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Abstract— Pseudomonas putida KT2440 is a bacterium able to colonize plant roots and degrade toxic compounds from 

environment. The aim of present work was to evaluate the ability of this bacterium to promote the growth of autochthonous 

blue maize under two conditions of temperature: 30 and 40 
o
C. In this work we observed that the evaluated bacterium 

promoted the growth of maize in dependency of the temperature of plant development, with higher stimulation at 40 
o
C. We 

propose that this bacterium could protect the development of plants under stress conditions provoked by higher 

temperatures prevalent in agricultural fields of tropical or arid areas. 

Keywords—  Pseudomonas putida, Plant growth promoting rhizobacteria, temperature. 

Resumen— Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria con la capacidad de degradar compuestos tóxicos para el ambiente 

y coloniza eficientemente a las raíces de las plantas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la habilidad de esta bacteria 

para promover el crecimiento de maíz azul bajo dos condiciones de temperatura: 30 y 40 
o
C. En este trabajo se observó que 

esta bacteria es capaz de estimular el crecimiento del maíz en dependencia de la temperatura de desarrollo de las plantas, 

habiendo una mejor estimulación a 40 
o
C. Se propone que esta bacteria podría proteger a las plantas de las condiciones de 

estrés generados por elevadas temperaturas que ocurren en campos agrícolas de zonas tropicales o áridas. 

Palabras claves—Pseudomonas putida, Rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas, temperatura. 

I. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad se han estudiado las capacidades de diversas bacterias para promover el crecimiento 
de plantas por ser una alternativa ecológica que podría disminuir el uso de agroquímicos en los campos 
de cultivo [1, 2]. Se han seleccionado bacterias benéficas que interaccionan bien con plantas para el 
desarrollo de inoculantes destinados para la agricultura [3, 4] y muchos de esos inoculantes han 
incrementado el rendimiento de los cultivos de forma exitosa. Por ejemplo, las formulaciones con 
Azospirillum brasilense han sido exitosos en casi un 70% con referencia a los sitios donde se han 
aplicado [5]. Sin embargo, otras bacterias como Pseudomonas spp. no han tenido resultados de éxito tan 
constantes en la promoción de crecimiento. En muchas ocasiones esta falta de éxito se ha atribuido a que 
las bacterias no son capaces de colonizar efectivamente a las plantas debido a que la población indígena 
es más competitiva que la inoculada [6]. No obstante, varios factores podrían estar involucrados y 
algunos de ellos han sido estudiados, por ejemplo, el acarreador del inoculante, aspectos de aplicación 
tecnológica, el tipo de suelo, la variedad de planta, el genotipo de bacteria usada, entre otros [7, 8, 9]. 
Otros factores como la temperatura, la humedad relativa y el fotoperiodo en el que se desarrollan las 
plantas son factores aun no estudiados en relación con la capacidad de bacterias para promover el 
crecimiento de plantas. Razón por la que se considera que aún se requieren estudios que indiquen cuales 
son las condiciones en las que una bacteria va a ser capaz o no de realizar la estimulación efectiva del 
crecimiento para plantas inoculadas. 
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Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria muy estudiada por sus capacidades de llevar a cabo la 
degradación de compuestos tóxicos y su alta tolerancia a compuestos aromáticos [10, 11, 12]. Esta 
bacteria es una cepa derivada de Pseudomonas putida PWWO; la cual alberga al plásmido TOL 
(iniciales que refieren a la degradación de tolueno) implicado en el catabolismo de tolueno y xileno 
mediante las vías de toluato y xilato [13]. La cepa KT2440 se diferencia de la PWWO porque ya no 
contiene el plásmido TOL. A pesar de ello, aún es capaz de usar compuestos aromáticos como fuente de 
carbono y tolerar compuestos altamente recalcitrantes [11, 14], lo que muestra que también su genoma 
contiene información importante para la degradación de compuestos. El genoma de esta bacteria se 
conoce y ha mostrado varias potencialidades de la bacteria [15], muchas de ellas que aún no han sido 
estudiadas. Además esta bacteria no es patógena, razón por la que se ha certificado como biosegura [13, 
16]. 

