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ABSTRACT

Cocultures between algae and bacteria aim to harness the metabolic capabilities of both
microorganisms for biotechnological purposes. However, establishing a successful
coculture is challenging because of their different nutritional and environmental
requirements. This work proposes the establishment of a coculture between the plant
growth-promoting bacterium Methylobacterium oryzae and the unicellular green alga
Coccomyxa simplex, both endophytes of Vachellia farnesiana, with the aim of using their
metabolic capacities to produce value-added compounds. To achieve this, the conditions
to obtain a stable alga-bacteria coculture were defined, and the effect of the coculture and
the initial nutrient concentration on lipid and pigment production, as well as plant growth
stimulation were evaluated. A stable coculture was successfully established enabling the
growth of both microorganisms even in the absence of carbon and nitrogen sources. The
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coculture stimulated lipid production (up to 43%) and pigment production (by 2.5 to 4.8
times). Additionally, the coculture's supernatant improved the growth of radish seedlings,
suggesting that the coculture promotes the production of biostimulant compounds with
potential to enhance crop yields and reduce the use of chemical fertilizers.

Keywords: Biostimulant, cocultures, lipid production, pigment production, plant growth-
promoting compounds.

RESUMEN

Los cocultivos entre algas y bacterias buscan aprovechar las capacidades metabdlicas de
ambos microorganismos con fines biotecnoldgicos. No obstante, establecer un cocultivo es
desafiante debido a sus distintos requerimientos nutricionales y ambientales. En este
estudié se propuso establecer un cocultivo entre la bacteria promotora del crecimiento
vegetal Methylobacterium oryzae y el alga verde unicelular Coccomyxa simplex, ambos
endofitos de Vachellia farnesiana, con el objetivo de aprovechar sus capacidades
metabdlicas para la produccion de compuestos de valor agregado. Para ello, se definieron
las condiciones para obtener un cocultivo estable, y se evaluo el efecto del cocultivo y la
concentracion inicial de nutrientes sobre la produccion de lipidos, pigmentos y la
estimulacion del crecimiento vegetal. Se logré establecer un cocultivo que permitio el
crecimiento de ambos microorganismos incluso en ausencia de fuente de carbono y de
nitrégeno. El cocultivo estimuld la produccion de lipidos (hasta. un 43%) y de pigmentos
(entre 2.5 a 4.8 veces mas). Ademas, el sobrenadante del cocultivo mejoré el crecimiento
de germinados de rabano, sugiriendo que el cocultivo estimula la produccidén de compuestos
bioestimulantes con potencial para incrementar el rendimiento de cultivos y disminuir el uso
de fertilizantes quimicos.

Palabras Clave: Bioestimulante, cocultivos, compuestos promotores del crecimiento
vegetal, produccion de lipidos, produccion de pigmentos.

1. INTRODUCCION

El uso biotecnoldgico de microalgas para la produccion de biocombustibles y otros
compuestos de valor agregado, el tratamiento de aguas, la alimentacion animal y como
bioestimulante agricola ha ganado gran auge durante el ultimo siglo (Rizwan et al., 2018).
Sin embargo, muchas veces no se logra el crecimiento deseado para su aplicacion industrial
(Hoang et al., 2022), por lo que se han utilizado diversas estrategias para mejorar la
productividad de biomasa y de compuestos de interés; éstas van desde la modificacion de
las condiciones fisicas del cultivo y el desarrollo de distintos medios de cultivo, hasta la
ingenieria genética (Khan et al., 2018).

Ciertas bacterias heterétrofas desempefian un papel fundamental en el crecimiento y la
supervivencia de diversas especies de microalgas (Ramanan et al., 2016), pues pueden
establecer asociaciones basadas en el intercambio de nutrientes y metabolitos (Wang et
al., 2014). Varios autores han propuesto el aprovechamiento de este tipo de interacciones
como una alternativa ecolégica y sustentable para mejorar la produccién de biomasa
microalgal (Peng et al., 2020), para la producciéon de bioestimulantes y de diversos
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compuestos de valor biotecnoldgico (Gonzalez-Gonzalez et al., 2021, Choix et al., 2018,
Palacios et al., 2016, Higgins et al., 2014, Kang et al., 2021). Ademas, los cocultivos se
pueden utilizar para incrementar la tolerancia de ambos microorganismos a condiciones
ambientales adversas (Tong et al., 2023) o su eficiencia para la remocion de
contaminantes (Verma et al., 2020).

Los cocultivos microalga — bacteria pueden ser formados por microorganismos que
coexisten de manera natural en el mismo medio ambiente, a los que se considera
“cocultivos naturales”, o por especies aisladas de distintos ambientes, denominados
“cocultivos artificiales” (Palacios et al., 2022); sin embargo, las especies especificas de
bacterias y algas que pueden formar asociaciones simbidticas deben determinarse
experimentalmente, pues mientras que algunas especies bacterianas tienen un efecto
positivo en la produccién de biomasa de algas, otras inhiben su crecimiento, aun cuando
sean aisladas del mismo medio ambiente (Cho et al., 2015, Lian et al., 2021).

