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1. RESUMEN.

Los efectos adversos ocasionados por la tecnologia de la revolucion verde ha propiciado la
busqueda de alternativas sostenibles con la finalidad de mitigar los dafios ambientales
ocasionados por el uso indiscriminado de pesticidas, herbicidas y fertilizantes nitrogenados.
El empleo de bacterias benéficas que promueven el desarrollo de plantas es una alternativa
ecologica y economicamente factible. Aunque la inoculacion de semillas y suelos con
bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPB) no es reciente, su aceptacion en el
mercado ha sido limitada por su variable efectividad. Es necesario desarrollar tecnologias de
proceso para la produccion masiva de inoculantes de alta calidad que aseguren en las
formulaciones la presencia de las bacterias de interés en los nimeros y viabilidad deseados.
Los inoculantes de segunda generacion son formulaciones de dos o mas bacterias benéficas
que promueven un mayor crecimiento de plantas en comparacion con los inoculantes mono-
especie. En este trabajo se desarrolld un proceso en biorreactor para la produccion de un
inoculante multi-especies mediante estrategias de co-cultivos. El inoculante multi-especies
EMMIM-1 comprende seis géneros bacterianos con caracteristicas distintas para la
promocion de crecimiento como lo es fijacion biologica de nitrogeno, solubilizacion de
fosfatos, produccién de hormonas de crecimiento (mecanismos directos), y proteccion contra
plagas (mecanismos indirectos). Para abatir los costos de produccion del inoculante multi-
especies es necesario reducir el nimero de corridas de fermentacién. Los resultados de este
trabajo sugieren el empleo de dos corridas de fermentacion mediante co-cultivos de tres
bacterias a pH de 7.0 y otra a pH de 5.5, utilizando un solo medio de cultivo. Ademas, se
establecié una metodologia mediante herramientas moleculares y fenotipicas para detectar y
cuantificar al final de la fermentacion la presencia de las bacterias de interés. Lo anterior nos
permiti6 asegurar que el inoculante producido estaba libre de microorganismos
contaminantes, requisito de calidad fundamental para la futura produccion masiva del
inoculante EMMIM-1.
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2. INTRODUCCION.

Con el objetivo de satisfacer las necesidades alimenticias de la poblacion mundial, es
necesario desarrollar sistemas de produccién agricola sostenibles (Reddy et al. 2013). Para
2030 se estima un incremento del 40% en la demanda mundial de alimentos y se presume un
crecimiento poblacional global del 25% para el afio 2050 (Schroeder et al., 2013), por lo que
la produccidn agricola tendrd que aumentar al menos un 70% para ese afio (Reddy et al.,
2013). Una de las estrategias mas utilizadas de la tecnologia de la revolucién verde ha sido
la aplicacion de fertilizantes quimicos y plaguicidas (Baez-Rogelio et al., 2017; Serrat 2004),
lo cual ayudd en su momento a incrementar los rendimientos de la produccion agricola. Sin
embargo, su produccion es insostenible ya que se consume el 1% de la energia mundial para
su obtencion. Asi mismo, los fertilizantes nitrogenados son el insumo mas costoso (Schroeder
et al., 2013) y pueden representar hasta el 50% del costo total de la produccion agricola
(Gutiérrez 2012). Ademas es un insumo altamente contaminante ya que solo entre 30 y 50%
de la cantidad total de fertilizante aplicada es utilizado por la planta, el resto se incorpora al
medio ambiente donde produce eutrofizacion en rios y océanos, asi como gases de tipo
invernadero (Wang et al., 2012; Vassilev et al., 2015). Debido a los efectos adversos
ocasionados durante la revolucion verde, los agricultores de todo el mundo han buscado
alternativas de produccion de alimentos sostenibles, basadas en experiencias pasadas de la
agricultura orgénica. Muchos grupos investigan la utilizacién de inoculantes y agentes
bioldgicos que permitan el reemplazo de fertilizantes nitrogenados y otros agro-quimicos
(Baez-Rogelio et al., 2017; Bashan 2014, 1998).
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3. MARCO TEORICO.

3.1 Rizobacterias y Bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR
y PGPB).

Algunas bacterias afectan el crecimiento de plantas de forma positiva. Algunas de estas
bacterias se encuentran en la rizosfera (Trivedi et al., 2012; Vanegas y Uribe-vélez 2014),
definida como el area del suelo influenciada por los exudados de la raiz (Molina-Romero et
al., 2015). Las bacterias de la rizésfera pueden ser de tipo simbiotico, mutualista o de vida
libre en funcion de sus capacidades de colonizacion y coexistencia con la planta. Las rizobias
son bacterias que interactGan con las raices de plantas simbidticamente, internalizandose y
formando nodulos en la raiz, mecanismo por el cual son capaces de fijar nitrogeno
atmosférico dejandolo biodisponible a la planta (Serrat 2004). Algunos ejemplos de géneros
bacterianos de vida libre que viven en los alrededores de la raiz y suministran a la planta
compuestos como hormonas de crecimiento, solubilizan los minerales o producen enzimas
liticas son Azotobacter, Clostridium, Herbaspirillum, y Burkholderia (Vanegas y Uribe-vélez
2014). Las cepas bacterianas del género Azospirillum son de vida libre y podrian
internalizarse en las raices de las plantas hasta el cortex (Bashan 1998; Kennedy et al., 2004;
Reddy et al., 2013;).

Los mecanismos de promocion de crecimiento de plantas pueden ser directos e indirectos.
Los mecanismos directos de promocion de crecimiento incluyen la fijacion bioldgica de
nitrogeno (donde la enzima nitrogenasa convierte el N2 en NH's;, aumento de la
disponibilidad de nutrientes (biosolubilizacion de minerales como fosfatos mediante
fosfatasas, fitasas, fisfonatasas) y la produccion de fitohormonas (&cido-indol-acético,
citocinas, giberelinas). Los mecanismos indirectos incluyen la proteccion contra plagas
(mecanismo de biocontrol) mediante la produccion de compuestos volatiles, compuestos
antimicrobianos, produccion de enzimas liticas (quitinasas, proteasas) o sider6foros (Molina-
Romero et al., 2015). Las bacterias pueden utilizar mas de un mecanismo por lo que la
promocion de crecimiento varia entre bacterias del mismo género (Glick, 2015). Las
bacterias también se benefician de los exudados de las plantas para su desarrollo fisiologico

debido a que las plantas excretan sustancias como azucares, compuestos fenolicos, amino
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acidos, acidos organicos, compuestos de bajo peso molecular como los polisacéridos y
proteinas; por otro lado, algunas veces los exudados contienen antibidticos que llegan a

inhibir bacterias, hongos y diversos compuestos bioactivos (Glick, 2015).

3.2 Inoculantes microbianos.

Los inoculantes microbianos son formulaciones que contienen uno 0 mas microorganismos
contenidos en un acarreador cuya funcion del acarreador es el de mantener viables a los
microorganismos desde el sitio donde son producidos hasta el sitio donde son aplicados. Las
aplicaciones son variables en funcién del tipo de microorganismos que contiene el inoculante,
por ejemplo pueden ser promotores del crecimiento de plantas, biorremediadores,
biocontroladores, entre otras funciones ( Brockwell y Bottomley 1995; Rebah et al., 2007;
Reddy et al., 2013;). El desarrollo de tecnologia para la formulacion de inoculantes a base de
rizobios que promueven el crecimiento en plantas y su uso en la agricultura data desde hace
un siglo. El empleo de inoculantes con bacterias no simbidticas asociadas a la rizosfera como
aquellos que llevan cepas del género Azotobacter fueron usados en gran escala entre los afios
de 1930 a 1940. Para 1970 se iniciaron estudios de la inoculacion con Azospirillum y los
agentes de biocontrol como Pseudomonas fluorecens y p. putida. En los Gltimos afios se han
utilizado bacterias de vida libre (Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter, etc.) y otros
simbiontes de plantas (Gluconacetobacter) para la formulacién de inoculantes (Bashan 2014,
1998). La mayoria de los bio-inoculantes usados en 2012 fueron basados en Rhizobium,
constituyendo el 79% de la demanda global, el 15% fue para bio-inoculantes que movilizan
fosfato y un 7% para productos de micorriza (Owen et al., 2014). Aunque la inoculacion de
plantas con bacterias benéficas ha sido practicada desde hace méas de 100 afios en el mundo
(Bashan 1998), y més de cuatro décadas en México (Armenta-Bojorquez et al., 2010), el
desarrollo de tecnologias de produccion, formulacion y almacenamiento que aseguren una
alta viabilidad y efectividad de los inoculantes microbianos sigue siendo una limitante para
su comercializacion (John et al., 2011). Por esta razdn, muchas de las bacterias benéficas
reportadas en la literatura cientifica, nunca llegan a culminar como un producto en el mercado
(Bashan 2014, 1998).
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3.3 Inoculantes de segunda generacion.