Por otro lado P. putida KT2440 es capaz de colonizar a la rizósfera de diversas plantas entre las que 
destaca el maíz [17, 18]. La alta capacidad para tolerar tóxicos orgánicos y su excelente colonización de 
plantas, hacen que la cepa KT2440 sea un excelente modelo para potenciar la rizorremediación de 
compuestos en suelos contaminados [19]. Además, se ha observado que esta bacteria desencadena una 
respuesta sistémica inducida (ISR; de sus siglas en inglés) en plantas de Arabidopsis thaliana [20] y 
maíz [21], que las protege contra patógenos y este mecanismo podría significar una manera para 
estimular su crecimiento [22]. Sin embargo, aún no se ha demostrado que P. putida KT2440 sea una 
bacteria que estimule el crecimiento de plantas. Por esta razón el objetivo del presente trabajo fue 
evaluar la capacidad de P. putida KT2440 para promover el crecimiento de maíz azul criollo bajo dos 
condiciones de temperatura máxima para el crecimiento de las plantas: 30 

o
C y 40 

o
C. En este trabajo se 

mostró que esta bacteria tiene la capacidad para estimular el crecimiento del maíz, pero este estímulo es 
dependiente de la temperatura en la que se desarrollan las plantas. 

II. MATERIAL Y MÉTODOS 

A. Obtención de maíz axénico 

Las semillas de maíz azul fueron esterilizadas superficialmente usando hipoclorito de sodio al 6.5% 
en acuerdo a trabajo previamente realizado [23]. El maíz fue enjuagado 10 veces con agua destilada 
estéril en una campana de flujo laminar para mantener condiciones de esterilidad. Los maíces axénicos 
fueron usados para los ensayos de inoculación con bacterias.  

B. Obtención de la suspensión bacteriana para inocular semillas de maíz 

La bacteria usada en este trabajo fue donada por el grupo de Degradación de Tóxicos Orgánicos, 

Departamento de Protección Ambiental, Estación Experimental del Zaidín Granada, España. Esta cepa 

crece en medio LB adicionado con cloranfenicol a una concentración de 100 microgramos por mililitro 

(LB-Cm
100

) [24]. 

La bacteria fue crecida en 5 ml de medio LB-Cm
100

 líquido a 30 
o
C durante 24 horas y a partir de 

este crecimiento se inoculó un matraz conteniendo 100 ml de medio LB-Cm
100

. Los cultivos fueron 

colocados en agitación a 200 rpm y 30 
o
C durante 24 horas para alcanzar una densidad máxima de 

crecimiento de 5 (fase estacionaria). El crecimiento bacteriano de los cultivos fue centrifugado a 4 
o
C 

durante 10 minutos a 5,000 rpm. El pellet obtenido fue resuspendido en el mismo volumen inicial con 

agua destilada estéril, la suspensión resultante se diluyó en proporción 1:100 y el número de bacterias 

fue determinado por quintuplicado mediante el método de conteo denominado “Goteo por Sellado en 

Placa Masivo” (GSPM) [25]. La suspensión bacteriana sirvió para inocular 55 semillas para cada 

tratamiento ensayado: dos a 30 
o
C (inoculado y no inoculado) y dos a 40 

o
C (inoculado y no 

inoculado). Para ello, las semillas fueron sumergidas durante una hora, tiempo suficiente para que esta 
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bacteria se adhiera a las semillas de maíz [23]. Los controles consistieron en sumergir el mismo 

número de semillas axénicas en agua destilada estéril. 

C. Sembrado de las semillas, adhesión y colonización bacteriana 

Tanto las semillas inoculadas como las no inoculadas, de cada tratamiento, fueron colocadas en 

macetas conteniendo 1L de vermiculita estéril; un soporte inerte ampliamente usado para evaluación de 

la colonización de bacterias en plantas [9, 26]. En cada maceta fue sembrada solo una semilla y 

posteriormente fueron regadas con 100 ml de solución MSJ [26] y agua destilada estéril. Las macetas 

fueron rotuladas para su identificación y se colocaron aleatoriamente bajo condiciones de invernadero, 

con fotoperiodo 16/8 luz/obscuridad, humedad relativa de 70 % y bajo dos condiciones diferentes de 

temperatura para el crecimiento de plantas: la primera fue a temperatura máxima de 30 
o
C durante el 

día y 20 
o
C en la noche. La segunda condición de crecimiento fue a una temperatura máxima de 40 

o
C 

durante el día y a 30 
o
C en la noche. Las plantas fueron regadas periódicamente a lo largo del 

experimento. 

La adhesión de la bacteria fue evaluada 12 horas posteriores a la inoculación [23], para ello 5 

semillas de cada tratamiento fueron extraídas de macetas independientes, cada una fue sumergida en 3 

ml de agua destilada estéril y agitadas vigorosamente en vortex. La suspensión obtenida fue usada para 

cuantificar el número de bacterias que fueron capaces de adherirse a las semillas, para ello la 

suspensión fue diluida en factor 1:10 con agua destilada estéril y se usó el método de recuento GSPM 

mediante el sellado en placas de Petri con medio LB-Cm
100

. Semillas de tratamientos sin inocular se 

procesaron de la misma forma. 
La colonización de bacterias fue evaluada a los 15, 30 y 45 días posteriores a la inoculación (dpi). 