Un ejemplo de cocultivo natural es el del alga verde Tetradesmus obliquus y la
proteobacteria Variovorax paradoxus, ambas aisladas de aguas residuales; este consorcio
se ha utilizado para la biorremediacion de efluentes agricolas (Perera et al., 2022). El
consorcio microbiano formado por Chlorella sorokiniana y Chlorella sp. y las bacterias
Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter calcoaceticus, todos aislados de las aguas
residuales de una refineria, se han utilizado para la produccion de biomasa de algas y la
remediacion de aguas residuales (Makut et al., 2019). Por otra parte, entre los cocultivos
artificiales, puede mencionarse el formado entre Characium sp. y Chlorella pyrenoidosa
con Pseudomonas sp., utilizado para incrementar la produccion de lipidos (Berthold et al.,
2019, Zhou et al., 2020); el cocultivo de Phaeodactylum tricornutum y Stappia sp. para
mejorar la produccion de pigmentos fotosintéticos (Vuong et al., 2019), y el cocultivo de
Scenedesmus obliquus y Bacillus megaterium, para el tratamiento de altas
concentraciones de biogas. Los cocultivos entre Haematococcus pluvialis 'y
Achromobacter sp. (Lee et al., 2019), asi como el de tres microalgas marinas (Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana y Pavlova lutheri) con Flavobacterium sp. (Cho et al., 2015) se
han utilizado para aumentar la biomasa microalgal.

A pesar de los numerosos ejemplos de cocultivos microalga-bacteria, establecer un
cocultivo exitoso es una tarea desafiante, pues se debe equilibrar la disponibilidad de los
nutrientes en el medio de cultivo, la intensidad de la luz, el fotoperiodo y la temperatura
(Wang et al., 2015, Berthold et al., 2019, Suastes et al., 2020) para evitar que una de las
especies supere el crecimiento de la otra, dificultando su coexistencia (Tong et al., 2023);
ademas, se debe considerar que tanto las microalgas como las bacterias pueden secretar
compuestos que afectan el crecimiento y la actividad metabdlica de la otra especie
(Berthold et al., 2019).

En estudios previos en el grupo de trabajo, se demostro la presencia de Methylobacterium
oryzae y Coccomyxa sp. como enddfitos de Vachellia farnesiana, y que ambos endéfitos
tienen un papel crucial en el crecimiento y la resistencia al estrés de su hospedero
(Alcantara-Martinez et al, 2018; Alcantara-Martinez et al., 2022). El género
Methylobacterium comprende varias especies bacterianas con pigmentacion rosada
debida a la alta produccién de carotenoides; estas bacterias son ubicuas en la naturaleza
y el género incluye varias especies diazotrofas con caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal (PCV). Entre éstas, se ha reportado la producciéon de hormonas
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vegetales y el aumento en la tolerancia de las plantas a condiciones de estrés abibtico
causado por la alta salinidad, condiciones de sequia o la presencia de elementos téxicos
(Palberg et al., 2022, Alcantara-Martinez et al., 2018). Por su parte, el género Coccomyxa
comprende un grupo de microalgas unicelulares de vida libre, capaces de tolerar
condiciones extremas de pH, altas concentraciones de elementos toxicos (Fuentes et al.,
2016) y altas dosis de radiacion (Rivasseau et al., 2016). La naturaleza extremdfila de
algunas especies de Coccomyxa ha despertado el interés en su aplicacion para la
produccion de lipidos (Soru et al.,, 2019) y otros compuestos de valor agregado como la
luteina (Bermejo et al., 2018). Ademas, este género tiene una notable capacidad para
formar asociaciones simbiéticas con diversos organismos; se han descrito varias especies
de Coccomyxa asociadas con bacterias y hongos formando liquenes (Tagirdzhanova et
al., 2018) y en asociaciéon con algunas plantas terrestres (Alcantara-Martinez et al., 2022;
Sciuto et al., 2019; Trémouillaux et al., 2007).

Considerando la capacidad del género Coccomyxa para formar asociaciones simbidticas,
las caracteristicas PCV del género Methylobacteriumy, dado que ambos microorganismos
fueron aislados de la misma planta, se planted la hipétesis de que es posible el cocultivo
entre la microalga Coccomyxa simplex y la bacteria Methylobacterium oryzae para la
produccion de un bioinoculante agricola, asi como para estimular la producciéon de
compuestos de valor agregado. Con base en esto, el objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones de cultivo que permitan obtener un cocultivo mutualista
microalga-bacteria, y evaluar el efecto del cocultivo sobre la produccion de lipidos,
pigmentos fotosintéticos y sobre el crecimiento vegetal.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos

Las dos cepas utilizadas en el estudio (Coccomyxa simplex y Methylobacterium oryzae
AFM14) fueron aisladas de plantulas de Vachellia farnesiana que crecieron durante al
menos 50 dias, bajo condiciones in vitro en medio Murashige-Skoog (MS, M5519, Sigma)
con 10 g/L de sacarosa (S9378, Sigma) (Alcantara-Martinez et al., 2018; 2022).

Para los ensayos, el inéculo de C. simplex se prepard en medio MS liquido con 10 g/L de
sacarosa (pH 5.7). Los cultivos se mantuvieron en agitacién (30 rpm, Sl 600R, Lab.
Companion) por 8 dias a 27°C y un fotoperiodo de 18 h luz / 6 h oscuridad (luz LED,
intensidad de 40 umol fotones /m?-s). Para el indculo bacteriano, M. oryzae se cultivé en
caldo nutritivo durante 72 h a 27°C con agitacion (100 rpm). La biomasa obtenida de cada
microorganismo se centrifugd (3500 rpm, 15min) y la pastilla se resuspendié en 5 mL de
solucion isotonica (NaCl 0.9%, p/v).

2.2. Establecimiento de cocultivos alga-bacteria
2.2.1. Medio de cultivo

Todos los cultivos se llevaron a cabo usando medio MS, que se prepard a partir de una
solucion de micronutrientes (M0529, Sigma) a la que se agregaron los macronutrientes
del medio MS clasico, con excepcion de las fuentes de nitrogeno (NH4sNO3 y KNO3). La
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concentracion de las fuentes de nitrogeno y de carbono (sacarosa) se ajusté de acuerdo
con las condiciones especificadas en el disefio experimental.