Existen en el mercado nacional algunos inoculantes con base en Azospirillum brasilense,
Rhizobium etli., y Glomus intraradices dirigidos a la produccién de granos y leguminosas,
todos ellos formulaciones de una sola especie de microorganismo. Aunque en la literatura se
cita a un gran nimero de bacterias con caracteristicas PGPR / PGPB, no siempre €sos
microorganismos resultan exitosos en cultivos de campo, por tal motivo desde hace algunos
afnos se han estado estudiando formulaciones que comprenden consorcios microbianos. Los
inoculantes de segunda generacion son formulaciones que contienen en su composicion mas
de una bacteria del mismo o diferente género (Baez-Rogelio et al., 2017; Vivanco-Calixto et
al., 2016). Este tipo de formulaciones promete ser beneficiosa para diferentes cultivos
agricolas ya que al inocular semillas con diferentes cepas bacterianas existe mayor
sinergismo por lo que se incrementa la promocion de crecimiento y se reduce la incidencia
de enfermedades en cultivos (Molina-Romero, et al., 2017). Las interacciones sinéergicas de
los microorganismos aumentan la disponibilidad de nutrientes minerales, eliminan
compuestos inhibitorios que pudieran estar afectando el desarrollo de la planta, y estimulan
mayores actividades fisicas o bioquimicas que potencien aspectos fisiologicos. Algunos
ejemplos de consorcios microbianos evaluados son la co-inoculacién de mani con
Azospirillum Az39 y Bradyrhizobium 15A, en donde se vio incrementada la nodulacion y
productividad (Vicario et al., 2015), la co-inoculacion de Azospirillum Cd y Burkholderia
unamae MTI 641" en maiz, en donde se increment6 la actividad fotosintética indicando un
efecto positivo en el proceso de fotosintesis debido a la interaccion planta-bacteria (Gordillo-
Delgado, Marin, y Calderén 2016) y recientemente Molina-Romero et al., (2017) evaluaron
cuatro cepas (Azospirillum brasilense Sp7, Sphingomonas sp OF178, Pseudomonas putida
KT2440 y Acinetobacter sp EMMO02) en plantas de maiz en donde se vio incrementado el

peso seco del tallo y raiz, la altura y didmetro de la planta.

3.4 Inoculante multi-especies EMMIM-1.

En el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana se han desarrollado formulaciones de
inoculantes de segunda generacion, entre los que destaca el EMMIM-1, cuya estimulacion

en el crecimiento y produccion de maiz resulta superior a la inoculacién con una sola especie



16

(Morales-Garcia et al., 2012). La superioridad del desempefio del multi-inoculante fue
demostrada tanto en condiciones de invernadero como de campo. Los géneros bacterianos

que comprende este inoculante polimicrobiano se describen a continuacion:

3.4.1 Azospirillum brasilense.

Azospirillum brasilense es una bacteria diazotrofica, Gram negativa de vida libre,
microaerdbica, pertenece al grupo oa-proteobacteria, aislada de cultivos de maiz por
Dobereiner. Es una de las bacterias mas estudiadas entre las denominadas PGPB (Bashan
1998; Bashan y Holguin 1998). Se le ha atribuido la capacidad de promocion de crecimiento
en plantas y el incremento de resistencia a factores bidticos y abidticos mediante la
produccion de fitohormonas, asi como la induccion a la resistencia sistémica de la planta
(Casséan 2016; Creus y Issues 2015; Fukami et al., 2016; Glick, et al., 1999; Reis et al., 2015).
De acuerdo a Cassan (2016), su capacidad de promocion de crecimiento en plantas se debe
primordialmente a la produccién de auxinas como el acido-indol-acético (AlA), seguido de
la produccidn de 6xido nitrico (NO), citoquininas, giberelinas, produccién de etileno, acido

abscisico (ABA) y poliaminas (espermidina, espermina, diamina, cadaverina).

3.4.2 Pseudomonas putida.

El género Pseudomonas pertenece a la clase gama proteobacteria. Son bacterias aerdbicas,
moviles, Gram negativas, quimiorganotrofas. Las bacterias de este género tienen la capacidad
de crecer en presencia de compuestos aromaticos (Garcia-Valdés y Lalucat 2016). Son
bacterias ubicuas ya que se han aislado de diferentes ambientes como suelos, agua, animales,
plantas y muestras clinicas. Estas bacterias son importantes en la agricultura debido a que
controlan fitopatogenos, potencian el desarrollo de plantas y son importantes para
biorremediacion porque degradan compuestos xenobidticos, siendo la bacteria mas estudiada
Pseudomonas putida (Belda et al., 2016; Molina-Romero et al., 2017; Nelson et al., 2002;).
Pseudomonas produce antibidticos, y aunque para la mayoria de ellos se desconocen los
mecanismos de accion, el antibiotico mas estudiado es el DAPG (2-4 diacetilfloroglucinol)

que inhibe el crecimiento de hongos (Someya et al., 2013).
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3.4.3 Sphingomonas sp.

Las bacterias pertenecientes a este grupo son bacilos Gram negativos no esporulados, forman
colonias de pigmento amarillo o blanco marrén de 0.1 -2 um de diametro; son estrictamente
aerobicas con metabolismo quimioheterotréfico. Este grupo fue propuesto por Yabuuchi et
al., (1990). Las bacterias son mdviles; tienen un flagelo polar, subpolar o peritrico, producen
catalasa, pertenecen al grupo a-proteobacteria y también producen carotenoides (Glaeser y
Kampfer 2014; Kim et al., 2014;). Crecen en un intervalo de temperatura entre 15y 28 °C
en un rango de pH que va de 4 a 12, siendo el pH 6ptimo de crecimiento entre 6.5-7.0. Una
caracteristica importante es que contienen esfingolipidos en lugar de lipopolisacaridos en su
pared celular. Se han aislado de veterinarias clinicas, superficies de humidificadores,
contaminantes de laboratorios (Glaeser y Kampfer 2014), se encuentran distribuidas en el

suelo, agua y sedimentos; poseen la capacidad de degradar hidrocarburos poliaromaticos.

3.4.4 Burkholderia unamae.

Las bacterias de este género son bacilos rectos Gram negativos, no fermentativos, catalasa y
oxidasa positivos, son moviles con un flagelo polar o algunas otras con penacho de flagelos,
pertenecientes a la clase pB-proteobacteria. Crecen en temperaturas que van desde los 29 a
37°C y en pH de 4.5 a 6.5. Desde 1992 se han descrito alrededor de 80 a 100 especies
(Estrada-de los Santos et al., 2016; Depoorter et al., 2016). Es una bacteria de alta
importancia biotecnoldgica ya que son Utiles en el desarrollo de plantas (fijacion de
nitrogeno), biorremediacion (degradan compuestos tdéxicos) y biocontrol (sintetizan
compuestos antimicrobianos: pirrolnitrina, xilocandinas, cepalfunginas, fenacinas, derivados
de quinacina entre otros), (Liu y Cheng 2014). Este género esta presente en diversos
ambientes, algunas son consideradas patogenas para plantas y humanos; sin embargo, el
mayor numero de estas bacterias son de importancia agricola, razon por la cual se ha dividido
en patogenas de plantas-animales y en bacterias que son benéficas a plantas y al medio
ambiente, las que recientemente se han agrupado en un nuevo género con el nombre de
Paraburkholderia (Sawana et al., 2014).
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3.4.5 Gluconacetobacter diazotrophicus.

Las bacterias pertenecientes a este género son bacilos Gram negativos, enddfitos,
diazotroficos localizados preferentemente en el xilema de plantas. Son organismos capaces
de crecer en fuentes de carbono como sacarosa, glucosa, fructosa, gluconato, manitol,
sorbitol, o glicerol. No posee la habilidad de utilizar &cidos carboxilicos como succinato,
fumarato o malato (Sarkar et al., 2010). Se aislé por primera vez de tejidos de cafia de azlcar
en 1988, sin embargo se encuentra presente en cultivos de camote, café, pifia, té, platano y
en la chinche harinosa (Mufioz-Rojas, 2005). La importancia biotecnologica de la cepa PAL5
radica en su capacidad de promover el desarrollo de plantas debido a la produccién de acido-
indol-acético, siderdforos, compuestos antimicrobianos; ademas, solubiliza minerales por la
produccion de acido gluconico, fija N2 dentro de la planta, es tolerante a condiciones &cidas
pero incapaz de usar nitrato como Unica fuente de nitrégeno (Boniolo et al., 2009), aunque
posee la habilidad de fijar nitrdgeno en presencia de amonio con altas concentraciones de

azucar (Bertalan et al., 2009).

3.4.6 Bradyrhizobium sp.

Este tipo de rizobacterias son de las mas estudiadas y las mas utilizadas por los agricultores
en cultivos de leguminosas por su habilidad de nodular y fijar N2 con la ayuda de la enzima
nitrogenasa. Son bacterias bacilares, Gram negativas, flageladas y mantienen una relacion
simbiotica con leguminosas ya que la bacteria le proporciona el nitr6geno necesario a la
planta y la planta le otorga acidos organicos que la bacteria utiliza como fuente de carbono
(Menéndez, 2014). Son bacterias especie-especifica, puesto que interactian con un nimero
limitado de plantas y no interactan con otras plantas que no se encuentren en su nicho
ecoldgico (Glick 2015). Producen grandes cantidades de exopolisacaridos que utilizan como
barrera de defensa ya que le permite sobrevivir en condiciones adversas, aunque también le

sirven como fuente de carbono (York, et al., 1997).
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3.5 Estrategia de produccion actual del inoculante EMMIM-1.

En el proceso actual de produccion, cada bacteria crece en un medio selectivo en medio sélido
y posteriormente se re-suspenden en agua para obtener la formulacion liquida. Con esta
estrategia de produccion se han logrado obtener todos los resultados positivos en la
promocidn de crecimiento en plantas. Dado el éxito obtenido, surgio la necesidad de extender
los estudios a mayores extensiones de terreno lo cual ha hecho evidente la necesidad del
escalamiento del proceso de produccion del multi-inoculante. El proceso actual de
produccion del multi-inoculante en medios sélidos en placas es adecuado a escala laboratorio
pero no es practico ni econdmico a escala industrial. La produccion de cultivos sumergidos
en biorreactores en cambio, es una alternativa escalable, reproducible y adecuada para la

propagacién masiva de bacterias.