Para ello, cinco plantas de cada tratamiento (inoculadas y controles) fueron extraídas de sus macetas, la 
vermiculita fue sacudida y las raíces con vermiculita más adherida fueron sumergidas en suficiente agua 
destilada estéril, se agitó vigorosamente y la suspensión obtenida fue diluida en factor 1:10 
(peso/volumen) para realizar el recuento de bacterias mediante el método GSPM. En este trabajo la 
vermiculita más adherida a las raíces fue considerada como suelo rizosférico y se consideró que la 
suspensión resultante contiene bacterias de la rizósfera, como se ha sugerido en otros trabajos [9, 23, 
26]. El peso de la vermiculita fue obtenido mediante el secado de las muestras sin las raíces a 70 

o
C 

durante 3 días y este valor fue considerado para ajustar el número de unidades formadoras de colonia 
por mililitro (No. UFC/ml) al número de unidades formadoras de colonia por gramo de vermiculita (No. 
UFC/g V) [26]. 

D. Evaluación de la estimulación de crecimiento 

La capacidad de P. putida KT2440 para promover el crecimiento de plantas de maíz fue evaluada a 
los 45 dpi en 30 plantas para cada tratamiento. En este trabajo se midió el peso seco de las plantas, para 
ello, éstas fueron extraídas de las macetas y las raíces fueron lavadas con cuidado para eliminar la 
vermiculita. Después, las raíces fueron separadas de la región aérea y se colocaron en bolsas de papel de 
forma independiente con etiquetas del tratamiento correspondiente. Las muestras fueron colocadas en 
una estufa para su secado a 70 

o
C durante 20 días. Después de este tiempo las muestras fueron sacadas 

de la estufa y colocadas a temperatura ambiente para pesarlas en una balanza analítica. Las mediciones 
fueron realizadas en 30 plantas para cada tratamiento. Los datos del peso seco fueron analizados de 
forma pareada usando la prueba t-student a una P≤0.05 mediante el programa Sigma Plot de Handel 
scientific Software. Cuando hubo diferencias estadísticas los tratamientos fueron marcados con letras 
diferentes. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este trabajo se usó maíz azul autóctono de Papalotla, Tlaxcala, México (Figura 1); debido a que 

no hay trabajos que reporten resultados de inoculación bacteriana en esta variedad, por su relevancia 

para la preparación de comida tradicional mexicana [27] y también por su alto contenido de 

antocianinas que podría impactar en beneficios a la salud [28, 29]. 

 

 
Figura 1. Maíz azul autóctono originario de Papalotla, Tlaxcala, México 

 

La adhesión y la colonización son primordiales para que una bacteria realice una correcta 

interacción con las plantas [18, 20, 21, 30] y en consecuencia esto es un factor decisivo para permitir 

que una bacteria otorgue efectos positivos para la estimulación del crecimiento de plantas [9]. 

La suspensión bacteriana con la que se inocularon las semillas de este trabajo estuvo en el rango de 

10
6
 UFC/ml (Tabla 1) y cuya densidad celular fue suficiente para obtener una efectiva adhesión. Se 

observó que P. putida KT2440 se adhirió en números altos a las semillas de maíz azul, alrededor de 10
7
 

UFC/semilla (Tabla 1). Esos números son similares a los previamente reportados para maíz híbrido 

(var. Golden Jubilee) [21]. 

 
Tabla 1. Promedio del número de bacterias presentes en distintas etapas de la investigación y desviación estándar. 

Temperatura 

máxima de 

desarrollo de 

plantas 

Tratamiento de 

inoculación de 

plantas 

Número de células 

de P. putida 

KT2440 en la 

suspensión para 

inocular. (Log No. 

UFC/ml) 

Adherencia de P. 

putida KT2440 

en semillas 

(Log No. 