2.2.2. Seleccion de la proporcion de indculos en el cocultivo

Para definir la proporcion de inéculo de cada microorganismo, se evalué el efecto de la
concentracion de inéculo de cada microorganismo y de la concentracion de carbono (C) y
nitrdgeno (N), usando un disefio factorial fraccionado 3*' con los siguientes factores y
niveles: (i) M. oryzae (0, 5x10°y 1x108 UFC/mL); (ii) C. simplex (0, 5x10°y 1x108 cel/mL);
(i) concentracién de C, adicionada como sacarosa, (0, 1.05 y 2.11 g C/L); (iv)
concentracion de N (0, 0.42 y 0.84 g N/L). Se evalué como variable de respuesta la
produccion de biomasa de la microalga. El disefio resulté en un total de 27 tratamientos
que se llevaron a cabo (por triplicado) en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 60mL de
medio MS (pH 5.7). Cada tratamiento se incubd por 22 dias a 27 °C con agitacién orbital
(30 rpm) y un fotoperiodo de 12 h (40 ymol/m?-s, con luz LED roja, azul, rosa y amairilla).

2.2.3. Efecto de la concentracion de nutrientes sobre el establecimiento del
cocultivo

Una vez definida la concentracién del in6culo de cada microorganismo en el cocultivo
(8.2x10° cel/mL y 5.0x10° UFC/mL para C. simplex y M. oryzae, respectivamente), se
analizé el efecto de diferentes concentraciones de N (0, 0.42y 0.84 g/L)yde C (0, 1.05y
2.11 g/L) en la produccién de biomasa, lipidos y pigmentos utilizando un disefio factorial 32.
Se realizaron 9 tratamientos (por triplicado) en matraces Erlenmeyer con 60 mL de medio
MS (pH 5.7) durante 22 dias a 27°C en agitacion orbital (30 rpm) con un fotoperiodo de 18
h (40 ymol/m?:s). Se consideraron como control los monocultivos de cada microorganismo
cultivados bajo las condiciones descritas.

Al finalizar los ensayos, la biomasa de ambos microorganismos se recupero por
centrifugacion diferencial; primero se recuperaron las células de la microalga por
centrifugacion a 1000 rpm por 7 min y posteriormente las células bacterianas a 3500 rpm
por 15 min.

2.2.4. Efecto de filtrados libres de células sobre el crecimiento vegetal

Después de recuperar la biomasa, el sobrenadante se filtré (0.22 um) para obtener el
filtrado libre de células (FLC), que se utilizd para evaluar su efecto sobre el crecimiento
vegetal mediante bioensayos con semillas de rabano (Raphanus sativus, Vita). Las
semillas se esterilizaron superficialmente (detergente comercial 1%, 5 min; etanol 70%, 5
s) para limitar contaminacion microbiana durante el ensayo. El bioensayo consistio en
utilizar 30 semillas tratadas, consideradas como unidades experimentales independientes,
distribuidas en cajas Petri estériles (90 mm, 10 semillas por caja), cada una conteniendo
un papel filtro (Whatman 2) impregnado con 3 mL del FLC. Las cajas se mantuvieron a
27°C en la oscuridad por 5 dias. Al cabo del tiempo de incubacién, con un calibrador
Vernier, se midio la longitud de la radicula y del tallo de todas las semillas germinadas
para obtener la longitud total del germinado. El analisis estadistico se realizé considerando
unicamente las semillas germinadas.
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2.3. Métodos analiticos
2.3.1. Estimacion de biomasa

El numero de células/mL de la microalga y las unidades formadoras de colonias (UFC/mL)
bacterianas, se cuantificaron por densidad o6ptica (DO) a 600 nm (UV-VIS 1900i,
Shimadzu), utilizando una curva de calibracion para cada microorganismo. De manera
similar, se utilizd6 una curva de calibracién de biomasa (peso seco, PS) vs. DO, para
estimar la biomasa seca producida por el alga.

2.3.2. Lipidos neutros

El contenido de lipidos neutros se cuantific6 mediante fluorescencia con rojo Nilo
(Bertozzini et al., 2011), en microplacas de 96 pozos. Para la reaccion, la biomasa
liofilizada (aprox. 5 mg) se resuspendié 4 mL de solucion salina (NaCl 0.9%). A 198 uL de
la suspension se adicionaron 2 yL de una solucién de rojo Nilo en acetona (0.25 mg/mL).
Las microplacas se incubaron en obscuridad durante 10 min y se cuantificd la
fluorescencia en un fluorometro (Synergy HT, BioTek) con longitud de onda de excitacion
de 547 nm y una longitud de onda de emisién de 580 nm. La concentracion de lipidos se
determind por interpolacion en una curva de calibracién (0-50 mg/L), utilizando como
estandar trioleina (T7140, Sigma) preparada en 2-propanol.

