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ABSTRACT

Various studies have been undertaken to evaluate the effect of
polymer-based encapsulation on performance of plant growth
promoting microorganism. However there is no systematic
analysis about the performance of these microorganisms when
encapsulated in a polymer-based matrix. Relevant published
papers were retrieved by conducting searches in Google
Scholar, Only Library, Science Direct, Springer Journal,
Taylor & Francis and Wiley Online Library. An examination
of 117 articles was carried out and of those only 11 satisfied
our criteria for inclusion into the meta-analysis. From these
articles, we selected 41 cases to be evaluated. We used as
keywords “microcapsules”, “capsules”, “microorganisms”,

» <«

“growth”, “promoting”,

» €

germination” “bacteria”, “plant”,
“sodium alginate”, “antagonist” and “fungi”. We used
sample size, means, standard deviations, F-test statistics, >
and/or p-value. Also gum and hardener concentration, and
type of microencapsulated agent, microorganism and plant
species were manipulated as factors; and measures of leaf,
shoot and root, and seed germination were taken as responses
variables. A general trend of enhanced performance was
observed for microorganisms examined (except Tiichoderma
harzianum), also among plant species a positive trend was
observed in Triticum sp., Vigna radiata and Gossypium sp.
Plant growth showed differential responses; positive on root
mass and shoot length but no effects on seed germination.
Analysis of hardener and gum concentrations revealed that
polymers containing 2 % of both compounds are ideally
suited to enhance plant growth promoting microorganisms

(PGPM) performance. We highlight beneficial effect of
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RESUMEN

Varios estudios se han realizado para evaluar el efecto de la
encapsulacién basada en polimeros sobre el rendimiento del
crecimiento vegetal que promueva el desarrollo de microor-
ganismos. Sin embargo, no hay una revisién sistemdtica sobre
el rendimiento de estos microorganismos cuando se encapsu-
lan en una matriz polimérica. Los articulos relevantes fueron
recuperados mediante biisquedas en Google Scholar, Only
Library, Science Direct, Springer Journal, Taylor & Francis
y Wiley Online Library. Examinamos 117 articulos y solo 11
satisficieron nuestros criterios de inclusién en el metanalisis.
De estos articulos, se seleccionaron 41 casos para evaluarse.
Como palabras clave se utilizaron “microcidpsulas”, “cdpsu-

» <

las”,

» <« LN »

, “crecimiento”, “promocién”,

»

minacién”, “bacterias”,

microorganismos ger-

L NG

planta”, “alginato sédico”, “antago-
nista” y “hongos”. Utilizamos el tamafio de la muestra, los
medios, las desviaciones estindar, las estadisticas de la prueba
E, el valor de y? y/o p. También se manipularon como factores
la concentracién de goma y endurecedor, y el tipo de agente
microencapsulado, microorganismos y especies vegetales; y
las medidas de la hoja, el brote y la raiz, y la germinacién de las
semillas se tomaron como variables de respuesta. Una tenden-
cia general de mayor rendimiento se observé para los micro-
organismos examinados (excepto Trichoderma harzianum);
también entre las especies de plantas se observé una tenden-
cia positiva en Triticum sp., Vigna radiata'y Gossypium sp. El
crecimiento de las plantas mostré diferentes respuestas; posi-
tivo en la masa de las raices y en la longitud de los brotes, pero
sin efectos en la germinacién de las semillas. El andlisis de las
concentraciones de endurecedor y goma revelé que los poli-
meros que contienen 2 % de ambos compuestos son ideales
para mejorar el rendimiento de los microorganismos que pro-
mueven el crecimiento de las plantas (PGPM). Destacamos

el efecto beneficioso de la bacteria Bacillus subtilis caando
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bacteria Bacillus subtilis when encapsulated in a polymeric
gum. Positive effects of encapsulation for PGPM on plant
root mass and shoot length were observed on Triticum sp., V.
radiata and Gossypium sp. Hardener and gum concentrations
of 2 % resulted in positive effects on plant growth promoting

microorganism encapsulation performance.

Keyword: Bacillus sp., inoculant, microcapsules, plant growth,
seed germination.
INTRODUCTION
effort to wuse beneficial
microorganisms to promote plant growth
in order to reduce the intensive use of
agrochemicals and to contribute to the expansion
of sustainable agricultural practices (Vassilev ez
al., 2001; Cappellari ez al., 2013). Three major
groups of microorganisms are considered beneficial
to plant growth: mycorrhizal fungi, free-living
plant growth promoting fungi and plant growth-
promoting rhizobacteria (Harman ez al, 2004;
Malusd er al., 2012). Mycorrhizal fungi include
arbuscular mycorrhizae and ectomycorrhizae of
multiple fungal clades such as Glomeromycota,
Ascomycota, and Basidiomycota (Kuo et al., 2014).
Free-living plant growth-promoting fungi include
species of the genera Trichoderma, Aspergillus and
Phoma (Harman et al., 2004; Salas, 2011). Plant
growth promoting rhizobacteria comprise the genera
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Klebsiella and Pseudomonas, and some
endophytes such as Axoarcus, Gluconacetobacter and
Herbaspirillum (Siddiqui, 2006). The action of plant
growth promoting microorganisms (PGPM) was
studied intensively in the last decade; increment in
biomass and fruit yield of various cropped species
due to direct and indirect effects was documented
(Gupta et al., 2000; Saharan and Nehra, 2011). The
most common direct effects are N fixation, phosphate
solubilization, siderophore and phytohormone
production, and indirect effects include induction
of host plant resistance and antagonist against
phytopathogen (Martinez-Viveros ez al., 2010;
Ahemad and Kibret, 2014).
Even though the inoculation of plants with
PGPM is carried out commercially in agriculture, the
formulation of inoculum with a reliable and consistent

here is an
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se encapsula en una goma polimérica. Se observaron efectos
positivos de la encapsulacién para PGPM sobre la masa radi-
cular y la longitud de los brotes en Tiiticum sp., V. radiata y
Gossypium sp. Las concentraciones de endurecedor y 2 % de
goma tuvieron efectos positivos en la encapsulacién de mi-

croorganismos que promueven el crecimiento de las plantas.