3.6 Escalamiento de inoculantes de caja Petri a biorreactor.

Un biorreactor es un sistema cerrado que permite controlar condiciones como temperatura,
pH, concentracion de oxigeno disuelto [DO] y velocidad de agitacion, provee un ambiente
estéril bajo condiciones controladas para el biocatalizador (enzimas, microorganismos o
células eucariotas) con el fin de aumentar el rendimiento y productividad (Lidén 2002). El
escalamiento implica el traslado de un bioproceso de una escala a otra. En la literatura se
definen dos tipos de escalamiento, el ascendente (“Scale-up”) y el descendente (“Scale-
down”). El escalamiento ascendente, del cual se basa este trabajo y en particular de cultivos
bacterianos, podria definirse como el procedimiento para disefiar y construir un sistema de
fermentacion de gran escala con base en los resultados de experimentos con equipamiento de
pequefia escala (Palomares y Ramirez, 2000). El escalamiento descendente tiene como
objetivo emular a escala laboratorio las condiciones que un microorganismo enfrentaria en
la escala de produccion para generar datos experimentales bajo condiciones que se asemejan
a las reales pero sin la necesidad de hacer ensayos a escala de produccion, lo cual resultaria

muy costoso (Oosterhuis et al., 1985).

El escalamiento de un proceso de fermentacion no es una tarea sencilla, requiere predecir las

condiciones de operacion en la gran escala que aseguren que el desempefio de los cultivos
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sea similar a los desarrollados a nivel laboratorio o planta piloto. Para ello se requiere un
analisis minucioso de los principales procesos termodinamicos, cinéticos y de transporte,
para evitar futuros problemas, en particular aquellos asociados con las deficiencias del
mezclado imperantes en los fermentadores de gran escala (Nielseny Villadsen 2003). Existen
varios métodos para realizar el escalado de un biorreactor, el mas utilizado en la industria
son las reglas heuristicas o de dedo (Luyben, 1993). En dicha metodologia se trata de
mantener similitud geométrica del biorreactor y las mismas condiciones de proceso en ambas
escalas, pero como ese requerimiento es fisicamente imposible de satisfacer entonces se elige
un parametro operacional como criterio de escalamiento, el cual se mantendra constante en
ambas escalas. Con el cambio de escala, un parametro operacional del biorreactor se puede
mantener constante mientras que los demas cambiaran inevitablemente debido a limitaciones
del mezclado dentro del biorreactor. Tradicionalmente en el escalamiento ascendente se han
considerado la potencia volumétrica, el tiempo de mezclado, la velocidad en la punta del
impulsor y el namero de Reynolds como criterios de escalamiento (Nielsen y Villadsen
2003). Es importante resaltar que las condiciones ambientales en las que crece una bacteria
en placa de Petri son totalmente distintas a las que experimentaria dicha bacteria en un cultivo
en biorreactor. En el caso de inoculantes microbianos la mayoria son desarrollados en el
laboratorio en medios gelificados en cajas de Petri por lo que los criterios antes descritos no
pueden ser aplicados. Sin embargo, el escalamiento no sélo involucra consideraciones
ingenieriles sino también consideraciones econdmicas las que incluyen la formulacion de
nuevos medios de cultivos (Nielsen y Villadsen 2003). En ese sentido, en este trabajo se
exploraron distintos medios de cultivo con el fin de encontrar uno que permitiera la
propagacion de las seis bacterias que constituyen el inoculante con el proposito de abatir los

costos de produccion.

3.7 Co-cultivos como una estrategia para abatir costos de produccion

Generalmente la produccion de formulaciones polimicrobianas consiste en realizar cultivos
puros por separado, recuperar los microorganismos, secar y mezclar para obtener una
formulacion con el nimero de microorganismos viables deseado. El desarrollo de una

fermentacion en co-cultivo que promueva el crecimiento de los microorganismos en las
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proporciones deseadas, podria reducir multiples operaciones y abatir costos de produccion.
Existen varios ejemplos en la literatura que han intentado desarrollar bioprocesos con
mezclas de dos 0 mas microorganismos para la produccién de etanol, proteina unicelular,
probidticos y flavonoides (Fu et al., 2009; Jangra et al., 2016; Jones et al., 2016). Sin
embargo, el desarrollo de fermentaciones en co-cultivo no es una tarea trivial, se requiere
una amplia comprension de las interacciones que suceden entre las cepas durante el periodo
de crecimiento y conocer los cambios poblacionales dentro del biorreactor. En los diversos
tipos de habitat se llevan a cabo diferentes tipos de interacciones que incluyen predacion,
comensalismo, parasitismo, neutralismo, mutualismo, competencia, entre otros. Debido a lo
anterior, algunos sistemas de fermentaciones en co-cultivo fallan en obtener poblaciones
microbianas en las proporciones deseadas porque una de las cepas resulta dominante y crece,

mientras que las otras permanecen en los mismos nimeros iniciales (Barrette et al., 2000)

3.8 Parametros de calidad para la formulacion inoculantes.

La tecnologia de inoculantes que contienen bacterias promotoras del crecimiento vegetal no
ha permeado exitosamente en los mercados de los paises sub-desarrollados debido a la pobre
calidad de las formulaciones (Bashan et al. 2014). La formulacion de inoculantes es la
combinacién de un acarreador con la(s) bacteria(s) de interés para proveer un microambiente
que proteja y de estabilidad al microorganismo, manteniendo la viabilidad celular. Los
parametros de calidad que se evaltan en los inoculantes son el numero de células viables y
la ausencia de microorganismos contaminantes al momento de su aplicacion en el campo.
Para determinar estos parametros se utilizan medios selectivos en donde morfolégica y
visualmente se asegura la presencia del microorganismo de interés (Parnell et al., 2016).
Ademas de los medios selectivos se pueden utilizar herramientas moleculares que permiten
la identificacion de especies microbianas, como lo es la amplificacion de genes especificos
de la bacteria de interés. La técnica mas utilizada es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Tamay de Dios 2013).
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4. ANTECEDENTES.

En el grupo de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbioldgicas de la BUAP se ha desarrollado un inoculante multi-especies denominado
EMMIM-1, con resultados prometedores en cultivos de maiz, papa, frijol y tomate. El
inoculante multi-especies comprende seis especies bacterianas compatibles que a pesar de
producir sustancias inhibitorias contra otras especies (incluyendo patdgenos de plantas) no
se antagonizan entre ellas (Morales-Garcia 2013). Se cuenta con una patente que fue otorgada
en 2016 y que respalda el conocimiento generado con este inoculante multi-especies
Expediente: MX2013007978 Folio: 29637.

Con todos estos avances, la siguiente etapa para lograr la transferencia tecnoldgica es el
desarrollo de tecnologia de proceso para la produccion masiva del inoculante multi-especies.
En ese sentido, contar con un proceso de produccion caracterizado en biorreactor de escala

laboratorio es primordial.
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5. JUSTIFICACION.

Muchos de los productos biotecnolégicos desarrollados en los laboratorios nunca culminan
en un producto aprovechable por la sociedad debido a la falta de tecnologias de produccion
eficientes y efectivas. El desarrollo de un proceso que permita producir a gran escala y bajo
costo el inoculante multi-especies serd fundamental para su futura comercializacion. La
propagacion de bacterias en un ambiente controlado en un biorreactor permite maximizar la
productividad. Sin embargo, el que el multi-inoculante esté constituido por seis especies
bacterianas implica un reto adicional al desarrollo del proceso. La estrategia mas simple de
produccion, desde un punto de vista técnico, sera realizar seis cultivos en biorreactor, uno
para cada especie y al final mezclar las bacterias para generar la formulacion deseada. No
obstante, esta estrategia no seria la mas viable en términos econémicos. Una alternativa es
realizar co-cultivos de especies bacterianas para disminuir costos de produccion, lo cual
implicara otros retos técnicos como el encontrar las condiciones y medios adecuados de
cultivo para el crecimiento de dos o tres especies bacterias en un solo biorreactor. Asi que en
la presente propuesta se propone encontrar las condiciones de cultivo en biorreactor que
maximicen la produccion de cada especie bacteriana. Ademas realizar la caracterizacion
cinética de cada especie para establecer las condiciones que permitan el co-cultivo en

biorreactor.

6. HIPOTESIS.

Las condiciones y medios de cultivo adecuados permitiran la propagacion de dos o tres
géneros bacterianos en co-cultivo en biorreactor haciendo mas eficiente la futura produccion
masiva del inoculante multi-especies EMMIM-1 en comparacion con la propagacion

individual de cada especie.
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7. OBJETIVOS.

7.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar estrategias de co-cultivo y escalamiento para la produccion masiva del inoculante
multi-especies EMMIM-1

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Definir los medios de cultivo que permitan la propagacion masiva de cada una de las
especies bacterianas que constituyen el inoculante EMMIM-1 en cultivos
sumergidos.

2. Establecer/desarrollar el proceso de produccién en biorreactor de cada una de las

especies del multi-inoculante y caracterizar su cinética de crecimiento.

3. Desarrollar los procesos de produccion en co-cultivos en biorreactor y caracterizar la
cinética de crecimiento.
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8. MATERIALES Y METODOS.