2.3.3. Pigmentos fotosintéticos

Para la extraccion y estimacion de clorofilas a (Cz), b (Cp) y carotenoides (Cx+c), se
suspendieron 5 mg de biomasa liofilizada en 10 mL de etanol al 96% (v/v). La suspension
se sonico durante 3 minutos con un equipo de ultrasonido por sonda (UP400S Hielscher)
en ciclo continuo y a una amplitud de 30 cm'. Posteriormente, la suspension se centrifugd
a 3500 rpm durante 15 minutos y se recuperoé el sobrenadante, cuya absorbancia se midio
a 665, 649 y 470 nm. El contenido de pigmentos se estimé utilizando las ecuaciones
propuestas por Lichtenthaler (1987):

Ca = 13'36A665 - 5'19A649

Cb = 27'43A649 - 8'12A665
10004470 — 2.13Ca — 97.634Ch

Cx+C 209

2.4. Analisis estadistico

Para los disefios experimentales se uso el programa Statistica (version 2007, USA) y el
analisis estadistico de resultados se realiz6 con el programa estadistico SAS (SAS Institute
Inc. Cary, USA). Para establecer diferencias significativas (p <0.001) entre la produccion
de biomasa, lipidos y pigmentos fotosintéticos en monocultivos y cocultivos, asi como del
efecto de sus respectivos sobrenadantes (FLC) sobre el crecimiento vegetal, se utilizé una
prueba de Duncan.
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3. RESULTADOS

Con el fin de evaluar la produccién de lipidos y pigmentos, asi como el efecto
bioestimulante de filtrados libres de células (FLC) producidos por C. simplex 'y M. oryzae
en monocultivo o cocultivo, en primer lugar, se definié la proporcion de indculos que
permitiera el crecimiento equitativo de ambos microorganismos en un cocultivo estable.
Posteriormente, se compard la produccion de lipidos y pigmentos, y el efecto
bioestimulante de los FLC en los monocultivos y el cocultivo en funcidn de las condiciones
nutrimentales.

3.1 Concentracion de inéculos para establecer el cocultivo

Para determinar las proporciones de indculo, se utilizé un disefio factorial 3*' en el que se
analizé6 el efecto de tres niveles de C, tres de N y tres de in6culo de cada microorganismo
sobre la produccidén de biomasa del alga y la bacteria en el cocultivo. Debido a que C.
simplex es la principal productora de lipidos y pigmentos (carotenoides y clorofilas a 'y b),
se prioriz6 su crecimiento como variable de respuesta.

El analisis estadistico de la biomasa de C. simplex indicd que la concentracién de los
in6culos fue la unica variable con efecto significativo sobre la produccion de biomasa,
mientras que las concentraciones de N y de C no mostraron efecto significativo bajo las
condiciones probadas (Tabla S1). A partir del ANOVA, se generd una ecuacion cuadratica
(Ec.1) con la que se estimaron las concentraciones de in6culo de cada microorganismo
que permiten la maxima producciéon de biomasa del alga en cocultivo: 8.2 x 10° cel/mL de
C. simplex y 5.0x10° UFC/mL de M. oryzae. Estas concentraciones de indculo se utilizaron
en todos los experimentos posteriores.

C.simplex = —7.52x10°% + 20.2 X; — 1.77x1075X,* + 16 X, — 1.61x1075X,% + 6.94x10° Ec. 1

Dodnde X7 corresponde al inéculo de C. simplex y Xz al de M. oryzae.
3.2. Efecto de la concentraciéon de carbono y nitrogeno sobre el crecimiento

Después de 22 dias, M. oryzae en monocultivo crecio en todas las condiciones evaluadas,
excepto en ausencia de C y N en el medio, mientras que en ausencia de N mostré un
crecimiento limitado (Fig. 1a). En cocultivo con la microalga, el crecimiento bacteriano
aumento significativamente, particularmente en el nivel medio de N (0.42 g/L) con 2.11 g
C/L, donde la biomasa bacteriana fue 8.3 veces mayor respecto a lo observado en
monocultivo bajo las mismas condiciones nutrimentales (Fig. 1b). Por otro lado, C. simplex
en monocultivo no presentd crecimiento en ausencia de N, independientemente de la
concentracion de C, pero el aumento en la concentracion de N favorecio significativamente
(hasta 7.8 veces) su produccion de biomasa (Fig. 1c). En contraste, C. simplex fue capaz
de crecer en ausencia de N en cocultivo con M. oryzae, aunque se registré una ligera
disminucién en el crecimiento de la microalga en comparacion con el monocultivo, cuando
se cultiva con una fuente de nitrégeno en el medio (Fig. 1d).
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Fig. 1. Efecto de la concentracién inicial de la fuente de carbono (C) y de nitrogeno (N)
sobre la produccion de biomasa (AX) después de 22 dias: M. oryzae en monocultivo (a) y
en cocultivo (b), y C. simplex en monocultivo (c) y en cocultivo (d). Las barras blancas,
grises y punteadas indican 0, 1.05y 2.11 g C/L, respectivamente. Los datos corresponden
a la media * desviacion estandar de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.001) entre tratamientos.

AX (cel/mL)

Fig. 1. Effect of the initial carbon (C) and nitrogen (N) source concentration on biomass
production (AX) after 22 days of incubation: M. oryzae in monoculture (a) and coculture
(b), and C. simplex in monoculture (c) and coculture (d). White, grey and dotted bars
indicate 0, 1.05 and 2.11 g C/L, respectively. Data correspond to the mean + standard
deviation of three replicates. Different letters indicate significant differences (p < 0.001)
between treatments.