Palabras clave: Bacillus sp., Inoculante, microcdpsulas, creci-

miento de las plantas, germinacién de las semillas.
INTRODUCCION

ay un esfuerzo para usar microorganismos
benéficos y promover el crecimiento de
las plantas para reducir el uso intenso de
agroquimicos y contribuir a la expansién de précticas
agricolas sostenibles (Vassilev ez al., Cappellari ez al.,
2013). Los tres grupos principales de microorganis-
mos: hongos micorrizicos, hongos que promueven el
crecimiento de las plantas y las rizobacterias, se con-
sideran beneficiosos para el crecimiento de las plantas
(Harman et al., 2004; Malus4 et a/, 2012). Los hon-
gos micorrizicos incluyen micorrizas arbusculares y
ectomicorrizas de multiples clados fingicos, como la
Glomeromycota, Ascomycota 'y Basidiomycota (Kuo et
al., 2014). Los hongos promotores del crecimiento
de plantas libre incluyen especies de los géneros 77i-
choderma, Aspergillus y Phoma (Harman et al., 2004;
Salas, 2011). Las rizobacterias promotores del creci-
miento de las plantas comprenden los géneros Azos-
pirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Entero-
bacter, Klebsiella y Pseudomonas, y algunos endofitos
como Axoarcus, Gluconacetobacter y Herbaspirillum
(Siddiqui, 2006). La accién de los microorganismos
promotores del crecimiento de las plantas (PGPM)
se estudié intensamente en la década reciente; el au-
mento de la biomasa y la produccién de frutas de
diversas especies cultivadas, debido a efectos directos
e indirectos de los microorganismos se documentd
(Gupta et al., 2000; Saharan y Nehra, 2011). Los
efectos directos mds comunes son la fijacién de N, la
solubilizacién del fosfato, la produccién de sideréfo-
ro y fitohormonas, y los efectos indirectos incluyen
la induccién de la resistencia de las plantas huésped
y el antagonismo contra el fitopatégeno (Martinez-
Viveros et al., 2010; Ahemad y Kibret, 2014).
Aunque la inoculacién de plantas con PGPM se

realiza comercialmente en la agricultura, la formulacién
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effect under field conditions is still problematic
(Malusd et al., 2012). Successful formulation of
PGPM must overcome difficulties arising from
unfavorable soil temperature, humidity, salinization,
UV-radiation, soil pH and water stresses (Garcia er
al., 2011). A key aspect of successful inoculation
technology is to avoid losing activity of PGPM
through the use of proper inoculum formulation
and selection of an adequate carrier (Malusd ez al.,
2012). The carrier helps to deliver a suitable amount
of microorganism in good physiological condition,
which can then provide a suitable microenvironment
and assure sufficient shelf life. Among the natural
materials utilized as carriers, organic polymers are
widely used (Bashan ez al., 2002; Yabur ez al., 2007).
Organic polymers are compounds that cross-link
forming a matrix, which temporarily encapsulates or
immobilizes microorganisms that are then gradually
released during polymer degradation (Malusi ez
al., 2012). The use of polymer-based encapsulation
offers protection against environmental stress and
consequently enhances the survival and release of
microorganisms into the soil or seed (Guo ez al.,
2012). Materials used for polymer encapsulation
ideally should be inexpensive and easily available,
such as carboxymethyl cellulose, guar gum, xanthan
gum, alginate and starch (Bhardwaj ez al, 2000;
Hernédndez et al., 2011).

The effect of polymer-based encapsulation on
performance of PGPM has been evaluated. However
there is no systematic analysis on the performance
of these microorganisms when encapsulated in a
polymer-based matrix. In this context, the present
meta-analysis addresses the following questions:
1) does polymer-based encapsulation enhance
microorganism performance? 2) is the response of
polymer-based encapsulation of PGPM similar for
all plant species? 3) what plant structures are most
influenced when plants are inoculated with polymer-
based encapsulated PGPM? 4) does the hardener
or gum concentration of the polymer influence the
performance of the encapsulated PGPM?

MATERIALS AND METHODS
Definition of literature to search

In this meta-analysis we examined the effectiveness of using

polymer-based microencapsulated agents on PGPM in different

del inéculo con un efecto confiable y consistente en
condiciones de campo es todavia problemdtica (Ma-
lusd et al., 2012). La formulacién exitosa de PGPM
debe superar temperaturas humedad, salinidad y ra-
diacién UV, y estrés hidrico pH del suelo desfavo-
rables (Garcia ez al., 2011). Un aspecto clave de la
tecnologia de inoculacién exitosa es evitar la pérdi-
da de actividad de PGPM mediante la formulacién
adecuada del inéculo y la seleccién de un portador
apropiado (Malusd er al., 2012). El portador ayuda
a suministrar la cantidad adecuada de microorganis-
mos en buenas condiciones fisioldgicas, lo que puede
proporcionar un microambiente adecuado y asegurar
la suficiente vida ttil. Entre los materiales naturales
utilizados como portadores, los polimeros orgdnicos
se utilizan ampliamente (Bashan ez 4/, 2002, Yabur
et al., 2007). Los polimeros orgdnicos son com-
puestos que se reticulan formando una matriz, que
temporalmente encapsula o inmoviliza microorga-
nismos y luego se liberan gradualmente, durante la
degradacién del polimero (Malusd ez 4l., 2012). La
encapsulacién con polimeros ofrece proteccién con-
tra el estrés ambiental y, en consecuencia, aumenta
la supervivencia y liberacién de microorganismos en
el suelo o en la semilla (Guo et 4/., 2012). Los ma-
teriales usados para la encapsulacién en polimeros
deberfan ser econdémicos y disponibles, como la car-
boximetilcelulosa, la goma de guar, la goma de xan-
tano, el alginato y el almidén (Bhardwaj ez al., 2000;
Herndndez ez al., 2011).