8.1 Cepas bacterianas.

Cada cepa microbiana se resguardo en glicerol al 25% a -20°C. Para ello se realizaron cultivos
de cada bacteria en su respectivo medio selectivo, se tomaron 500 pL de medio y 500 pL de

glicerol al 50% previamente esterilizado.

Tabla 1: Cepas microbianas que conforman el inoculante, tiempos de crecimiento y medios
selectivos. (Molares-Garcia, 2013)

Bacteria ;Iee(:?:*l(i)er?t?) Medio selectivo
Pseudomonas putida KT2440 24 h LB* (Cm®?)
Sphingomonas sp. OF178 24h LB 5% (Cm®°, CTX®%)
Bradyrhizobium sp. MS22 24n LB mas Azul de bromotimol (Te*°, AK,*°, Ge'°)
Burkholderia unamae MTI 641" 36 h BAc (Cro®, Caz*")
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL®T 48h LGI (Caz®%)
Azospirillum brasilense Sp7 48 h Rojo Congo (CRO*%)

8.2 Medios de cultivo.

8.2.1 Medios de cultivo selectivos.

Los medios de cultivo selectivos y su composicion por cada litro de medio de cultivo para
cada bacteria son los siguientes: LB* (Peptona 10 g, Extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g),
LB5% (Peptona 0.5 g, Extracto de levadura 0.25 g, NaCl 0.5 g), LB* mas azul de
bromotimol (colorante 75mg), Rojo Congo (Ac. Succinico 5 g, KaHPO4 0.5 g, MgSQO4 0.2
g, NaCl 0.1 g, extracto de levadura 0.5 g, FeClz 0.015 g, KOH 4.8 g, colorante rojo congo 75
mg), LGl (K:HPOs4 0.2g, KH2PO4 0.6 g, MgSO4*7H,O 0.2 g, CaCl,*2H.O 0.2 g,
NaMoO4*2H,0 0.01 g, Extracto de levadura 50 mg, azul de bromotimol 75mg), BAc (Ac.
Succinico 5 g, K2HPO4 0.4 g, KH2PO4 0.4g, MgS0O4 0.2 g, Extracto de levadura 4.25 g, KOH
2.7 g, azul de bromotimol 75 mg). En el caso de los medios selectivos gelificados que se

usaron para el conteo de colonias en cajas de Petri contenian 16 g/L de agar.

8.2.2 Medios de cultivo seleccionados a partir de la literatura.

Se realiz6 una basqueda en la literatura de medios de cultivo que se hayan utilizado en

biorreactores en altas concentraciones a alguno de los géneros bacterianos que conforman el



26

inoculante EMMIM-1. Se eligieron dos medios, LB modificado (g/L): Peptona 10 g,
Extracto de levadura 5 g, NaCl 7.2 g, Sacarosa 20 g (Diaz-saez, Rios, y Alberto-casas 2013),
y un medio que denominamos Medio de Produccion: Extracto de levadura 10 g, Sacarosa
20 g, MgSO4 0.4 g (Ju, Jiang, y Xu 2012; Sun et al., 2015; Mutturi, Sahai y Sharma 2016;
Xu et al., 2015). Al medio de produccidn se le adicioné un sistema buffer para generar dos
pH diferentes, pH 7: KoHPO4 0.43 g y KH2PO4 0.53 g, pH 5.5: K2HPO4 0.846 g y KH2PO4
0.022 g

8.3 Caracterizacidn del crecimiento en cultivos sumergidos.

8.3.1 Caracterizacion en matraces agitados.

Para la caracterizacion de la cinética de crecimiento se monitoreé el crecimiento mediante
diluciones seriadas base 10 para el conteo de colonias en cajas de Petri y mediante mediciones
de absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm. El crecimiento
de cada bacteria en su respectivo medio selectivo (sin agar) se compar6 con el crecimiento
obtenido en los medios LB Modificado y Medio de Produccion. Cada cinética de crecimiento
se evaluo por triplicado.

Preparacion de pre-inéculos: Se tomaron 50 pL provenientes del stock de glicerol de cada

bacteria, se colocaron en una placa Petri con su respectivo medio selectivo, se incubaron a
30 °C a los tiempos estipulados de crecimiento para cada bacteria (24, 36 0 48 h). Una vez
terminados los periodos de incubacién en placa Petri, se tom6 una colonia de la cepa de
interés y se colocd en un matraz de 250 mL con 100 mL del medio de cultivo a evaluar,
esterilizado previamente (121 °C y 15 libras de presién por 15 min). Posteriormente los
matraces se incubaron a 30 °C y 180 rpm, el periodo de incubacion de los pre-indculos fue

de 24, 36 y 48 h, dependiendo del tipo de bacteria que estaba siendo evaluada.

Cinética de crecimiento en matraz: Al terminar el periodo de incubacion de los pre-inéculos,

se realiz6 la medicion de la densidad optica a 600 nm con el espectrofotometro Thermo

Spectronic Genesys 10 uv, con base en ese dato se calcul6 el volumen de in6culo necesario



27

para iniciar los cultivos en matraz a 0.1 ODgoo Nm. En todos los casos se utilizaron matraces
de 250 ml con 100 ml del medio liquido a evaluar. Después de inocular los matraces, se tomo
una muestra para medir la ODgoo Nm al tiempo O; a partir de esa h, cada 2 h se midié la

densidad dptica hasta las 24, 36 0 48 h, dependiendo de la cepa bacteriana.

Conteo UFC/mL.: En los tiempos 0, 6, 12, 16 (6 18), 24, 36 y 48, se realizaron conteos de
UFC/mL. Se realizaron diluciones seriadas de 1024 para t= 0y 6; 101 2° para t= 12; 10"

(126) para t= 16-18; 10?27 al igual que para t=24,36 y 4 y se platearon las tres ultimas
diluciones en cada una de las placas Petri con medio selectivo s6lido con su respectivo
antibiotico, estas diluciones seriadas se realizaron por triplicado y se platearon cada una por

triplicado.

Analisis de datos: Todos los datos se registraron en una hoja Excel y se realizaron las gréaficas

de las curvas de crecimiento. Se determinaron UFC/mL maéximas para realizar la

comparacién de productividades de los medios de cultivo.

8.3.2 Caracterizacidn de las cinéticas de crecimiento en Biorreactores (cultivos
individuales).

En este caso solo se evalud el medio denominado “Medio de produccion”, ya que en este
medio se observo crecimiento microbiano de las seis bacterias y con tiempos de fermentacion

mas cortos.

Se utiliz6 un biorreactor marca Appikon biotechnology de 1 L de volumen nominal operado
con 500 mL de medio. Se calibro el sensor de pH con las soluciones buffer 4 y 7. Después
de preparar el Medio de Produccién al pH requerido para cada bacteria, se esterilizé a 121
°C y 15 Ib de presion por 15 minutos. Una vez terminado el ciclo de esterilizacion, se dejo6
enfriar la jarra del biorreactor para conectarla al flujo de aire que sale del equipo de
biorreactor; se conectaron también los sensores de pH y oxigeno y se dejo con flujo de aire
por 12 horas. Transcurrido el tiempo, se calibro el sensor de oxigeno y se inicié con la

cinética. La metodologia para la preparacion del pre-inoculo, el ajuste de la densidad Optica
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para la inoculacion y conteo de UFC/mL fue similar que en la caracterizacion en matraces.

Los tiempos de toma de muestra fueron los mismos que en matraces.

8.3.3 Caracterizacion Molecular.

En nuestro laboratorio de investigacion previamente se disefiaron oligonucle6tidos
especificos para cinco de las bacterias: Azospirillum brasilense Sp7, Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5"™ Burkholderia unamae MTI 6417, Sphingomonas sp OF178,
Pseudomona putida KT2440 (Vivanco-Calixto, tesis en proceso). En el caso de
Bradyrhizobium sp MS22 no se han disefiado oligonucle6tidos especificos. En el anexo 12.3
se encuentran descritas las secuencias de los oligonucleotidos utilizados en este trabajo. Se
realizaron PCR de colonia para las cinco bacterias, las condiciones fueron las siguientes:
Desnaturalizacion 95°/40 s alineamiento 61°/40 s elongacién 72°/1 min, 30 ciclos, extension
72°/5 min.

8.3.4 Caracterizacion de las cinéticas de crecimiento en Biorreactores co-
cultivos.

Después del analisis de las cinéticas de crecimiento individuales, considerando pH, UFC/mL
méaximas, velocidad de crecimiento especifica y la similitud entre las bacterias se realizaron
las pruebas de co-cultivos. La preparacion del pre-inoculo, ajuste de ODsoonm inicial fue
similar a los experimentos anteriores. Sin embargo, tratandose de co-cultivos, las primeras
estrategias consistieron en inocular a diferente tiempo, inoculando primero la bacteria mas
lenta y después de acuerdo a su velocidad de crecimiento se inoculd la mas rapida. No
obstante, debido a que los resultados no fueron satisfactorios se cambio la estrategia de
inoculacién, co-inoculando al mismo tiempo cada bacteria. La toma de muestra fue similar a
los experimentos en matraces y cultivos individuales en biorreactor, la diferencia fue que al
platear se hizo en dos o tres de los medios selectivos dependiendo si se hicieron co-
inoculaciones de dos o tres bacterias. De esa forma se asegurd que de la misma muestra se
contaran las bacterias de los diferentes géneros. Para la identificacion molecular, se realizé

la misma metodologia que en la caracterizacién individual en biorreactor.
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8.4 Cuantificacion de sacarosa: Hidrdlisis acida-DNS.