3.3. Produccién de lipidos y pigmentos

Se investigo el efecto de la concentracion de las fuentes de C y de N, asi como del
monocultivo de C. simplex o su cocultivo con M. oryzae sobre la produccion lipidos (Fig.
2) y de pigmentos fotosintéticos (Tabla 1) después de 22 dias de incubacion. Se encontro
un incremento significativo en la produccién de lipidos por la microalga en cocultivo con
M. oryzae; el mayor nivel de lipidos se alcanzé en los tratamientos sin N y éste disminuyé
al aumentar la concentracion de N en el medio, encontrando los mayores valores (22.3 y
28.3%, respectivamente) en los tratamientos sin N con 2.11 g C/L, tanto en los
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monocultivos como en los cocultivos (Fig. 2). En dichas condiciones, la produccion de
lipidos en el cocultivo fue entre 24 y 43% mayor que en los monocultivos de C. simplex.

a

30—a 1b —I—

e

Lipidos (% p/p)
=
(0]

10 -
5 - i
0
0 0.42 0.84 0 0.42 0.84
Nitrégeno (g/L) Nitrégeno (g/L)

Fig.2. Efecto de la concentracién inicial de carbono (C) y nitrdgeno (N) sobre la produccion
de lipidos por C. simplex en monocultivo (a) y en cocultivo (b) después de 22 dias de
incubacion. Las barras blancas, grises y punteadas indican 0, 1.05 y 2.11 g CI/L,
respectivamente. Los datos corresponden a la media * desviacidn estandar de tres
réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.001) entre tratamientos.

Fig. 2. Effect of initial carbon (C) and nitrogen (N) concentration on lipid production by C.
simplex in monoculture (a) and coculture (b) after 22 days. White, grey and dotted bars
indicate 0, 1.05 and 2.11 g C/L, respectively. Data corresponds to the mean * standard
deviation of three replicates. Different letters indicate significant differences (p < 0.001)
between treatments.

Por otra parte, la produccion de pigmentos fotosintéticos en C. simplex fue mejorada
significativamente por el aumento en la concentracion de C y de N en el medio (Tabla 1).
En general, las concentraciones de clorofila a y b obtenidas con 0.84 g N/L fueron entre
1.2y 2.5 veces mayores con respecto a las registradas en ausencia de N, mientras que la
concentracion de carotenoides aumento entre 2.1 y 4.9 veces cuando hay una fuente de
N en el medio. También se encontrd que el cocultivo tuvo un efecto positivo y significativo
en la produccién de clorofilas a y b, y de carotenoides, alcanzando valores hasta 2.5, 3.7
y 2.8 veces mayores, respectivamente, que las concentraciones determinadas en los
monocultivos.
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Tabla 1. Efecto de la concentracion de nitrégeno (N) y carbono (C) sobre la produccion de
clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) y carotenoides (Cx+c) en monocultivos de C. simplex y
cocultivos de C. simplex-M. oryzae*

Table 1. Effect of nitrogen (N) and carbon (C) concentration on the production of
chlorophyll a (Ca), chlorophyll b (Cb) and carotenoids (Cx+c) in C. simplex monocultures and
C. simplex-M. oryzae cocultures®

Nutrientes Monocultivo (mg/g PS) Cocultivo (mg/g PS)
N (g/L) C(g/L) G G G G G G
0 14.35(0.04)"  14.59 (0.29) 1.94(0.16)! 24.82(0.28)' 27.31(0.92)" 5.46(0.48)"
0 1.1 14.51(0.46)'  25.89 (0.63)’ 3.82(0.37) 36.36(0.44)8 42.15(0.67)¢ 6.45(0.41)8
) (

(

( (
042 1.1  23.16(0.32) 13.60(0.27) 9.84(0.30)  40.87(0.48)°  49.76(0.58)°  11.82(0.65)
2.2 24.48(0.33) 1830(0.53) 10.17(0.33)° 44.43(0.61)°  49.30(0.54)°  12.35(0.26)?
(

0 23.09(0.32) 36.05(0.51)8  9.46(0.17)*"  45.54(0.39)° 49.28(0.68)° 13.12(0.15)®
0.84 11 25.11(0.75)"  38.71(0.45)"  9.65(0.48)¢" 46.58(0.59)>  51.07 (0.71)**  13.30(0.35)°
2.2 26.74(0.42)" 43.22(0.86)%¢ 9.57 (0.42)¢"  48.53 (0.46)° 52.23(0.41)*>  12.89(0.32)%®

(0.04)
(0.46)
2.2 17.95(0.37)¢ 26.45(0.37)"  4.30(0.18)  39.98(0.27)"  43.02(0.36)° 6.96(0.27)8
0 18.00(0.29)¢  15.28(0.87)  9.30(0.22)"  40.61(0.59)¢F  44.50(0.47)  11.44(0.51)«
(0.32)
(0.33)

* Medias con letra diferente indican diferencias significativas entre tratamientos para cada pigmento (p <
0.001; n = 3). Los valores de la desviacion estandar (DE) se muestran entre paréntesis. PS: peso seco

* Means with different letters indicate significant differences between treatments for each pigment (p <
0.001; n = 3). Standard deviation (SD) values are shown in parentheses. PS: dry weight

3.4. Efecto bioestimulante de filtrados libres de células

Se evalud el efecto de los filtrados libres de células (FLC) obtenidos al final del periodo de
incubacion de monocultivos y cocultivos sobre la elongacién de germinados de semillas
de rabano. El FLC del cultivo de C. simplex causé una disminucion significativa en la
longitud de los germinados cuando se cultivo sin N y con 0.42 g N/L (Fig. 3a). Por otro
lado, el FLC obtenido a partir de monocultivos de M. oryzae incremento significativamente
la longitud de los germinados cuando la concentracion inicial de N en el medio fue de 0.42
g/L y la disminuyé (80 — 85% respecto al control) cuando el cultivo se llevé a cabo en
ausencia de N, independientemente de la concentracion inicial de C (Fig. 3b). En el caso
de los cocultivos, en general, el FLC tuvo un efecto bioestimulante en todas las
condiciones probadas, obteniendo la mayor elongacion (36 — 128% mas que el control) en
los cultivos con 0.42 g N/L (Fig. 3c).
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Fig. 3. Efecto de filtrados libres de células (FLC) de monocultivos de C. simplex (a) y M.
oryzae (b), y de cocultivos microalga-bacteria (c) obtenidos con diferente concentracion
inicial de C y N sobre la elongacion de germinados de semillas de rabano. Las barras
blancas, grises y punteadas indican 0, 1.05 y 2.11 g C/L, respectivamente, adicionado
como sacarosa. La linea punteada muestra la elongacion de germinados obtenidos en
medio MS sin C y N (control). Medias con (*) y (**) indican un aumento o disminucién
(respectivamente) significativos en la elongacién de germinados con respecto a la media
del control (p < 0.001; n = 10).