El efecto de la encapsulacién basada en polimeros
sobre el rendimiento de PGPM se ha evaluado. Pero
no hay un andlisis sistemdtico del rendimiento de es-
tos microorganismos cuando se encapsulan en una
matriz con polimeros. En este contexto, el presente
meta-andlisis aborda las siguientes preguntas: 1) ;la
encapsulacién basada en polimeros mejora el rendi-
miento de los microorganismos? 2) ;ses la respuesta de
la encapsulacién basada en polimeros de PGPM si-
milar para todas las especies de plantas? 3) ;cudles son
las estructuras vegetales mds influenciadas cuando las
plantas se inoculan con PGPM encapsulado basado
en polimeros? 4) ;el endurecedor o la concentracién

de goma del polimero influye en el rendimiento del
PGPM encapsulado?
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crops. The population was defined as the encapsulated and
non-encapsulated microorganisms (rhizobacteria or free-living
plant growth promoting fungi) used to promote growth in
various crops. In the first round of literature search, studies were
included if at least one of the following aspects were addressed
as a core question in the work: 1) comparison of performance
of polymer-based encapsulated and non-encapsulated PGPM,
2) comparison of different concentration of the polymer-
based matrix or hardener for encapsulation were evaluated,
and 3) evaluation of the seed germination or plant growth

components were evaluated.
Collection of database and inclusion criteria

An electronic search was carried out from November 2013
to February 2014. Relevant published papers were retrieved
through searches in Google Scholar and top peer review journals
indexed in: Only Library, Science Direct, Springer Journal,
Taylor & Francis and Wiley Online Library. For the studies
search, the following combination of the keywords were used:
“microcapsules”,  “capsules”,

« - e« »
microorganisms’, growth”,

“promoting”, “germination” “bacteria’, “plant”, “sodium
alginate”, “antagonist” and “fungi”.

The literature search comprehensively retrieved all
relevant scientific studies reporting the effectiveness of using
microencapsulated agents on PGPM for a wide variety of
crops. Approximately 117 references were examined based on
title, abstracts, and keywords within the first evaluation stage
of this study. A subset of 91 irrelevant reports were excluded
and 26 potential articles were identified to fulfill the eligibility
criteria: 1) studies had to quantify the effects of polymer-based
encapsulated and non-encapsulated PGPM on seed germination
or plant growth variables (leaf area, leave biomass, root biomass,
shot biomass, total biomass, number of leaves, root length and
shot length); 2) studies had to include among their treatments the
polymer-based encapsulated and the non-encapsulated PGPM,
the latter was used as their respective control; 3) studies had to
use natural polymers like gums to encapsulate microorganisms;
4) studies had to be written in English and be published in the
peer-reviewed literature. We obtained 11 articles published
between 2002 and 2012 that satisfied these criteria (Table 1;
Appendix A), and from them we selected 41 cases to be evaluated

by the meta-analysis.
Methodological assessment and data extraction
Before risk of bias assessment (BA) and data extraction (DE),

the papers were selected through abstract screening and confirmed

using the full articles. To conduct the DE the appropriate studies
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MATERIALES Y METODOS
Definicién de la literatura a buscar

En este meta-andlisis examinamos la eficacia del uso de agen-
tes microencapsulados basados en polimeros para PGPM en
diferentes cultivos. La poblacién se definié como los microorga-
nismos encapsulados y no encapsulados (rizobacterias u hongos
promotores del crecimiento libre de plantas) utilizados para pro-
mover el crecimiento en diversos cultivos. En la primera ronda
de btsqueda de literatura, se incluyeron los estudios en los que
al menos se abordé uno de los siguientes aspectos como un tema
central en el trabajo: 1) comparacién del rendimiento de PGPM
encapsulado y no encapsulado basado en polimeros; 2) evalua-
cién de la comparacién de las diferentes concentraciones de la
matriz a base de polimeros o endurecedor para la encapsulacién;
y 3) evaluacién de la germinacién de las semillas o de los compo-

nentes del crecimiento de las plantas.
Recopilacién de datos y criterios de inclusién

Una basqueda electrdnica se realizé de noviembre de 2013 a
febrero de 2014. Los articulos relevantes publicados se recupera-
ron mediante bisquedas en Google Scholar y revistas de primer
nivel evaluadas por colegas e indexadas en: Only Library, Science
Direct, Springer Journal, Taylor & Francis y Wiley Online Li-
brary. Para buscar estudios se usaron las siguientes combinacio-
nes de palabras clave: “microcdpsulas”, “cdpsulas”, “microorga-
nismos”, “crecimiento”, “promocién”, “germinacién” “bacterias”,
“planta”, “alginato de sodio” “antagonista” y “hongos”.

En la bisqueda bibliografica se recuperaron todos los estu-
dios cientificos relevantes que reportan la efectividad del uso de
agentes microencapsulados en PGPM para una amplia varie-
dad de cultivos. Aproximadamente se examinaron 117 referen-
cias con base en el titulo, resimenes y palabras clave dentro de la
primera etapa de evaluacién de este estudio. Un subconjunto de
91 informes irrelevantes se excluyd y se identificaron 26 articulos
potenciales para cumplir con los criterios de elegibilidad: 1) los
estudios tenfan que cuantificar los efectos de PGPM encapsula-
da y no encapsulada basada en polimeros en la germinacién de
las semillas o en las variables de crecimiento de las plantas (drea
foliar, biomasa de hojas, biomasa de raices, biomasa de brotes,
biomasa total, nimero de hojas, longitud de raices y de brotes);
2) los estudios tenfan que incluir entre sus tratamientos la PGPM
encapsulada y no encapsulada basada en polimeros y esta tltima
se us6 como control; 3) los estudios tuvieron que usar polimeros
naturales como gomas para encapsular microorganismos; 4) los
estudios tenfan que presentarse en inglés y publicarse en la litera-

tura revisada por expertos. Se obtuvieron 11 articulos publicados
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were analyzed and data extracted quantitatively. The data needed
for analyses (sample size, means, standard deviations, F-test
statistics, y* or p-value) were reported in the article, either in
numerical or graphical form, or could be provided by the authors
on request. The studies with more than one study design were
duplicated and extracted as separate studies. Many studies
reported multiple treatment comparisons, which were extracted
as unique treatment comparisons (trials) for analytic purposes.
Information extracted from each study included: 1) gum and
hardener concentration, (1) type of microencapsulated agent; 2)
type of microorganism; 3) type of plant species and; 4) study
results. Variables taken included: leaf area (LA), leave biomass
(LB), root biomass (RB), shot biomass (SB), total biomass (TB),
leave number (LN), root length (RL), shot length (SL). These

data were extracted for the control and treated groups.
Meta-analysis

The meta-analysis was carried out with the MetaWin 2.1
statistical program (Rosenberg ez a/., 2002). For performance of
plant growth measures, the effect size was calculated as Hedges's 4,
the standardized mean difference (Gurevitch and Hedges, 2001)
between encapsulated and non-encapsulated treatment means:
d=[(X-X,)/s] J, where X | designates the mean of plant growth
trait in encapsulated treatment, X, is the corresponding mean
for the non-encapsulated treatment, s is the pooled standard
deviation, and J is the small-sample-size bias correction factor.
When the mean and standard deviations needed for calculation
of Hedges’s 4 were presented in graphs, they were taken using
Image] software (Rasband, 2012). In some studies these data
were not available, and univariate statistics (F, x* or p-value) were
converted into Hedges’s & estimates (Rosenberg ez al., 2002).