Este método se basa en la hidrolisis acida de la sacarosa y la medicion posterior de los
azucares reductores libres por medio de la reduccion del acido dinitrosalicilico (DNS), el cual
forma un compuesto nitro-amidado de color amarillo cuya densidad Optica es proporcional a
la concentracion de azlcares reductores (Miller 1959). Para llevar a cabo este ensayo se
realizd una curva patron con concentraciones de sacarosa. Las concentraciones utilizadas
fueron de 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2, 3, 4, 5y 6 g/L. De cada dilucion se tomaron 500 pL y se
afiadieron 500 pL de HCI al 35%); la mezcla se coloc6 en un bafio maria a 90 °C por 10 min
y se coloco en hielo por 5 min. El siguiente paso fue afiadir una gota de fenolftaleina y se
agregd NaOH al 25% hasta obtener la coloracién rosa que indica un pH alcalino. De este
hidrolizado se tomaron 250 uL a los cuales se le agrego 250 pL de &cido 3-5-dinitrosalicilico,
los tubos se colocaron nuevamente en un bafio maria a 90 °C por 5 min y se enfriaron
colocando los tubos en hielo por 5 min. Para finalizar, a cada tubo se le agregd 2.5 mL de
agua destilada y se midié cada muestra en el espectrofotometro a una longitud de onda de
540 nm. En el anexo 12.7 se muestran las curvas patron realizadas. Para el procesamiento de

las muestras a evaluar se realizo la misma metodologia.

8.5 Andlisis de metabolitos mediante HPLC.

La caracterizacion de metabolitos se realiz6 en un equipo HPLC Perkin Elmer serie 2000,
equipado con una bomba serie 200, detector UV-vis 785 A, sistema de interface Network
Chromatography modelo NC1900. Se utiliz6 una columna Aminex HPX-87H, 300 mm x 7.9
mm para separar los acidos organicos. Las muestras de fermentacion se centrifugaron tres
veces a 13000 rpm/10 min. Posteriormente se inyectaron 20 uL de cada muestra al
cromatografo. El tiempo de procesamiento para cada muestra fue de 30 min. Se utilizo el
estandar de acidos organicos Bio-Rad (catalogo 125-0586) para la cuantificacion. En anexo
12.8 se muestra el cromatograma de la muestra estdndar y los cromatogramas de algunas

muestras de fermentacion.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1 Seleccion de los medios de cultivo para la propagacién masiva de cada
una de las especies bacterianas en cultivos sumergidos.

Para llevar a cabo el escalamiento de la produccion del inoculante multi-especies EMMIM-
1 de placas Petri a biorreactor es necesario definir el o los medios de cultivo que permitan
una propagacion masiva de bacterias en medio liquido. Con el objetivo de abatir costos es
necesario contar con un medio de cultivo que permita el crecimiento de las seis bacterias que
conforman el multi-inoculante y en altos nimeros. Por tal motivo en primer lugar se decidio
realizar una revision bibliogréfica. El criterio utilizado para la seleccion de los posibles
medios de cultivo a utilizar fue que al menos alguno de los géneros bacterianos similares a
los que conforman el inoculante se produjera en biorreactores. Los medios elegidos fueron
LB modificado y el medio que denominamos Medio de Produccién (Diaz-saez, Rios, y
Alberto-casas 2013; Ju, Jiang, y Xu 2012; Sun et al., 2015; Mutturi, Sahai y Sharma 2016;
Xu et al., 2015), los cuales se describen en el apartado de Materiales y Métodos. Es
importante aclarar que el medio de produccién se formul6 con un sistema buffer de fosfatos
con dos composiciones, una que da pH 5.5 para bacterias que prefieren un ambiente acido y
otraa pH 7 para las que crecen a pH neutro. Una vez seleccionados los dos medios de cultivo
se procedio a evaluar el crecimiento microbiano de las seis bacterias en matraces de 250 mL
y se compard con los resultados obtenidos en los medios selectivos que cominmente se usan
en nuestro laboratorio. Desde un inicio se estandarizd que todos los pre-inoculos se
prepararan en el medio de cultivo a evaluar y que tuvieran un tiempo de crecimiento en 24,
36 0 48 h segun la cepa bacteriana. En cada uno de los resultados se nombrara a cada bacteria
por su nombre de cepa: Sp7 para Azospirillum brasilense Sp7, MTI 6417 para Burkholderia
unamae MTI 6417, PAL5" para Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T, KT2440 para
Pseudomonas putida KT2440, OF178 para Sphingomonas sp OF178, MS22 para
Bradyrhizobium sp MS22.
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9.1.1 Caracterizacién de la cinética de crecimiento en matraces.

En primer lugar se caracterizo el crecimiento de KT2440 en los medios liquidos. A partir de
una colonia se inocularon los pre-indculos y se incubaron por 24 h en LB (su medio
selectivo), LB modificado y en el medio de produccion (con pH 7) alcanzando nimeros en
el orden de 10° ufc/mL en el medio de produccion y de 108 ufc/ml en los otros dos medios.
El pH al final de la incubacién de los tres pre-indculos estaba en 9.2. En la figura 1A se
encuentra la medicion de la densidad éptica a 600 nm y en la figura 1B se muestra el logio
de UFC/mL. LB y LB modificado presentan un comportamiento similar en densidades
Opticas (figura 1A), siendo de 5.3 para LB en 18 h y 4.7 para LB modificado en 24 h. Cabe
mencionar que aunque en el medio LB modificado se inicié con un mayor numero de
UFC/mL, a las 18 h (figura 1B) ambos medios estaban en un orden de 10°. Con lo que se
refiere al medio de produccion, la densidad dptica fue menor respecto a los otros medios pero
las UFC/mL llegaron a un orden de 10'° en 16 h. La segunda caracterizacion de crecimiento
en los medios evaluados corresponde a Sphingomonas sp OF178. Las UFC/mL de los pre-
in6culos en LB5% y LB modificado alcanzaron 10°%; y en el medio de produccion en 10%°,
Todos los pre-indculos terminaron con pH alcalinos aunque el pH inicial en todos los medios
fue 7. Como se ve en figura 1C, las mayores densidades épticas se observaron en LB
Modificado (24 h). En LB 5% no se observo aumento en la turbidez mientras que en el medio
de produccion su mayor densidad 6ptica corresponde a 3.39 en 9 h. En contraste, aunque en
el medio LB*5% parecia que no habia crecimiento inferido por la densidad Optica, se observa
que llega a un alto nimero de UFC/mL (2.97x10%%) en 19 h. Estos resultados indican que la
densidad Optica no necesariamente es un indicativo de crecimiento, sobre todo en bacterias
que producen exo-polisacaridos (York, et al., 1997). A pesar de que en los pre-inéculos se
utilizaron las mismas condiciones de crecimiento, el inico medio donde inici6 con un nimero
menor de bacterias fue LB modificado. Esto puede deberse a que todos los cultivos se
inocularon con una densidad optica inicial de 0.1 con un volumen de pre-indculo determinado
a partir de la densidad Optica alcanzada por el pre-cultivo, al tener el LB modificado una
mayor densidad éptica pero el mismo nimero de bacterias, un menor volumen de pre-indculo
explica el menor numero inicial de bacterias. La tercera caracterizacion de crecimiento
corresponde a Bradyrhizobium sp MS22. Las UFC/mL de los pre-indculos se encontraban en

107 para LB y LB modificado, y en 10° para el medio de produccion. El pH inicial de los pre-
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indculos fue de 7 y el final estaba entre 5.8 y 6.8. En la figura 1E se observa el cambio en la
densidad dptica de los tres medios. EI medio selectivo LB* presenta las menores densidades
Opticas, siendo la méxima de 6 en 24 h. Por otra parte, los medios LB modificado y el medio
de produccion tienen las mayores densidades, 13.9 y 12.8 respectivamente. En el caso de
ufc/mL en todos los medios se inicia en un orden de 10° UFC/mL, obteniéndose la mayor
concentracion bacteriana en 24 h. En este analisis se puede notar que desde las 12 h tanto en
LB modificado y en el medio de produccion ya se encuentran en un orden de 108 UFC/mL,
y que hasta las 18 h en el medio selectivo llega a esa concentracién celular. No se utiliza

colorante en el medio LB* para evitar mediciones erroneas de turbidez.
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Figura 1: Evaluacion del crecimiento de las bacterias en los medios de cultivo: medios selectivos,
LB Modificado y Medio de Produccién en matraces agitados. Pseudomonas putida KT2440: (A)
Medicién de la densidad Optica 600 nm, (B) Medicién de UFC/mL, expresada en logio.
Sphingomonas sp OF178: (D) Medicién de la densidad 6ptica 600 nm, (D) Medicién de UFC/mL,
expresada en logio. (Continua en la siguiente pagina)
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Figura 1 (Continuacién): Bradyrhizobium sp MS22: (E) Medicion de la densidad éptica 600 nm,
(F) Medicion de UFC/mL, expresada en logo.

