantas con sistemas radiculares
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mas extensos y robustos, plumulas discretas y relaciones favorables entre peso fresco y
seco (Tabla 2, Figura 5). Resultados similares se reportaron en un estudio con el
consorcio bacteriano nativo de maiz variedad K-25, compuesto por Lysinibacillus sp.
ZM1 y Paenibacillus dendritiformis ZM2, el cual mejoré la germinacion y la arquitectura
de las plantulas, incluyendo el sistema radicular y la plimula. En contraste, las semillas
tratadas con antibidticos para eliminar bacterias nativas mostraron una reduccion
significativa en estos parametros, destacando el papel crucial de los microorganismos
nativos en el desarrollo temprano del maiz (Pal et al., 2022). Otro estudio revel6 que la
inoculaciébn con un consorcio compuesto por los hongos Serendipita indica y
Rhizophagus intraradices, junto con la bacteria Azotobacter chroococcum, permitié que
las plantas de maiz mantuvieran un desarrollo 6ptimo bajo estrés hidrico sin alteraciones
importantes en la estructura de hojas o raices. Esta combinacion microbiana promovié
el crecimiento vegetativo, incrementd la biomasa, favorecié el balance osmotico y
sostuvo la regulacion de la actividad enzimatica antioxidante (Tyagi et al., 2023). Hasta
donde sabemos, la mayoria de los estudios sobre consorcios microbianos en maiz se
han centrado en combinaciones de bacterias y hongos promotores del crecimiento. Sin
embargo, un estudio en fresa demostro que un consorcio compuesto por el hongo
Claroideoglomus claroideum, la levadura Naganishia albida y la bacteria Burkholderia
caledonica influyé significativamente en la fisiologia del cultivo. Las plantas inoculadas
mostraron mayor acumulaciéon de biomasa, contenido relativo de agua y niveles de
clorofila, lo cual se correlaciond con una mayor actividad del sistema antioxidante y
mayores rendimientos de fruto, incluso bajo estrés hidrico (Pérez-Moncada et al., 2024).

La influencia de los microorganismos sobre la arquitectura de la rizosfera y la filosfera
estd mediada por diversos metabolitos involucrados en la red de comunicacion entre el
microorganismo y la planta. Estos metabolitos también participan en procesos
biogeoquimicos y determinan la dinamica poblacional asociada al cultivo (Wu et al.,
2023). Por esta razoén, los rasgos asociados con la promocion del crecimiento vegetal
son altamente deseables en los microorganismos que integran un consorcio. En este
estudio, Clavispora sp. Y35 mostré una elevada capacidad de produccion de indoles,
Pantoea sp. CanP2-19b present6 una destacada capacidad solubilizadora de fosforo y
Aureobasidium sp. VFRB demostré un alto potencial para la produccion de sideréforos,
entre otros rasgos (Figura 6). En conjunto, estas tres caracteristicas son fundamentales
para optimizar el desempefio del maiz al mejorar la disponibilidad de nutrientes en el
suelo y contribuir a una mayor salud y rendimiento del cultivo (Marzban et al., 2016; de
Oliveira-Paiva et al., 2024; Luo et al., 2024). La levadura Clavispora sp. ha sido reportada
como parte de la microbiota nativa del maiz criollo mexicano y como una excelente
productora de indoles (Ramos-Garza et al., 2023). Nuestro grupo de investigacion ha
contribuido a documentar la capacidad promotora de crecimiento de esta levadura en
maiz (Resendiz-Venado et al., 2022; Calvillo-Aguilar et al., 2023), y el presente estudio
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se suma a la creciente evidencia que respalda a Clavispora sp. como agente promotor
del crecimiento vegetal. El género Pantoea estd ampliamente distribuido y cominmente
asociado con cultivos de cereales. Aunque algunas especies son fitopatdégenas, otras
han demostrado un notable potencial como promotoras de crecimiento y salud vegetal
debido a su capacidad para fijar nitrdgeno, solubilizar fésforo, sintetizar sider6foros y
producir indoles, lo cual puede inducir cambios fisiolégicos benéficos en las plantas (Lv
et al., 2022). El género fungico Aureobasidium se considera controversial debido a su
capacidad de presentar morfologia tipo levadura en ciertas condiciones (Slepecky &
Starmer, 2009). No obstante, la cepa VFRV ha mantenido consistentemente un
crecimiento filamentoso desde su aislamiento. Aureobasidium ha sido utilizado
principalmente como agente de control bioldgico, gracias a su produccion de una amplia
gama de enzimas liticas, sideréforos y compuestos volatiles (Di Francesco et al., 2023).
Este estudio destaca varios rasgos asociados con la promocion del crecimiento vegetal;
sin embargo, no se descarta que otros mecanismos no evaluados también contribuyan
a los efectos observados en las plantulas de maiz. En conjunto, el hongo Aureobasidium
sp. VFRFB, la levadura Clavispora sp. Y35 y la bacteria Pantoea sp. CanP2-19b fueron
bioprospectados como un consorcio con fuerte potencial para apoyar el desarrollo del
maiz durante sus etapas tempranas de crecimiento.

CONCLUSIONES

El consorcio sintético compuesto por Aureobasidium sp. VFRB, Clavispora sp. Y35 y
Pantoea sp. CanP2-19b (consorcio hongo-levadura-bacteria) demostrd un alto potencial
agrobiotecnolégico, mejorando significativamente las tasas de germinacion, la
arquitectura de las plantulas y la acumulacion de biomasa. De manera similar, la
combinacién hongo-levadura (Aureobasidium sp. VFRFB y Clavispora sp. Y35) arrojo
resultados favorables. En contraste, Trichoderma sp. SVA, cuando se aplicé de forma
individual, afectdé negativamente el desarrollo de las plantulas, lo que resalta la
importancia de contar con un protocolo de bioprospeccion bien estructurado que incluya
pruebas de germinacion para evaluar la compatibilidad entre los agentes promotores del
crecimiento vegetal y las semillas del cultivo.

El método de germinacion en rollos de papel demostré ser una herramienta valiosa para
la bioprospeccién microbiana, al permitir el desarrollo de plantulas de maiz con una
arquitectura comparable a la de plantas cultivadas en campo. Entre sus ventajas
destacan la generacion de plantulas facilmente manipulables, su adaptabilidad para
evaluar bacterias, levaduras y hongos, asi como la diferenciacion clara entre los efectos
del genotipo vegetal y las interacciones microbianas.

En conjunto, este estudio resalta la relevancia de las pruebas de germinacién en la
bioprospeccion de MPCV y respalda el uso de consorcios microbianos como una
estrategia sostenible para mejorar la productividad agricola y la salud del suelo.
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