Analyses were performed using the mixed-effects model,
which assumes that studies differ due to sampling error and
random variation. Given that these sources of variation are
likely to be important in biological data, the mixed-effects
model is preferred for these analyses (Gurevitch and Hedges,
2001). Bias-corrected bootstrap 95 % confidence intervals
around the effect size were generated from 999 iterations, and
effects are considered to be significant when 95 % confidence
interval did not include zero. For those mean-effect sizes that
were significantly different from zero, we calculated a fail-
safe number (n;) using the weighted method of Rosenberg
(2005). This number represents how many additional studies
of null effect and mean weight should be added to reduce the
significance level of the observer mean effect to 0.05. A fail-safe
number greater than 5n+10, where n is the original number of
studies in the analysis, is considered robust against publication

bias (Rosenthal, 1991). In addition, we examined publication

entre 2002 y 2012 que cumplieron con estos criterios (Cuadro
1, Anexo A), y de ellos seleccionamos 41 casos para evaluar con

por el meta-andlisis.
Evaluacién metodoldgica y extraccién de datos

Antes del riesgo de la evaluacién sesgada (BA) y de la ex-
traccién de datos (ED), los estudios se seleccionaron mediante
la proyeccién abstracta y se confirmaron utilizando los articulos
completos. Para realizar la ED se analizaron estudios apropiados
y se extrajeron los datos cuantitativamente.

Los datos necesarios para los andlisis (tamafo de la muestra,
medias, desviaciones esténdar, estadistica de la prueba E ¥ o va-
lor p) se reportaron en el articulo, ya sea en forma numérica o
gréfica, o podrifan ser proporcionados por los autores a peticién.
Los estudios con mds de un disefio de estudio se duplicaron y
extrajeron como estudios separados. Muchos estudios reporta-
ron multiples comparaciones de tratamiento, que se extrajeron
como comparaciones de tratamiento tnicas (ensayos) con fines
analiticos. La informacidn extraida de cada estudio incluyé: (1)
concentracién de goma y endurecedor, 1) tipo de agente micro-
encapsulado; 2) tipo de microorganismo; 3) tipo de especie vege-
tal y; 4) resultados del estudio. Las variables tomadas incluyeron:
drea foliar (LA), biomasa de hojas (LB), biomasa de raiz (RB),
biomasa de brotes (SB), biomasa total (TB), nimero de hojas
(LN), longitud de raiz (RL), longitud de brote (SL) . Estos datos

se extrajeron para el testigo y los grupos tratados.
Meta-analisis

El meta-andlisis se realizé con el programa estadistico Me-
taWin 2.1 (Rosenberg ¢z al., 2002). Para el rendimiento de las
medidas de crecimiento de la planta, el tamano del efecto se cal-
culé como 4 de Hedges, la diferencia de medias estandarizada
(Gurevitch y Hedges, 2001) entre el tratamiento encapsulado y
no encapsulado significa: d=[(X -X,)/s] /, donde X designa la
media del rasgo de crecimiento de la planta en el tratamiento en-
capsulado, X, es la media correspondiente para el tratamiento no
encapsulado, s es la desviacion estindar agrupada y / es el factor
de correccién de sesgo de tamano de muestra pequefio. Cuan-
do la media y las desviaciones estdndar necesarias para el cdlculo
de d de Hedges se presentaron en gréficos, se tomaron usando
el software Image] (Rasband, 2012). En algunos estudios, estos
datos no aparecian y las estadisticas univariadas (E y* o valor p)
se convirtieron en las estimaciones 4 de Hedges (Rosenberg ez
al., 2002).

Los andlisis se realizaron con el modelo de efectos mixtos,
que supone que los estudios difieren debido al error de muestreo

y la variacién aleatoria. Ya que es probable que estas fuentes de
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bias by mean of funnel plots (Light and Pillemer, 1984). Funnel
plots revealed a low probability that publication bias affected
the data set. To test whether patterns differed among the
explanatory variables discussed above (type of microorganism,
plant species, plant growth structure, plant process, hardener and
gum concentration) studies were subdivided into corresponding
groups, and between-group heterogeneity was examined using
the y* statistic Q, (Gurevitch and Hedges, 2001). All figures were

made using SigmaPlot version 11 from Systat Software.
RESULTS AND DISCUSSION

The general response of the PGPM to the polymer-
based encapsulation was positive [E ++ (mean
effects size) = 0.8700; 95 % Bias CI (confidence
interval) =0.02171 to 1.5178], although there was
a clear difference among microorganism species
(df=11, Q=22.6, p = 0.01). The fungus Zrichoderma
harzianum showed negative effect, and the bacteria
Rhodanobacter sp., Anthrobacter sp. and Azospirillum
brasilense corrig. Tarrand er al. (1979) showed no
response to the polymer-based encapsulation (Figure
1).

The effects of polymer-based encapsulated
PGPM in various plant species had a positive general
tendency [E ++ (mean effects size) = 0.8654; 95 %
Bias CI (confidence interval) =0.3093 to 1.5350].
Differential effects among plant species were not
detected (df=6, Q=6.6, p=0.35), but the magnitude
of the effect showed some variation (Figure 2). For
example, in Triticum sp., Vigna radiata and Gossypium
sp. there was a positive trend in the response, whereas
in buffalo grass [Buchloe dactyloides (Nutt.) Engelm],
big salbrush [Azriplex lentiformis (Torr.) S. Watts],
lettuce (Lactuca sativa 1. 1753) and tomato (Solanum
lycopersicum L.), there was no response (Figure 2).