En la figura 2 se encuentran las curvas del crecimiento de las tres bacterias restantes. Por lo
que se refiere a Sp7, los pre-indculos estaban en un orden de 10° ufc/mL en Rojo congo y en
10% ufc/mL en los otros dos medios. En todos los pre-indculos el medio alcanzd un pH final
de 9.7, y en todos los casos el inicial fue 7. En cuanto a la medida de la densidad éptica
(figura 2G) se puede ver un comportamiento diferente en los tres medios evaluados, siendo
la menor la obtenida en su medio selectivo (rojo congo). La figura 1H corresponde a la
medicion de UFC/mL, se puede apreciar que las tres curvas presentaron un crecimiento
similar, esto a pesar de que en el medio selectivo se alcanz6 una menor turbidez. Lo anterior
puede deberse a una mayor produccion de exo-polisacarido, lo cual ya se ha reportado
anteriormente (Valverde et al. 2008). No obstante, en el medio de produccién desde las 12 h
se alcanzaron cuentas bacterianas de 10'° UFC/mL; mientras que en los otros dos medios se
logré después de 30 h. Con lo que se refiere a la caracterizacion de PAL5 en los tres medios,
solamente en uno (LB Modificado) no se observé cambios en la densidad éptica inicial. Es
importante sefialar que se realizaron diversas repeticiones en matraz y se evaluaron pH de
5.5y 7 sin ningtn cambio en la absorbancia del cultivo (Anexo 12.1). Ademas se sembré
esta bacteria estriando en una placa de LB Modificado-agar y no se observaron colonias
(datos no mostrados). Por lo anterior se decidié no monitorear las UFC/mL en este medio.
La falta de crecimiento en este medio puede deberse a la presencia de NaCl (Oliveira et al.,
2016). En cuanto al pH final de los pre-indculos en los otros dos medios, en LGI estaba en
4.5, y en el medio de produccion en 6.7, siendo el inicial de 5.5 en ambos medios. Cabe
sefialar que la morfologia de las bacterias en ambos cultivos resultaron ser las esperadas

(anexo 12.1). Ambos pre-inoculos tenian bacterias en un orden de 10° UFC/mL. Analizando
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la figura 2l se observa que las mayores densidades Opticas se alcanzaron en el medio de
produccion, al igual que el nimero de UFC/mL (figura 2J), alcanzando 10° en 24 h. Sin
embargo, en el medio LGI se alcanzo ese mismo orden de 10° en 48 h. La ultima bacteria
caracterizada corresponde a MT1 641T. Al realizar la evaluacion en los tres medios, en LB
Modificado no se observd un aumento en la densidad dptica al igual que sucedi6 con
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T. Se realizaron pruebas en LB Modificado a pH 5.5
y 7, midiendo densidad oOptica a las 24 y 36 h. La densidad Optica en la hora 24 estaba en 0.1
enpH 7 yenlenpH5.5 para la hora 36. Cuando se midio la densidad Optica a la hora 36, a
pH de 7 resultd igual que laiinicial yen pH de 5.5 era de 0.8 (anexo 12.1). Estos datos sugieren
que a pH de 7 podria haber inhibicion del crecimiento de Burkholderia unamae MTI1 6417,
Se debe aclarar que las pruebas a pH de 5.5 en LB Modificado se realizaron tiempo después
de obtener los datos del grafico de la figura 2 (K y L), por lo que pensando que no habia
crecimiento en LB Modificado no se realiz6 el monitoreo de UFC/mL. En cuanto al pH final
de los pre-indculos en medio BAc y medio de produccion, se encontraron en 9.27, y el
nimero de bacterias se encontraba en 107 para BAc y en 108 para el medio de produccion. En
la figura 2K ambos medios presentan un comportamiento similar en densidades opticas en
las primeras 18 h. Sin embargo, a las 36 h el medio de produccion tiene una mayor densidad

Optica que no se vio reflejada en un mayor nimero de UFC/mL (grafica L).
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Figura 2: Evaluacién del crecimiento de las bacterias en los medios de cultivo: medios selectivos, LB
Modificado y Medio de Produccién en matraces agitados. Azospirillum brasilense Sp7: (G) Medicion de la
densidad ptica 600 nm, (H) Medicién de UFC/mL, expresada en logio. (Continua en siguiente pagina)
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Figura 2 (Continuacion): Evaluacién del crecimiento de las bacterias en los medios de cultivo: medios
selectivos, LB Modificado y Medio de Produccién en matraces agitados. Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS5T: (1) Medicion de la densidad 6ptica 600 nm, (J) Medicion de UFC/mL, expresada en logio. Burkholderia
unamae MTI1 641T: (K) Medicion de la densidad dptica 600 nm, (L) Medicién de UFC/mL, expresada en logo.

En general, las curvas de crecimiento en los medios selectivos liquido muestran que los
tiempos en los que se alcanza la fase estacionaria son mas cortos que aquellos reportados en
medios selectivos con agar (24, 36 y 48 h). Posiblemente una mayor disponibilidad de
oxigeno u otro nutriente debido al mezclado promovido por la agitacion hizo la diferencia.

La productividad de los medios se determind la siguiente ecuacion 1:

UFC UFC UFC
log10 nimero maximo de—— — log10 numero inicialde— 10g10 (——
Productividad = ";; — mL _ - mlL

Donde
t2 corresponde al tiempo en el cual se alcanzan los nimeros maximos de ufc/mL y
t1 es el tiempo inicial.

Ecuacion 1
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Las productividades de los medios evaluados se resume en la tabla 2, como se menciond
anteriormente ni Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5" ni Burkholderia unamae MTI

6417 crecieron en el medio LB Modificado.

Tabla 2: Productividades de los medios evaluados.

PRODUCTIVIDAD
Bacteria Medio log,o(UFC/mL)/h At (h)
KT2440 LB 0.17+0.02 18
LB Modificado 0.13+£0.004 18
Medio produccién 0.28 £0.01 9
OF178 LB5% 0.12 £0.005 18
LB Modificado 0.25+0.04 12
Medio producciéon 0.18 +0.03 9
MS22 LB 0.13+0.04 18
LB Modificado 0.14+0.01 12
Medio producciéon 0.13 +£0.004 12
Sp7 Rojo Congo 0.14+0.04 18
LB Modificado 0.14+0.01 24
Medio produccién  0.22+0.01 12
PAL”" LGl 0.096 +0.02 24
Medio produccién  0.093 £0.01 24
MTI 641" BAc 0.16+0.04 18
Medio produccién 0.03 £ 0.02 36

Los resultados muestran que en el medio de produccion todas las bacterias evaluadas
crecieron y en altos numeros. Cabe destacar que al realizar formulaciones de inoculantes
liquidos, es importante obtener altos nimeros de poblaciones microbianas viables; ya que
durante el almacenamiento la viabilidad bacteriana comienza a decrecer. Ademas, al inocular
las semillas e introducirlas al suelo existe una competencia con las bacterias nativas del suelo;
por lo que elevados nimeros de bacterias viable garantizan la colonizacién de las raices de
las plantas (Arora 2015).

El objetivo principal en estos primeros experimentos fue el encontrar un medio en el cual
todas las bacterias pudieran crecer y en segundo lugar realizar la produccion masiva de este
inoculante. Por tal motivo, se decidid elegir al medio de produccién para evaluarlo en

biorreactores de escala laboratorio de un litro.
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9.2 Establecer/desarrollar el proceso de produccion en biorreactor y
caracterizacion de la cinética de crecimiento de cada especie.

La caracterizacion de la cinética de crecimiento en biorreactor escala laboratorio de 1 L se
realizd con el medio de produccion. La preparacion de todos los pre-inoculos y la toma de
muestra fueron similares a la caracterizacion en matraces. Para este objetivo sdlo se hicieron

dos repeticiones de cultivo en biorreactor para cada bacteria.

9.2.1 Caracterizacion del crecimiento de Sphingomonas sp. OF178

La primer bacteria que se caracterizo en biorreactor fue Sphingomonas sp OF178. En la figura
3A se muestran las densidades Opticas y en la figura 3B el numero de bacterias y consumo
de sacarosa. Las réplicas de los cultivos resultaron similares en cuanto al incremento en
densidades Opticas asi como en el nimero de bacterias (UFC/mL); obteniendo en 12 h los
mayores valores para ambas mediciones (6 densidades y 3.58x10° UFC/mL). La
productividad del medio de produccion en biorreactor fue de 0.22 + 0.11 logio (UFC/mL)/h
lo cual resulté mayor a lo que se obtuvo en matraces en dicho medio (0.18 + 0.03 logio
(UFC/mL)/h). La concentracidn inicial de sacarosa en el medio de produccion fue de 20 g/L
y en la figura 3B se encuentra el perfil de consumo de sacarosa, donde se puede ver que el
mayor consumo se da en las primeras 10 h, después ya no se consume y permanece constante
en 5-8 g/L. Se puede observar que la fuente de carbono no es limitante y que la bacteria entra

en la fase estacionaria posiblemente por el agotamiento/acumulacion de otro metabolito.
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Figura 3. Curva de crecimiento de Sphingomonas sp. OF178 en el medio de produccion con
sacarosa como fuente de carbono.

A. Medicién de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.

B. Medicidn de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al tiempo.
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Como implementacién de una medida de calidad y para asegurar que no se presenta ningan
tipo de contaminacion cuando las bacterias se cultivan en biorreactores se utilizé como
estrategia la amplificacion de genes especificos de cada bacteria. Las condiciones de PCR se
encuentran descritas en materiales y métodos y las secuencias de los oligonucle6tidos en el

anexo 12.3.