Fig. 3. Effect of cell-free filtrates (CFL) obtained from monocultures of C. simplex (a) and
M. oryzae (b), and microalga-bacteria cocultures (c) under different initial concentrations
of C and N on the elongation of radish seed germs. White, grey and dotted bars indicate
0, 1.05 and 2.11 g C/L, respectively, added as sucrose. Dotted line shows the total length
of germinated seeds obtained in MS medium without C and N. Means with (*) and (**)
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indicate a significant increase or decrease (respectively) in the elongation of germinates
with respect to the mean of the control (p < 0.001; n = 10).

4. DISCUSION

Establecer un cocultivo microalga-bacteria puede ser desafiante ya que deben
considerarse los requerimientos ambientales y nutricionales particulares de cada
microorganismo (Tong et al., 2023) y la posibilidad de que algun compuesto secretado por
uno de ellos afecte el metabolismo del otro (Berthold et al., 2019). Ademas, si uno de los
microorganismos tiene una mayor tasa de crecimiento que el otro agotara los recursos
disponibles antes de establecer una interaccién mutualista (Gao et al., 2021), por lo que
se debe tener en cuenta de la proporcidn de inéculos de cada microorganismo y su
influencia sobre la estructura y funcién de la comunidad microbiana (Gao et al., 2021) para
favorecer la formacion del cocultivo.

En este estudio, la relacion de in6culos microalga-bacteria de 1.6:1 permitio el crecimiento
equilibrado de ambos microorganismos, aun cuando el tiempo de duplicacién de M. oryzae
es casi 4 veces menor que el de C. simplex (datos no mostrados); el crecimiento
proporcional de ambos microorganismos en un medio con nutrientes definidos se
considera un cocultivo estable (Bashan et al., 2021, Mujtaba et al., 2016). Otros autores
han demostrado la importancia de determinar la proporcion de inéculos adecuados para
formar un cocultivo, por ejemplo, la bacteria Alteromonas macleodii mejoro el crecimiento
de la cianobacteria Prochlorococcus sp. al inocularse en una proporcion 1:10 o 1:1, pero
lo inhibié cuando la proporcion fue de 10:1 (Aharonovich y Sher, 2016); la bacteria
Mesorhizobium sangaii, mejoré la produccion de biomasa y de lipidos de Chlorella
vulgaris, cuando se inoculan en una proporcion de 1:40 (bacteria-microalga). En general,
para lograr la interaccion mutualista de un cocultivo estable, se requiere un inéculo mayor
del microorganismo con mayor tiempo de duplicacion.

El cocultivo de M. oryzae y C. simplex, permitio el crecimiento y supervivencia del alga y
de la bacteria, aun en un medio que carece de N y/o de C. Estos resultados aportan
evidencia de una interaccion metabdlica y mutualista entre ambos microorganismos,
considerando que C. simplex y M. oryzae dependen de fuentes externas de N y de C,
respectivamente, en los monocultivos. Bajo estas condiciones, la carencia de N en el
medio puede ser superada por M. oryzae debido a su capacidad para fijar el nitrégeno
atmosférico (Torres et al., 2024), mientras el carbono es suministrado por la capacidad
fotosintética del alga.

La modulacion del crecimiento de ambos microorganismos también es indicador del
establecimiento de un cocultivo estable (Mujtaba et al., 2016). Los resultados muestran un
incremento en la biomasa de M. oryzae en cocultivo respecto al cultivo axénico tras 22
dias de cultivo (Fig. 1 a y b); en contraste, la producciéon de biomasa por C. simplex en
cocultivo se reduce respecto a la observada en los monocultivos en los medios con N (Fig.
1 c y d). El bajo crecimiento de M. oryzae en monocultivo puede ser resultado de un
agotamiento de la fuente de carbono y posterior muerte celular, pues se ha observado
que, tras 10 dias de incubacion en monocultivo, la biomasa de M. oryzae comienza a
disminuir como resultado de la lisis celular (datos no mostrados). La acumulacion de
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biomasa de la bacteria en cocultivo a tiempos de incubacion largos es evidencia de la
modulacién en su crecimiento y del mantenimiento de la biomasa bacteriana gracias a su
interaccidn con el alga. Aunque se han reportado multiples cocultivos alga-bacteria en
donde ambos microorganismos fueron aislados del mismo medio ambiente, este es el
primer reporte en el que se establece una interaccion de esta naturaleza entre
microorganismos endofitos de la misma planta. Por otro lado, la disminucion en la
produccion de biomasa de C. simplex en cocultivo podria atribuirse a la competencia por
luz o por nutrientes durante la fase de crecimiento inicial. Similar a estos resultados, Krug
et al. (2023), observaron una reduccion en el crecimiento de Chlorella vulgaris en cocultivo
con diferentes cepas de Methylobacterium spp.; esta respuesta fue parcialmente atribuida
a que las metilobacterias que producen B-carotenos pueden obstaculizar la actividad
fotosintética de microalgas a través de la competencia por la luz.