Plant growth was separated into the analysis of
different plant structures, as well as the plant process.
For plant growth, the effect of polymer-based
encapsulation of PGPM was positive in 67.69 % of
species used in this study [E ++ (mean effects size) =
0.6769; 95 % Bias CI (confidence interval) =0.1008
to 1.3027]. The magnitude of increase in growth,
however, was different among plant structures (df=4,
Q=13.91, p=0.007) in which only the root mass and
shoot length showed a significant effect by inoculation
of polymer-based encapsulated relative to free-cell
PGPM; while total plant mass, shoot mass, and root
length showed no apparent effect (Figure 3a).
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variacién sean importantes en los datos bioldgicos, se prefiere el
modelo de efectos mixtos para estos andlisis (Gurevitch y Hed-
ges, 2001). A partir de 999 iteraciones se generaron intervalos
de confianza del 95 % corregidos mediante bootstrap alrededor
del tamafio del efecto. Los efectos se consideraron significativos
cuando el 95 % de los intervalos de confianza no incluyeron el
cero. Para los tamanos de efecto medio significativamente dife-
rentes de cero, se calcul6 un niimero de seguridad (nfs) con el
método ponderado de Rosenberg (2005). Este niimero represen-
ta los estudios adicionales de efecto nulo y peso medio se debe
que agregar para reducir el nivel de significacién del efecto medio
del observador a 0.05. Un ndmero a prueba de fallos mayor que
5n+10, donde n es el nimero original de estudios en el andlisis,
se considera importante para contrarrestar la publicacién parcial
(Rosenthal, 1991). Ademds, examinamos el sesgo en las publi-
caciones por medio de parcelas en embudo (Light y Pillemer,
1984). Las graficas de embudo revelaron una baja probabilidad
de que el sesgo en las publicaciones afectara el conjunto de datos.
Para probar si los patrones difieren entre las variables explicativas
ya analizadas (tipo de microorganismos, especie de la planta, es-
tructura de crecimiento de la planta, proceso de la planta, endu-
recedor y concentracién de la goma), los estudios se subdividie-
ron en grupos correspondientes y la heterogeneidad entre grupos
se examiné utilizando la estadistica y* Q, (Gurevitch y Hedges,
2001). Todas las figuras se hicieron usando SigmaPlot versién 11

de Systat Software.
REesuLTADOS Y DISCUSION

La respuesta general de PGPM a la encapsulacion
basada en polimeros fue positiva [E ++ (tamano de
los efectos medios) = 0.8700; 95 % Bias CI (interva-
lo de confianza) = 0.02171 a 1.5178], aunque hubo
clara diferencia entre las especies de microorganismos
(df=11, Q=22.6, p=0.01). El hongo Trichoderma har-
zianum mostré efecto negativo, y las bacterias Rhoda-
nobacter sp., Anthrobacter sp. y Azospirillum brasilense
corrig. Tarrand ez al. (1979) no tuvieron respuesta a
la encapsulacién basada en polimeros (Figura 1).

Los efectos de PGPM encapsulado basado en po-
limeros en varias especies de plantas mostraron ten-
dencia general positiva [E ++ (tamafio de los efectos
medios) = 0.8654; IC del sesgo del 95% (intervalo
de confianza) = 0.3093 a 1,5350]. No se detecta-
ron efectos diferenciales entre las especies de plantas
(df=6, Q=6.6, p=0.35), pero la magnitud del efecto
mostrd cierta variacién (Figura 2). Por ejemplo, en
Triticum sp., Vigna radiata y Gossypium sp. hubo una
tendencia positiva en la respuesta, mientras que en
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Figure 1. Mean Hedges’s d effect sizes (= 95 % bias-corrected
confidence intervals), sample sizes, and fail-safe
numbers (n,) for studies comparing polymer-based
encapsulated versus non-encapsulated PGPM.
Significant patterns occur when the intervals fail to
include zero, which is marked with a dotted line.
Microorganisms species in bold indicate that the
fail-safe number is robust (>5 7 + 10).

Figura 1. Figura 1. Promedio de los tamaios de efecto de
Hedges (= 95% de los intervalos de confianza
corregidos por sesgo), tamafos de muestra y
ndmeros de seguridad (n;) para los estudios que
comparan PGPM encapsulado en base a polimero
frente a PGPM no encapsulado. Los patrones
significativos ocurren cuando los intervalos no
incluyen cero, que estd marcado con una linea
punteada. Las especies de microorganismos en
negrita indican que el nimero de seguridad es
elevado (>5 7 + 10).

The response of plant process was categorical in
comparison with plant growth and seed germination.
However, the plant structures and plant process were
not collinear. A trend of positive effect of polymer-
based encapsulated PGPM was in general found
[E ++ (mean effects size) = 0.9680; 95 % Bias CI
(confidence interval) = 0.3714 to 1.6551]. The
response on plant growth was highly positive, while
on seed germination there was no response (df=1,
Q=21.42, p<0.0001) (Figure 3b).

The concentrations of the hardener produced
differential responses in the performance of the
polymer-based encapsulated PGPM [E ++ (mean
effects size) = 0.8652; 95 % Bias CI (confidence

Triticum sp. (n=6, n =27) o
V. radiata (n=6, n_=2) Cool
B. dactyloides (n=3, n =3) I—C)-I

A. lentiformis (n=3, n =3) I—O—|

L. sativa (n=5, n.=1) I—O—'—|
Gossypium sp. (n=6, n_=5) : o
L. esculentum (n=11, n =130) I—O—|
T T T T T T
-6 -4 -2 0 2 4 6
Hedges 4

Figure 2. Mean Hedgess d effect sizes (x 95 % bias-
corrected confidence intervals), sample sizes, and
fail-safe numbers (n,) for studies comparing the
effects of polymer-based encapsulated versus non-
encapsulated PGPM in different plant species.
Significant patterns occur when the intervals fail
to include zero, which is marked with a dotted
line. Plant species in bold indicate that the fail-safe
number is robust (> 5 z + 10).

Figura 2. Media de tamaios de efecto de Hedges (+ 95 % de
los intervalos de confianza corregidos por sesgo),
tamanos de muestra s y nimeros de seguridad (nfs)
para estudios que comparan los efectos de PGPM
encapsulado en base a polimeros frente a PGPM
no encapsulado en diferentes especies de plantas.
Los patrones significativos ocurren cuando los
intervalos no incluyen cero, lo cual estd marcado
con una linea punteada. Las especies de plantas en
negrita indican que el nimero de seguridad por
fallas es elevado (> 5 z + 10).

la hierba de buafalo [Buchloe dactyloides (Nutt.) En-
gelm], gran salbrush [A#riplex lentiformis (Torr.) S.
Watts |, Lechuga (Lactuca sativa L. 1753) y tomate
(Solanum lycopersicum L.), no hubo respuesta (Figura
2).