9.2.1.1 Identificacion molecular y fenotipica de Sphingomonas sp. OF178 en muestras
de fermentacion.

Para identificar las cepas bacterianas en las muestras de fermentacion, sobre todo en los
ensayos en co-cultivo, se realizaron pruebas morfol6gicas en medios selectivos gelificados y
pruebas moleculares. Para ello se amplifico el gen 16S rDNA con oligonucleodtidos
especificos de Sphingomonas. Para el caso de Sphingomonas sp OF178 el tamafio de la banda
amplificada en el carril 2 de la figura 3.1 corresponde al valor esperado de 376 pb de acuerdo
a lo obtenido por Vivanco-Calixto, (Tesis en Proceso). En la figura 3.3 podemos observar la
morfologia caracteristica de Sphingomonas en su medio selectivo LB5% de la muestra
proveniente de biorreactor. Con estas dos pruebas es posible asegurar la ausencia de

contaminacion en biorreactor.

1 2 3 4 5 3
Sp7: 925 pb
KT2440: 643 pb
400 pb PALS: 495 pb
—_— OF178:376 ph
s

Figura 3.1. Amplificacién del gen 16s rDNA de Sphingomonas

sp. OF178 mediante PCR de colonia. Gel de agarosa al 2%; Figura 3.2 Pesos moleculares reportados por
marcador de 100 a 1000 pb. Peso esperado de 376 pb. Carril 1: Vivanco-Calixto (Tesis en Proceso) para
Marcador, Carril 2: PCR de colonia proveniente de biorreactor cada una de las bacterias del inoculante

de OF178, Carril 3: Control positivo proporcionado por Vivanco-
Calixto, Carril 4: Control negativo (E. coli DH5a), Carril 5:
segundo control negativo (palillo).
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Figura. 3.3 Crecimiento de Sphingomonas sp. OF178
proveniente de biorreactor en LB5%.

9.2.2 Caracterizacion del crecimiento de Azospirillum brasilense Sp7.

La segunda bacteria caracterizada corresponde a Azospirillum brasilense Sp7. En la figura
4C se encuentra representada la medida de la densidad dptica que fue de 4 para ambas
repeticiones. En la figura 2D se observa el crecimiento en UFC/mL y el consumo de sacarosa.
Se puede apreciar que después de las 16 h se alcanzan las mayores ufc/mL (2x10°), y desde
ese tiempo hasta la hora 48 el crecimiento no fue significativo. Es importante considerar que
aunque los rendimientos en UFC/mL fueron ligeramente menores comparado con la
caracterizacion en matraz, los tiempos de fermentacion fueron méas cortos, lo que produjo
productividades similares en ambos sistemas (0.126 + 0.01 vs. 0.13 £ 0.1). También fue
observado que en medio liquido, rojo congo o medio de produccidn, solo se requieren 24 h
para producir los maximos numeros de UFC/mL, y no las 48 h establecidas para los medios
gelificados (rojo congo-agar). Con lo que respecta al consumo de sacarosa, la bacteria sélo
consumi6é 5 g/L, lo cual nos sugiere que el crecimiento de la bacteria no se debe

completamente al consumo de sacarosa si no a otro tipo de nutriente presente en el medio.

4 C Azospirillum brasilense Sp7 10 - Azospirillum brasilense Sp7 _30
25
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Figura 4. Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense Sp7 en el medio de produccion con
sacarosa como fuente de carbono.

C. Medicion de la densidad optica 600 nm con respecto al tiempo.

D. Medicion de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al tiempo
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9.2.2.1 Identificacion molecular y fenotipica de Azospirillum brasilense Sp7 en muestras
de fermentacion.

Para la caracterizacién molecular de la bacteria se amplifica el gen lafl de Azospirillum
brasilense Sp7, que codifica para la sintesis de flagelo lateral. El resultado se muestra en la
figura 4.1. El peso esperado es de 925 pb de acuerdo a lo observado en el laboratorio por
Vivanco-Calixto, (Tesis en proceso), correspondiendo a este peso la banda amplificada en el
carril 2, que es la muestra proveniente de biorreactor. Morfolégicamente también se

obtuvieron colonias rojo escarlata, tipicas de A. brasilense Sp7 crecidas en su medio selectivo

rojo congo (figura 4.3).
1 2 3 4 5

sp7: 925 pb
900 pb KT2440: 643 P
> PALS: 495 pb
OF178:376 EI b
MTI 641:191 pb
Figura 4.1 Amplificacion de gen lafl de Azospirillum brasilense Sp7 Figura 4.2 Pesos moleculares reportados
mediante PCR de colonia. Gel de agarosa al 2%; marcador de 100 a por Vivanco-Calixto (Tesis en proceso)
1000 pb. Peso esperado de 925 pb. Carril 1: Marcador, Carril 2: PCR para cada una de las bacterias del
de colonia proveniente de biorreactor de Sp7, Carril 3: Control inoculante

positivo proporcionado por Vivanco-Calixto, Carril 4: Control
negativo (E. coli DH5a), Carril 5: segundo control negativo (palillo).

Figura 4.3 Crecimiento de Azospirillum
brasilense Sp7 proveniente de biorreactor en
rojo congo.

9.2.3 Caracterizacion del crecimiento de Pseudomonas putida KT2440.

La evaluacion de la tercera bacteria corresponde a Pseudomonas putida KT2440. Esta
bacteria crecio totalmente diferente en biorreactor comparado con su crecimiento en matraz.
En la figura 5E se encuentran representadas las graficas de densidad dptica y en la figura 5F

ufc/mL y consumo de sacarosa. De acuerdo a lo observado en la Figura 5E, las primeras 6 h
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es donde se obtuvieron las mayores densidades opticas (6 y 1.5), a partir de ahi se observé
una caida en la densidad Optica siendo de dos unidades para la primer repeticion y una unidad
de absorbancia para la segunda repeticion; decremento que también se puede apreciar en la
figura 5F que corresponde a la medicion de UFC/mL (10° y 10%). La velocidad de agitacion
en el biorreactor alcanz6 sus maximos valores a las 6 h para satisfacer la alta demanda de
oxigeno (debido a la alta actividad metabdlica de la bacteria). Para esta bacteria, en particular
la produccion de espuma en el biorreactor fue excesiva; fue imposible controlar el pH (anexo
12.2) y oxigeno, a la hora 6. La concentracion de oxigeno disuelto [O2] estaba en 0%, pese a
la alta velocidad de agitacion. Podriamos atribuir a esto la caida en el conteo de UFC/mL ya
que en la espuma se pudieron haber quedado la mayoria de las bacterias. Esta situacion se

puede remediar utilizando un antiespumante.

Pseudomonas putida KT2440 ~20
E Pseudomonas putida KT2440 8.5 F

—Log [ufc/mL] 1° Rep
— Log [ufc/mL] 2° Rep L 15
[Sac] g/L

8.0 -

log,, (UFC/mL)
[s5c] glL

OD 600nm

T
[3.]

7.5

- - - - 0 5 10 15 20 25
0 5 10 15 20 25 Tiempo (h)

Tiempo (h)
Figura 5 Curva de crecimiento de Pseudomonas putida KT2440 en el medio de produccién con
Sacarosa como fuente de carbono.
A. Medicion de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.
B. Medicién de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al tiempo.

9.2.3.1 ldentificacibn molecular y fenotipica de Pseudomonas putida KT2440 en
muestras de fermentacion.

Para la identificacion molecular de esta bacteria, se amplifico el gen que codifica a la proteina
Flim que es un componente del interruptor flagelar para la rotacion de flagelo. En la figura
5.1 podemos notar que la banda amplificada en el carril 4 corresponde al peso esperado de
643 pb, los carriles 1 y 2 son los controles negativos. Fenotipicamente también corresponde
a lo esperado de acuerdo a lo reportado en nuestro laboratorio, ya que es una colonia grande,
olor fétido, viscosa, ligeramente de consistencia cremosa y con la formacion de pigmento

amarillo alrededor de la placa, que es caracteristico de esta bacteria (figura 5.2).
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3 1 2 3 4 5

an7- 975 oh Figura 5.1. Amplificacion de gen fliM de

as6 55 Pseudomonas putida KT2440 mediante
KT 44LE 600 pb PCR de colonia. Gel de agarosa al 2%,
PALS:_f“’; marcador de 100 a 1000 pb. Peso esperado
OFL78:37 de 643 pb. Carril 1: control negativo
MTI 641:191 (palillo), Carril 2: Control negativo (E. coli
E— DH5a), Carril 3: Control positivo

proporcionado por Vivanco-Calixto, Carril
4: PCR de colonia proveniente de
biorreactor de KT2440, Carril 5:
Marcador.

Figura. 5.2 Crecimiento de Pseudomonas putida
KT2440 proveniente de biorreactor en LB.

9.2.4 Caracterizacion del crecimiento de Bradyrhizobium sp. MS22,

La siguiente bacteria caracterizada en biorreactor corresponde a Bradyrhizobium sp. MS22.
La figura 6G contiene el grafico de densidades Opticas, y la figura 6H las ufc/mL y consumo
de sacarosa. Se puede apreciar un incremento uniforme en densidades Opticas (Figura 6G)
alcanzandose las mayores densidades después de 15 h. Con lo que respecta al numero de
bacterias (figura 6H), después de 12 h se obtiene la mayor concentracion (5x108 ufc/mL). La
bacteria inicia la fase estacionaria de crecimiento a partir de la hora 12, sin embargo, la
sacarosa se sigue consumiendo hasta la hora 24. EI comportamiento de esta bacteria fue
similar a su evaluacion en matraz y las productividades fueron diferentes (0.21 + 0.02 en

biorreactor vs. 0.13 + 0.004 en matraz en logio (ufc/mL)/h).
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Figura 6. Curva de crecimiento de Bradyrhizobium sp. MS22 en el medio de produccion con sacarosa
como fuente de carbono.