El cocultivo de algas y bacterias se ha propuesto como una estrategia para mejorar la
produccion de algunos compuestos de valor biotecnoldgico (Wang et al., 2015; Vuong et
al. 2019), por lo que se evalud la produccidn de lipidos y pigmentos por C. simplex en
monocultivo y en cocultivo. La mayor acumulacion de lipidos se obtuvo cuando habia baja
disponibilidad de nitrégeno, mientras que en presencia de este nutriente se obtuvo la
mayor produccion de pigmentos tanto en monocultivo como en cocultivo.

Se ha reportado la influencia de la concentracién de N sobre la produccion de pigmentos
y lipidos. Por ejemplo, la limitacion de N disminuye el contenido de clorofila en
Scenedesmus dimorphus (Ferreira et al., 2016), Chlorella vulgaris (Ikaran et al., 2016) y
Chlorella sorokiniana (Zhang et al., 2019). Lo anterior, se ha atribuido a que, bajo estas
condiciones, el N necesario para las funciones celulares criticas se obtiene de la
degradacion de clorofila, organelos fotosintéticos y proteinas (lkaran et al., 2015; Zhang
et al., 2019). Por otro lado, la mayor disponibilidad de N favorece la produccion de
pigmentos en monocultivos de microalgas, lo que a su vez incide tanto en la capacidad
fotosintética como en la tasa de crecimiento y, por lo tanto, en la producciéon de biomasa
(Zarrinmehr et al., 2020). Por ejemplo, en Chlorella vulgaris, la produccion de pigmentos
aumentd hasta 80% al aumentar la concentracién de NaNOs de 1.5 g/L a 3 g/L (Ramirez
et al., 2021). En contraste, la limitacion de N favorece la acumulacion de lipidos en
microalgas (Berthold et al., 2019), lo que se utiliza como estrategia para incrementar el
rendimiento en la produccién de lipidos (Hu et al., 2008) y en la acumulacion de
triacilgliceroles (TAG), usados para la produccion de biodiesel (Ilkaran 2015). A este
respecto, se ha demostrado que Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis, Neochloris
oleoabundans y Scenedesmus obliquus incrementan la produccion de TAG cuando se
cultivan en medios con deficiencia de N, pasando de una produccion de alrededor de 10%
(p/p) a niveles de 20 a 40% (p/p), dependiendo de la especie (Breuer, 2012).

Los cocultivos alga-bacteria también puede usarse para estimular la producciéon de
pigmentos y lipidos; por ejemplo, el cocultivo de Phaeodactylum tricornutum con la
bacteria Stappia sp. en un medio con 2 g N/L, favorecié (15%) la produccion de clorofilas
con respecto al monocultivo de la microalga (Vuong et al., 2019); Chlorella vulgaris mejoro
la produccion de lipidos y pigmentos cuando se cocultiva con Flavobacterium,
Hyphomonas, Rhizobium o Sphingomonas (Cho et al., 2015), al igual que Characium sp.
cuando se cocultiva con diferentes cepas bacterianas (Berthold, 2019). De hecho, el uso
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de consorcios microbianos en biopeliculas se ha propuesto para la construccién de
biorrefinerias econdmicamente viables (Wicker et al. 2023).

En este trabajo se mostré que el cocultivo de C. simplex con la bacteria PMV M. oryzae
tiene un impacto positivo en la salud, el crecimiento y la produccién de lipidos de la
microalga, lo que podria ser explicado a través de diversos mecanismos actuando en
conjunto. Se ha demostrado que bacterias PCV influyen en la produccién de biomasa y
en el contenido de lipidos de las microalgas a través del intercambio de gases y
compuestos organicos volatiles (Amavizca et al., 2017; Berthold et al., 2019). Asimismo,
varias especies del género Methylobacterium producen compuestos que promueven el
crecimiento vegetal, como el acido indolacético, (Nysanth et al., 2023), que mejoran la
resistencia sistémica en las microalgas y aumentan el contenido de clorofila.

Estudios recientes demostraron que las acil-homoserina lactonas (AHL, moléculas
involucradas en el proceso de quorum sensing en varias especies de Methylobacterium),
incrementan (hasta 28%) la produccion de biomasa, pigmentos y lipidos en Chlorella
sorokiniana a través del incremento en la expresion de genes involucrados en la sintesis
de clorofila, los complejos de captacion de luz y otras proteinas clave de la fotosintesis,
asi como de genes involucrados en la fijacion de C. La mejora en la capacidad fotosintética
del alga, junto con el aumento en la expresion de la fosfoglicerato quinasa y la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, favorecen la sintesis de glicerol trifosfato, que
puede ser dirigido a la biosintesis de lipidos (Zhenzhen et al., 2024).

La produccion de biocombustibles a partir de microalgas requiere de alta productividad de
biomasa y de lipidos para que el proceso sea rentable, lo que constituye un desafio, ya
que ambas variables dependen de condiciones de cultivo opuestas (Soru et al., 2019). Sin
embargo, debe destacarse que, en este trabajo, el contenido de lipidos en C. simplex se
analizé al final del periodo de cultivo (22 dias). Generalmente, la acumulacion de lipidos
aumenta con el tiempo de cultivo hasta alcanzar un maximo, y después disminuye.
Berthold et al. (2019) estudiaron la acumulacion de lipidos en 22 cepas de microalgas
verdes, y observaron que, el mayor contenido de lipidos (~16%) se alcanzo entre los 5 y
los 15 dias de cultivo, disminuyendo posteriormente; por lo que es importante llevar a cabo
un estudio cinético de para determinar el tiempo 6ptimo de acumulacion de lipidos.