El crecimiento de las plantas se dividié en el ani-
lisis de las estructuras de las plantas y en el proce-
so de la planta. Para el crecimiento de las plantas,
el efecto de la encapsulacién polimérica de PGPM
fue positivo en 67.69 % de las especies utilizadas en
este estudio [E ++ (tamafio de los efectos medios) =
0.6769; IC del sesgo del 95 % (intervalo de confian-
za) = 0.1008 a 1.3027]. Sin embargo, la magnitud
del aumento en el crecimiento fue diferente entre las
estructuras de las plantas (df=4, Q=13.91, p=0.007),

en las que s6lo la masa de la raiz y la longitud de
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Figure 3. Mean Hedges’s d effect sizes (= 95 % bias-corrected confidence intervals), sample sizes, and fail-safe numbers (n,) for
studies comparing the effect of polymer-encapsulated versus non-encapsulated PGPM on growth of different plant
structures (a) and plant process (b). Significant patterns occur when the intervals fail to include zero, which is marked
with a dotted line. Plant structures and process in bold indicate that the fail-safe number is robust (> 5 7 + 10).

Figura 3. Media de tamaios de efecto de Hedges (= 95% de los intervalos de confianza corregidos por sesgo), tamaiios de
muestras y nameros de seguridad por fallas (n;) para estudios que comparan el efecto del PGPM encapsulado en
polimeros frente al PGPM no encapsulado sobre el crecimiento de diferentes estructuras vegetales (a) y el proceso de
la planta (b). Los patrones significativos ocurren cuando los intervalos no incluyen cero, lo cual estd marcado con una

linea punteada. Las estructuras de la planta y el proceso sefialados en negrita indican que el nimero de seguridad por

fallas es elevado (> 5 7 + 10).

interval) = 0.3273 to 1.5450]. The effect however
was not significant (df=4, Q=6.8, p=0.14), but an
unimodal response for 1.1, 2 and 5.55 % (low and
higher percentage of hardener) of improvement
performance of polymer-based encapsulated PGPM
was observed (Figure 4a). All gum concentrations,
except the highest (3.5 %), showed beneficial effects
on the performance of PGPM [E ++ (mean effects
size) = 0.8702; 95 % Bias CI (confidence interval)
= 0.2977 to 1.5245] (Figure 4b). No differential
effects among gum concentrations were observed
(df=3, Q=2.18, p=0.53), but the results for the
concentration of 2 % were robust (Figure 4b).

The present meta-analysis uncovers the effects
of polymer-based encapsulation on performance of
PGPM. Our main findings are as follows: 1) most
of the PGPM included in the study responded
positively and similarly in magnitude to polymer-
based encapsulation, some of them, however,
showed no response, and in the case of Trichoderma
harzianum a negative response was observed; 2) the
effects of encapsulation on performance of PGPM
depended on the plant species inoculated, in this
sense, clear trend of positive effects were observed
on Triticum sp., Vigna radiate and Gossypium sp.;
3) increases in root mass and shoot length were the
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los brotes mostraron un efecto significativo por la
inoculacién de PGPM encapsulado basado en poli-
meros de células libres; mientras que la masa total de
la planta, la masa de los brotes y la longitud de la raiz
no mostraron ningtn efecto (Figura 3a).

La respuesta del proceso de las plantas fue categé-
rica en comparacién con el crecimiento de las plan-
tas y la germinacién de las semillas. Sin embargo,
las estructuras de las plantas y su proceso no fueron
colineales. En general, se encontré una tendencia de
efecto positivo de la PGPM encapsulada basada en
polimeros [E ++ (media de tamanos de los efectos) =
0.9680; IC del sesgo del 95% (intervalo de confianza)
=0.3714a1.6551]. La respuesta sobre el crecimiento
de las plantas fue altamente positiva, mientras que
en la germinacién de las semillas no hubo respuesta
(df=1, Q=21.42, p=<0.0001) (Figura 3b).

Las concentraciones de endurecedor produjeron
respuestas diferentes en el rendimiento de la PGPM
encapsulada basada en polimeros [E ++ (media de los
tamafos de los efectos) = 0.8652; IC del sesgo de
95 % (intervalo de confianza) = 0.3273 a 1.5450].
El efecto, sin embargo, no fue significativo (df=4,
Q=6.8, p=0.14), pero se observé una respuesta uni-
modal para 1.1, 2y 5.55 % (bajo y mayor porcentaje
de endurecedor) de mejor rendimiento de la PGPM
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Figure 4. Mean Hedges’s d effect sizes (= 95 % bias-corrected confidence intervals), sample sizes, and fail-safe numbers (n,)
for studies comparing hardener (a) and polymeric gum concentration (%) (b) for encapsulating material. Significant
patterns occur when the intervals fail to include zero, which is marked with a dotted line. Hardener and polymeric gum
concentrations in bold indicate that the fail-safe number is robust (>572+10).

Figura 4. Media de tamafios de efectos de Hedges (= 95% de los intervalos de confianza corregidos por sesgo), tamafios de
muestras y niimeros de seguridad por fallas (nfs) para estudios que comparan el endurecedor (a) y la concentracién
de goma polimérica (%) (b) para encapsular el material. Los patrones significativos ocurren cuando los intervalos no
incluyen cero, que estd marcado con una linea punteada. El endurecedor y las concentraciones de goma polimérica en
negrita indican que el niimero de seguridad por fallas es elevado (>5# + 10).

most common effects when plants were inoculated
with polymer-based encapsulated PGPM; however,
seed germination was unaffected when seeds were
inoculated with polymer-based encapsulated PGPM;
4) concentration of the hardener and gum influenced
the performance of PGPM when encapsulated with
positive effects observed when concentrations of
both hardener and polymer were 2 %, respectively. It
is important to point out that in all cases the results
are strongly influenced by the number of studies
analyzed. As indicated by the fail safe number, most
of our results were not robust enough to draw decisive
conclusions (Fragkos ez al., 2014), but there was a
clear trend on the increase of PGPM performance
when encapsulated in a polymer-based matrix.
However, Belman and Wolfson (2014) consider that
with a low number of articles, the case studies (41)
could be a good number for meta-analysis if inclusion
criteria were restricted to horticultural crop area.
In spite of this, other studies could consider vote-
counting techniques (where inclusion criteria used
could increase to add studies to the meta-analysis)
to strengthen evidence about this item (Butler ez 4/.,
2012).