UFC/semilla) 

Colonización rizosférica de P. 

putida KT2440 (Log No. UFC/g 

V) 

15 dpi 30 dpi 40 dpi 

30 
o
C 

Sin inocular 0 (agua) 0 0 0 0 

Inoculadas 6.10 ±0.38 7.40 ± 0.13 
6.50 

±0.20 

5.70 

±0.39 

6.70 

±0.62 

40 
o
C 

Sin inocular 0 (agua) 0 0 0 0 

Inoculadas 6.82 ±0.29 7.75 ± 0.14 
6.10 

±0.16 

4.80 

±0.21 
0 

 

Se usó vermiculita estéril para realizar los experimentos de colonización y promoción de 

crecimiento de maíz, debido a que es un sustrato inerte con composición estándar sin fuentes de 

carbono o nitrógeno, ni minerales disponibles, razón por la que se pueden controlar los nutrientes que 

se adicionan para el crecimiento de las plantas y en este trabajo se adicionó MSJ [23, 26]. El uso de 

vermiculita estéril como sustrato también permite que las bacterias puedan colonizar a las plantas sin 

competencia de otra clase de microorganismos o efectos de la composición de un suelo no conocido. 

La rizósfera se define como el suelo influenciado por los exudados de las raíces de las plantas [22] y 

en publicaciones previas se ha considerado que la vermiculita es un suelo controlado, razón por la que 
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se valida que una suspensión bacteriana obtenida a partir de la vermiculita íntimamente asociada a las 

raíces de las plantas contiene bacterias rizosféricas [9, 23, 26] y en el trabajo presente también se hizo 

esa consideración. La colonización de P. putida KT2440 en la rizósfera fue muy similar en los dos 

experimentos explorados a los 15 dpi (Tabla 1), en valores alrededor a 10
6
 UFC/g de V. A los 30 dpi, el 

número de bacterias que colonizaron la rizósfera de plantas que crecieron a temperatura máxima de 40 
o
C fue ligeramente menor que el número de bacterias observado a 30 

o
C. A 45 dpi, las bacterias solo se 

detectaron en el tratamiento a 30 
o
C y no a 45 

o
C. Desconocemos porqué disminuye la población de 

bacterias cuando las plantas crecen a 40 
o
C, no obstante otras bacterias también decrecen cuando 

interaccionan con plantas a lo largo de su desarrollo, probablemente debido a los cambios fisiológicos 

que sufre la panta que impiden el establecimiento de las poblaciones bacterianas o bien porque se ha 

despertado una respuesta de defensa de las plantas que podría afectar a la misma población benéfica [9, 

21, 26]. La colonización rizosférica de P. putida KT2440 en este trabajo fue similar a la observada en 

maíz de la variedad Golden Jubilee que fue reportada en valores de 10
5
 UFC/g de peso fresco de raíz 

[21]. La colonización de rizósfera ha sido reportada para otras bacterias, por ejemplo, la colonización 

de Burkholderia sp., B. megaterium y Sphingomonas sp. ha sido observada en números alrededor de 

10
4
 UFC/g de peso fresco de raíz, después de cinco semanas de crecimiento de plantas de maíz [31, 

32]. P. fluorescens fue capaz de colonizar las raíces de maíz en una población alrededor de 10
5 

UFC/g 

de rizósfera a los 35 días de desarrollo [33]. A pesar de que la adhesión y la colonización de P. putida 

KT2440 a los 15 dpi fueron muy similares en los dos experimentos explorados (30 
o
C y 40 

o
C) los 

resultados de estimulación de crecimiento fueron diferentes. En el futuro será interesante conocer si la 

caída de población observada a los 45 dpi en plantas crecidas a temperatura máxima de 40 
o
C está 

relacionada con la mejor promoción de crecimiento de las plantas. 

En acuerdo con publicaciones previas, los parámetros comúnmente usados para evaluar la 

promoción de crecimiento son la altura de las plantas, el diámetro de los tallos de las plantas, el peso 

fresco y seco de las plantas [9, 23, 26]. De estas mediciones, el incremento del peso seco de las plantas 

inoculadas con respecto a las no inoculadas es una de las más relevantes para demostrar que una 

bacteria promueve su crecimiento [32, 33]. En la presente investigación, se observó que las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440 mostraron valores de peso seco incrementados con referencia a 

plantas no inoculadas, tanto de raíz como de región aérea (Figura 2 y 3). Bajo condiciones de 

temperatura máxima de desarrollo de las plantas (30 
o
C), se observó que las raíces de las plantas 

inoculadas con la bacteria fue ligeramente mayor (1.54 g) con referencia al de las plantas no inoculadas 

(1.39 g), pero estadísticamente diferentes (Figura 2). En estas condiciones los valores del peso seco de 

la región aérea de plantas inoculadas (3.66 g) fueron incrementados con referencia a las plantas no 

inoculadas (3.10 g) (Figura 3). Bajo la otra condición de temperatura máxima de desarrollo de las 

plantas (40 
o
C) se observó que las raíces de las plantas inoculadas con la bacteria fueron mucho 

mayores (3.75 g) con referencia al de las plantas no inoculadas (1.42 g) y son estadísticamente 

diferentes (Figura 2). Los valores del peso seco de la región aérea de plantas inoculadas (5.04 g) fueron 

altamente incrementados con referencia a las plantas no inoculadas (3.19 g) (Figura 3), bajo estas 

condiciones (40 
o
C). 