El cocultivo de microalgas y bacterias PCV se considera una estrategia prometedora para
el tratamiento de aguas residuales y la produccion eficiente de biomasa (Anand et al.,
2023); sin embargo, su uso para aplicaciones agricolas permanece inexplorada en gran
medida (Kang et al., 2021). Comunmente, se propone el uso de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal como biofertilizantes o bionoculantes, debido a su capacidad para fijar
nitrégeno, movilizar fosforo y potasio, asi como producir fitohormonas o regular sus niveles
en plantas (Sparks et al., 2020). También se ha propuesto el uso de extractos de la
biomasa de microalgas como bioestimulantes vegetales, para lo cual se elimina la pared
celular, liberando compuestos bioactivos como fitohormonas, aminoacidos, carotenoides
y ficobilinas, que contribuyen a mejorar la productividad de los cultivos (Chiaiese et al., 2018,
Gonzalez-Pérez et al., 2021). Ademas, tanto las microalgas como las bacterias PCV
pueden prevenir enfermedades mediante la estimulacion de los sistemas de defensa de
las plantas y la secrecién de antibidticos y enzimas antifungicas. Debido a que los
mecanismos por los que las bacterias PCV y las algas estimulan el crecimiento o
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rendimiento de los cultivos es distinto, el uso de cocultivos microalga-bacteria PCV se ha
propuesto como una alternativa para promover el crecimiento vegetal en comparacion con
los monocultivos (Kang et al., 2021).

Este estudio demostré que el filtrado libre de células del cocultivo C. simplex - M. oryzae
resulta mas eficiente que el obtenido a partir de los monocultivos para estimular la
elongacion de germinados de rabano. Aunque la aplicacion de microalgas o de consorcios
microalga-bacteria como bioestimulantes y biofertilizantes suele hacerse adicionando la
biomasa de ambos microorganismos (crecidos en cocultivo o cultivados por separado) a
las raices de las plantas u obteniendo un extracto de los microorganismos para ser
aplicado (Gonzalez-Pérez et al., 2021), algunos compuestos promotores del crecimiento
vegetal pueden secretarse al medio de cultivo, lo que podria aprovecharse como
bioestimulante, dejando la biomasa disponible para otros propodsitos. En el caso del
monocultivo de M. oryzae, el efecto bioestimulante del FLC obtenido con 0.42 g N/L puede
atribuirse a la capacidad de este género para producir compuestos PCV, incluyendo acido
indolacético, acido abscisico y citoquininas (Palberg et al., 2022). Debe resaltarse que, en
el caso de los cocultivos, el efecto bioestimulante se observé aun en ausencia de una
fuente externa de N, lo cual puede deberse a la capacidad de M. oryzae para fijar el N
atmosférico. Asimismo, no se puede descartar que el cocultivo promueva la produccién
de metabolitos por la microalga, los cuales podrian tener efecto sobre el crecimiento
vegetal (Gonzalez-Gonzalez y De-Bashan 2021), aspecto que debera analizarse en
estudios futuros. Considerando que ambos microorganismos fueron aislados de la misma
planta, con la cual interaccionaban como endofitos, es probable que el mayor efecto del
FLC del cocultivo sobre la elongacién de la planta sea un efecto sinérgico de los
mecanismos individuales de estimulacion del crecimiento vegetal.

5. CONCLUSION

Se establecid un cocultivo estable entre C. simplex y M. oryzae, en el que ambos
microorganismos crecieron de forma equitativa, permitiendo el crecimiento aun en
ausencia de una fuente de carbono y de nitrégeno; este es el primer reporte del
establecimiento de un cocultivo estable entre un alga y una bacteria PCV, ambos endofitos
de la misma planta. La produccion de biomasa, lipidos, pigmentos fotosintéticos y
compuestos que promueven el crecimiento vegetal depende de manera significativa de la
disponibilidad de nutrientes en el medio. Aunque el cocultivo de C. simplex con M. oryzae
mejoro la produccién de lipidos, aun es necesario optimizar las condiciones nutrimentales
que permitan altas productividades de lipidos con el uso de este cocultivo. Se demostro
que, en germinados de rabano, el cocultivo tiene un efecto bioestimulante
significativamente mayor que el encontrado en los monocultivos, por lo que el cocultivo de
estos dos microorganismos endofitos, es una alternativa con gran potencial para su
aplicaciéon con fines agricolas. Esto representa una opcion sustentable para incrementar
el rendimiento de cultivos al mismo tiempo que se disminuye el uso de fertilizantes
quimicos.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. ANOVA que muestra las variables con efecto significativo sobre la produccion
de biomasa de C. simplex para la obtencion de un cocultivo estable microalga-bacteria (*).
La letra (C) indica el efecto cuadratico de la variable evaluada y (L) el efecto lineal.

Table S1. ANOVA showing the variables with significant effect on the biomass production
C. simplex for stablishing a stable microalgae-bacteria coculture (*). The letter (C) indicates
the quadratic effect of the evaluated variable and (L) indicates the linear effect.

Factor B Error P <0.05
Intercepto -7.5E+05 1.7E+06 0.680
(1) C. simplex (L)* 2.0E+01 5.0E+00 0.001
C. simplex (C)* -1.7E-05 -4.4E-06 0.002
(2) M. oryzae (L) 1.6E+01 5.0E+00 0.007
M oryzae (C)* -1.6E-05 -4.0E-06 0.005
(3) Nitrégeno (L) 4 AE+06 6.5E+06 0.513
Nitrégeno (C) -71.4E+06 7.9E+06 0.357
(4) Carbono (L) 7.6E+05 2.5E+06 0.762
Carbono (C) 5.8E+06 1.1E+06 0.617
1y2 6.9E+05 1.4E+04 0.653
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