Our analysis showed that in most of the PGPM
species (67 %) the effects of using polymer-based

encapsulada basada en polimeros (Figura 4a).

Todas las concentraciones de goma, excepto la
mids elevada (3.5 %), mostraron efectos beneficiosos
sobre el rendimiento de PGPM [E ++ (media de ta-
manos de los efectos) = 0.8702; IC del sesgo de
95 % (intervalo de confianza) = 0.2977 a 1.5245]
(Figura 4b). No se observaron efectos diferentes
entre las concentraciones de goma (df=3, Q=2.18,
p=0.53), pero los resultados para la concentracién
del 2 % fueron elevados (Figura 4b).

El presente metandlisis revela los efectos de la en-
capsulacién basada en polimeros en el rendimiento
de PGPM. Nuestros hallazgos principales son los
siguientes: 1) la mayoria de las PGPM incluidas en
el estudio respondieron positivamente y de forma si-
milar en magnitud a la encapsulacién basada en po-
limeros; sin embargo, algunas de ellas no mostraron
respuesta y en el caso de Trichoderma harzianum se
obtuvo una respuesta negativa; 2) los efectos de la
encapsulacién sobre el rendimiento de PGPM de-
pendieron de las especies de plantas inoculadas y en
este sentido se observé una clara tendencia de efectos
positivos en Triticum sp., Vigna radiate y Gossypium
sp. y 3) los aumentos en la masa de las raices y la
longitud de los brotes fueron los efectos mds comu-
nes cuando las plantas fueron inoculadas con PGPM
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encapsulating agent were positive compared to the
effects of non-encapsulated PGPM. About one
quarter of the species, however, showed no response
to the encapsulation. It is important one case
(Trichoderma harzianum) where the effect of the
encapsulation was negative, which is due to bacteria
having a better germination process than fungi, when
used individually (El-Katatny, 2010).

The reason why not all PGPM showed positive
response to the encapsulation might be related to
two aspects: 1) there are species of microorganisms
that naturally have a resistance per se to the harsh
environment when exposed to these conditions;
thus, adding a polymer-based matrix does not
help to enhance the performance, specially for
microorganisms that form biofilms and those that
have the ability to recognize and cope with physical
and chemical stressful conditions of a particular
environment (Santos ez al., 2010); 2) the polymer
may have affected the viability or release of cells. This
was observed in studies where different types of gums
and species of PGPM were evaluated (Tittabutr ez
al., 2007).

We also observed that the response of the polymer-
based encapsulated PGPM depended on, to a certain
degree, the plant species evaluated. Surprisingly, in
the species Lycopersicon esculentum, where several
studies have been carried out, there was no positive
effect of encapsulating PGPM. In this case, the
germination levels influenced plant growth thus
masking their positive effect following meta-analysis.
This occurs because during seed germination the
plant requires an immediate response from PGPM,
however the onset of encapsulated PGPM action is
often delayed due to the fact that the majority of the
polymeric capsules are designed for prolonged release
(Serban ez al., 2010).

The difference in response among plant species
might be attributed to aspects of the interaction
between the microorganisms and plant roots. Various
studies point out the importance of the association
of microorganisms to plant when interacting in the
rthizosphere (Saharan and Nehra, 2011). Thus, the
polymer-based matrix might influence recognition of
beneficial microorganisms by the plant roots, either
by affecting physiological aspects of the association or
by affecting the plant root system (Salamoni ez 4/, 2010).

In our analysis we also found that when PGPM
were encapsulated, plant growth was enhanced, in two
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encapsulado basado en polimeros; sin embargo, la
germinacién de las semillas no se afecté cuando las
semillas se inocularon con PGPM encapsulada basa-
da en polimeros; 4) la concentracién del endurecedor
y la goma influyeron en el rendimiento de la PGPM
cuando se encapsuld con efectos positivos observados
cuando las concentraciones tanto del endurecedor
como del polimero fueron de 2 %. Es importante
senalar que en todos los casos los resultados estdn
fuertemente influenciados por el nimero de estudios
analizados.

Como lo indica el nimero de seguridad por fa-
llas, casi todos los resultados que obtuvimos no fue-
ron lo suficientemente sélidos como para sacar con-
clusiones decisivas (Fragkos er al. 2014, pero hubo
tendencia clara al rendimiento mayor de PGPM
cuando se encapsulé en una matriz polimérica. Sin
embargo, Belman y Wolfson (2014) consideran que
con un bajo nimero de articulos, los estudios de caso
(41) podrian ser un buen niimero para el metandlisis
si los criterios de inclusién se restringieran al drea de
cultivo horticola. A pesar de esto, otros estudios po-
drian considerar técnicas de conteo de votos (donde
los criterios de inclusién utilizados podrian aumentar
para agregar estudios al metanilisis) para fortalecer la
evidencia sobre este item (Butler ez /., 2012).

Nuestro andlisis muestras que en la mayoria de
las especies PGPM (67%) los efectos de un agente
encapsulado a base de polimeros fueron positivos,
comparados con los efectos de PGPM no encapsu-
lada. Sin embargo, cerca de un cuarto de las especies
no mostrd respuesta a la encapsulacién. Es importan-
te un caso (7richoderma harzianum) en que el efecto
de la encapsulacién fue negativo porque las bacterias
tienen un mejor proceso de germinacién que los hon-
gos al usarse individualmente (El-Katatny, 2010).