El peso seco tanto de la región aérea como de las raíces de plantas no inoculadas fue 

estadísticamente igual para ambas condiciones experimentales (30 
o
C y 40 

o
C). Sin embargo, los 

resultados muestran que el peso seco de las plantas inoculadas fue mayor para la condición de 

crecimiento a temperatura máxima de 40 
o
C que los incrementos observados en temperatura máxima de 

30 
o
C (Figura 2 y 3). Aunque los valores de promoción del crecimiento de plantas a 30 

o
C fueron 

menores a los observados a 40 
o
C, la apariencia de las plantas fue claramente mayor en plantas 

inoculadas en relación con no inoculadas (no mostrado). 
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Figura 2. Peso seco de las raíces de maíz azul tanto de plantas inoculadas como no inoculadas. 

 

 
Figura 3. Peso seco de la parte aérea del maíz azul tanto de plantas inoculadas como no inoculadas 

 

Existen varios mecanismos de promoción de crecimiento de plantas reportados para bacterias [3, 

34]. Estos han sido clasificados en directos e indirectos [22]. En los mecanismos directos las bacterias 

benéficas proporcionan nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas entre los que destaca la 

fijación biológica de nitrógeno y la solubilización de fosfatos. En los mecanismos indirectos las 

bacterias benéficas afectan el crecimiento de fitopatógenos, ya sea por la producción de sustancias 

inhibitorias o bien por el desencadenamiento de una respuesta de defensa protectora en las plantas 

contra patógenos. Los mecanismos potenciales de P. putida KT2440 para estimular el crecimiento de 

plantas podrían ser la producción de sideróforos que está relacionada con su capacidad de adherencia a 

las semillas [35], la producción de sustancias inhibitorias que podría incrementar su competitividad 

[36, 37], el desencadenamiento de una respuesta de defesa efectiva contra patógenos de tipo ISR [20, 

21]. En la cepa de P. putida BIRD-1 que está muy relacionada a P. putida KT2440 se ha demostrado la 

existencia de genes para la producción del ácido indol acético y solubilización de fosfatos [38] y la 

capacidad para solubilizar fosfatos también ha sido demostrada en la cepa P. putida Bo [39]; lo que 

podría sugerir que la cepa KT2440 también tiene esas capacidades. En el presente trabajo no sabemos 

cuál de estos mecanismos podría estar implicado en la promoción del crecimiento observada en las 

plantas de maíz azul. No obstante, es probable que la situación de estrés generado por el incremento de 

temperatura, permita una mejor expresión de los genes implicados en la estimulación de crecimiento. 

Se ha observado que dependiendo de la condición en la que se desarrolla P. putida KT2440 ocurre una 

expresión diferencial de sus genes [40] e incluso la expresión de genes varía en dependencia de la fase 
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de crecimiento de la bacteria [41]. Será importante en el futuro evaluar como ocurre la expresión de 

genes de interés, para potenciar la función benéfica de las bacterias que se asocian a plantas [1]. 

IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La promoción de crecimiento de P. putida KT2440 en maíz azul fue observada en las dos 
condiciones de temperatura máxima exploradas (30 y 40 

o
C). Sin embargo, la estimulación fue mayor a 

40 
o
C con respecto a la condición de 30 

o
C. Es interesante notar que las bacterias de esta especie se 

adhirieron de forma adecuada al maíz azul y que colonizaron de forma similar en las dos condiciones de 
temperatura exploradas a los 15 dpi, pero el número de bacterias disminuyó en la condición de 40 

o
C, 

sugerimos que la respuesta de estimulación de crecimiento está relacionada con el estrés de la planta y 
que la bacteria contribuye a aliviarlo. Además, sugerimos que la bacteria expresa mejor sus genes de 
promoción de crecimiento en condiciones extremas de temperatura cuando interaccionan con las plantas. 
Trabajo futuro será necesario para averiguar cuáles son los mecanismos por los cuales Pseudomonas 
putida KT2440 es capaz de promover el crecimiento de maíz y porque esa capacidad se incrementa 
cuando la planta se crece a temperaturas elevadas. 
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