La razén por la que no todas las PGPM mostra-
ron una respuesta positiva a la encapsulacién podria
estar relacionada con dos aspectos: 1) hay especies de
microorganismos que tienen una resistencia natural
per se al medio ambiente severo cuando se exponen a
esas condiciones; asf, la adicién de una matriz basa-
da en polimeros no ayuda a mejorar el rendimiento,
especialmente para los microorganismos que forman
biofilms y aquellos que tienen la capacidad de reco-
nocer y hacer frente a las condiciones fisicas y qui-
micas estresantes de un ambiente especifico (Santos
et al., 2010); 2) el polimero puede haber afectado la
viabilidad o liberacién de células. Esto se observé en
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ways: root biomass and shoot length. Surprisingly,
we observed no effects on seed germination. This
may suggest that a possible interaction of the
polymer-based matrix with substrate or soil where
seeds were deposited for germination could have
affected the germination process and consequently
the establishment of an ideal niche for the PGPM
(Bashan ezal., 2014). For these types of studies the soil,
environmental conditions and seed characteristics
must be taken into account when establishing the
seeds that were coated with a polymer-based PGPM
(Farnsworth, 2000). Even though we found no
effect of the polymer-based encapsulation of PGPM
on seed germination endpoints evaluated by this
study, other aspects of seed germination might have
received the benefits, such as increased seed viability
under storage (Sivakumar ez al., 2014).

As for our last question regarding the influence
of the hardener and gum on the performance of
polymer-based encapsulated PGPM, in both cases,
concentrations of 2 % had clear trends of positive
effects. The encapsulation of PGPM protects them
from mechanical stress and harsh environmental
conditions, like pH, dryness and UV (Mortazavian ez
al., 2007). However, when the concentrations of the
hardener or the polymeric gum are inappropriate,
the release and viability of the microorganisms are
compromised, which in turn significantly affects the
colonization of the rhizosphere by the PGPM (John
etal,2011).

CONCLUSIONS

Our analysis of literature about the effects of
polymer-based encapsulation on performance of
PGPM revealed differential responses in the type
of microorganism, plant species, and hardener and
gum concentrations evaluated. We detected specific
responses for each of these groups, allowing us to
describe the most important patterns. The PGPM
Bacillus subtilis showed a strong positive effect when
encapsulated in a polymer-based matrix. Plant species
did not show clear pattern of responses, but there
was a trend of positive effect in Triticum sp., Vigna
radiate and Gossypium sp. Stronger positive responses
were detected on root mass and shoot length, but we
detected no responses on seed germination. Finally,
we found that 2 % concentration for the hardener
and the polymeric gum provided significant positive
effects when encapsulating PGPM.

estudios donde se evaluaron diferentes tipos de go-
mas y especies de PGPM (Tittabutr ez 4l., 2007).

También observamos que la respuesta de la
PGPM encapsulada basada en polimeros dependid,
en cierto grado, de las especies de plantas evaluadas.
Sorprendentemente, en la especie Lycopersicon escu-
lentum, de la cual hay varios estudios, no hubo efecto
positivo después de encapsular PGPM. En este caso,
los niveles de germinacién influyeron en el creci-
miento de las plantas, enmascarando asi su efecto po-
sitivo tras el metanlisis. Esto ocurre porque durante
la germinacién de la semilla, la planta requiere una
respuesta inmediata de PGPM; pero el inicio de la
acci6n de PGPM encapsulada se retrasa a menudo
debido a que la mayoria de las cdpsulas poliméricas
estin disenadas para una liberacién prolongada (Ser-
ban et al., 2010).

La diferencia de respuesta entre las especies de
plantas puede atribuirse a aspectos de la interaccién
entre los microorganismos y las raices de las plan-
tas. Varios estudios senalan la importancia de la
asociacién de microorganismos a la planta cuando
interactiian en la rizésfera (Saharan y Nehra, 2011).
Asi, la matriz basada en polimeros podria influir en
el reconocimiento de microorganismos beneficiosos
las raices de las plantas, ya sea afectando los aspectos
fisiolégicos de la asociacién o el sistema radicular de
la planta (Salamoni ez /., 2010).

En nuestro andlisis también encontramos que
con PGPM encapsuladas, el crecimiento de las plan-
tas mejor6 en dos aspectos: la biomasa de las raices
y la longitud de los brotes. Sorprendentemente, no
observamos efectos sobre la germinacién de las semi-
llas. Esto puede sugerir que una posible interaccién
de la matriz basada en polimeros con el sustrato o el
suelo donde las semillas fueron depositadas para la
germinacién podria haber afectado el proceso de ger-
minacién y, por consiguiente, el establecimiento de
un nicho ideal para las PGPM (Bashan ez al., 2014).
En estos tipos de estudios se debe considerar el sue-
lo, las condiciones ambientales y las caracteristicas de
las semillas al usar semillas recubiertas con PGPM
de base polimérica (Farnsworth, 2000).Aunque no
encontramos efecto de la encapsulacién polimérica
de PGPM en los puntos extremos de germinacién
evaluados en este estudio, otros aspectos de la ger-
minacién de la semilla podrian haberse beneficiado,
como la mayor viabilidad de las semillas por su alma-
cenamiento (Sivakumar ez /., 2014).
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En cuanto a nuestra tltima pregunta sobre la in-
fluencia del endurecedor y la goma en el rendimiento
de la PGPM encapsulada basada en polimeros, en
ambos casos las concentraciones de 2 % presentaron
senales claras de efectos positivos. La encapsulacién
de PGPM las protege del estrés mecdnico y de con-
diciones ambientales severas, como pH, sequedad y
UV (Mortazavian et al., 2007). Pero cuando las con-
centraciones del endurecedor o de la goma poliméri-
ca son inapropiadas, la liberacién y la viabilidad de
los microorganismos se comprometen, lo cual afecta
significativamente la colonizacién de la rizésfera por

la PGPM (John et al., 2011).
CONCLUSIONES

En nuestro andlisis de la literatura acerca de los
efectos de la encapsulacién basada en polimeros en el
rendimiento de PGPM, encontramos respuestas di-
ferenciadas segtin el tipo de microorganismos, espe-
cies de plantas y las concentraciones de endurecedor
y de goma evaluados. Detectamos respuestas especi-
ficas para cada grupo, permitiéndonos caracterizar
los patrones mds importantes. La PGPM Bacillus
subtilis encapsulada en una matriz polimérica mostré
un fuerte efecto positivo. Las especies de plantas no
mostraron un patrén claro de respuestas, pero hubo
una tendencia de efecto positivo en Triticum sp.,
Vigna radiate y Gossypium sp. Respuestas positivas
mis sélidas se detectaron en la masa de las raices y
la longitud de los brotes, pero no en la germinacién
de las semillas. Finalmente, encontramos que 2 %
de concentracién para el endurecedor y para la goma
polimérica tuvo efectos positivos importantes al en-

capsular PGPM.
—Fin de la version en Espanol—
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