G. Medicion de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.

H. Medicién de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al tiempo.

Bradyrhizobium sp MS22 es la Unica bacteria que no se ha caracterizado molecularmente,
sin embargo, posee una caracteristica fenotipica unica que hace posible su identificacién, ya
que es una colonia blanca, redonda que cambia de coloracion su medio selectivo, de verde a

azul como se muestra en la figura 6.1.

Figura 6.1 Crecimiento de Bradyrhizobium sp. MS22
proveniente de biorreactor en LB + Azul de
bromotimol.

9.2.5 Caracterizacion del crecimiento de Burkholderia unamae MT1-641"7

Cuando se realizo la caracterizacion en matraces (figura 2 Ky L), esta bacteria no presento
un buen crecimiento en ufc/mL con sacarosa como fuente de carbono, s6lo crecio en un orden
de magnitud (de 107 a 108), por lo que en su momento se penso crecer a esta bacteria en el
medio de produccion pero con acido succinico como fuente de carbono, ya que Caballero-
Mellado et al. 2004 habia reportado que Burkholderia unamae MT1641" no consumia
sacarosa pero si acido succinico. Siendo Burkholderia substrato-selectiva se pensé en co-
cultivarla con otra bacteria que consumiera sacarosa para evitar competencia por la misma

fuente de carbono; ya que el objetivo tres de este trabajo se refiere a la evaluacion de las
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posibles co-inoculaciones de dos o tres bacterias para su crecimiento en biorreactor. Por lo
que después de ensayar con succinato como fuente de carbono en el cultivo en biorreactor,
solo se logré hacer una fermentacion con sacarosa en biorreactor. En la figura 71 se
representan densidades dpticas, y en la figura 7J UFC/mL y consumo de sacarosa. Como se
puede observar, en biorreactor se presentdé un comportamiento diferente al de los matraces,
mayor crecimiento y si hay consumo de sacarosa. En el biorreactor se obtienen mas de 15
unidades de densidad Opticas y casi tres 6rdenes de magnitud en el crecimiento, mientras que
en el matraz se obtuvieron 5 densidades Opticas y crecimiento en un orden. Sin embargo
aunque en biorreactor se observd tres veces mas densidad éptica, en crecimiento sélo

aumenté en un orden de magnitud (10° vs 108 UFC/mL).

20+ Burkholderia unamae MTI641" Burkholderia unamae MT1 641"
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Figura 7. Curva de crecimiento de Burkholderia unamae MTI 641" en el Medio de Produccién con
sacarosa como fuente de carbono.

0. Medicion de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.

P. Medicién de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al tiempo.

9.2.5.1 Identificacion molecular y fenotipica de Burkholderia unamae MTI 6417 en
muestras de fermentacion.

En cuanto a la caracterizacién molecular, aunque ya se tienen oligonucledtidos especificos
para esta bacteria, fue dificil amplificar el gen que codifica para la subunidad fenol
hidroxilasa. En un principio se crey6 que los oligonucle6tidos estaban contaminados, pero
después de utilizar otros oligonucledtidos tampoco se observé ninguna banda. Como
estrategia alternativa, se amplificé el gen 16S rDNA, posteriormente se realiz6 una digestion
con laenzima Hhal para ver si el patron de bandeo correspondia a la cepa tipo, obteniéndose
el mismo perfil de restriccién (figura 7.1) (Morales-Garcia et al., 2014). Respecto a la

caracterizacion fenotipica resultd la esperada: colonia amarilla, redonda, cambia de color el
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medio BAc de amarillo a azul, lo cual se debe a la alcalinizacion del medio, ya que el pH

inicial del medio gelificado es de 5.5 (figura 7.2).

1 2 3 4

Figura 7.1. Perfil de bandeo caracteristico de Burkholderia

unamae MTI 641T de la digestion con la enzima Hhal. Gel
de agarosa al 2%; marcador de 100 a 1000 pb. Carril 1:
Marcador, Carril 2: Control positivo (digestion realizada
con cepa tipo), Carril 3: Muestra digerida con la enzima,
proveniente de biorreactor, Carril 4: Control negativo
(Agua)

Figura 7.2 Crecimiento de Burkholderia unamae
MT1 641" proveniente de biorreactor en BAc.

9.2.6 Caracterizacion del crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus PAIST

La ultima bacteria caracterizada en biorreactor corresponde a Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS5T. En lafigura 8Ky L se representa la medicion de absorbancia, el nimero de ufc/mL y consumo
de sacarosa. En la figura 8K se observa el incremento de densidades dpticas, el cual esta casi al doble
del valor (8 en 48 h) obtenido en el ensayo en matraces (4.5 en 48 h), sin embargo las UFC/mL estan
en los mismos 6rdenes en ambos experimentos (3.75x10° en 24 h). Con este resultado en matraz y
biorreactor se puede afirmar que sélo son necesarias 24 h para alcanzar la fase estacionaria de esta
bacteria y no las 48 h previamente establecidas (Boniolo et al. 2009). La productividad en matraz y
biorreactor en el medio de produccién resultaron similares, 0.096 + 0.01 y 0.09 + 0.01 logo
(UFC/mL)/h.
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Figura 8. Curva de crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5' en el medio de
produccién con sacarosa como fuente de carbono.
K. Medicién de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.
L. Medicion de UFC/mL, expresada en logio y consumo de sacarosa con respecto al
tiempo.

9.2.6.1 Identificacion molecular y fenotipica de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5"
en muestras de fermentacion.

Referente a la caracterizacion molecular de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T, se
amplificd el gen que codifica la quinoproteina alcohol deshidrogenasa (adhs-pqq), que es
comun encontrarla en la bacteria debido a la forma en que metaboliza la fuente de carbono,
ya que carece de un transportador de sacarosa (Chavez-Pacheco et al., 2010; Sara-Paez et al.
2015). En la caracterizacion molecular se obtuvo un producto de PCR de 495 pb que
corresponde a lo esperado de acuerdo al control positivo (figura 8.1); asi mismo, el fenotipo
fue el esperado, presentandose primeramente colonias transparentes, que con el paso del
tiempo fueron cambiando ligeramente a color amarillo (figura 8.2). El medio LGl tiene en su
composicion el colorante azul de bromotimol, este colorante deja un tono amarillo al preparar
el medio, no obstante, debido a las complicaciones que se tuvieron en un inicio en diferenciar
la morfologia de la bacteria, se sugirié adicionarle al medio LGI el colorante verde de
bromocresol para que al momento de preparar el medio diera una tonalidad verde, por lo
tanto la bacteria crece hay un cambio de coloracion de verde a amarillo, este cambio en la

coloracion indica que la bacteria acidifica el medio por las excreciones de metabolitos o



47

acidos organicos. También se observa que conforme pasa el tiempo, la bacteria va

absorbiendo el colorante del medio.

500 pb
—

MTl 641:191

507 925 pb

KT2440: 64§ pb

PA15: 495 pb

OF178: 37€pb

Figura 8.1. Amplificacién del gen que codifica para alcohol deshidrogenasa (ADHs-

quinona) de Gluconacetobacter diazotrophicus PA1"" mediante PCR de colonia. Gel
de agarosa al 2%; marcador de 100 a 1000 pb. Peso esperado de 495 pb. Carril 1:
Marcador, Carril 2: PCR de colonia proveniente de biorreactor de PAL5T, Carril
3: Control positivo proporcionado por Vivanco-Calixto, Carril 4: Control negativo (E.

coli DH50), Carril 5: segundo control negativo (palillo).

® "

Figura 8.2 Crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T

proveniente de biorreactor en LGI.

Las productividades obtenidas en la caracterizacion del crecimiento en biorreactor para las

seis bacterias se presentan en la tabla 3:

Tabla 3. Productividades obtenidas en cultivos
individuales en biorreactor con el Medio de

Produccion.
PRODUCTIVIDAD
BACTERIA logyo (UFC/mL)/h A t(h)
PAIS' 0.09 +0.01 24
KT2440 0.154 + 0.038 6
Sp7 0.1 £0.04 24
OF178 0.22+0.11 12
MS22 0.21+0.02 12
MTI 0.279+0.1 12
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9.3 Evaluacién de acido succinico como fuente de carbono alternativa para
co-inoculaciones.

Con la intencion de utilizar una fuente de carbono alterna a la sacarosa que evite la
competencia por un mismo sustrato en los co-cultivos en el medio denominado Medio de
produccion, se decidié evaluar &cido succinico como fuente de carbono en el medio de
produccidn ya que se ha reportado que Azospirillum brasilense (Reis-Massena 2015; Goebelt
y Krieg 1984) y Burkholderia unamae (Caballero-Mellado et al., 2004; Perin et al. 2006), asi
como Pseudomonas putida (Nikel et al., 2015) crecen bien en acidos organicos. Ademas, el
acido succinico es parte de la composicion de los medios selectivos BAc (para Burkholderia
unamae) y rojo congo (para Azospirillum brasilense Sp7). A continuacion se presentan los
resultados de tres repeticiones en matraces para las tres bacterias, dos en biorreactor para B.
unamae MTI1 6417 y P. Putida KT2440, y una para A. brasilense Sp7.

9.3.1 Caracterizacion de Burkholderia unamae MT1 641 Pseudomonas putida KT2440
y Azospirillum brasilense Sp7 en matraces con &cido succinico.

En la figura 9 se muestran las graficas de la densidad 6ptica y UFC/mL de las tres bacterias
evaluadas en matraz con &cido succinico como fuente de carbono en el medio de produccion.
El cultivo de Burkholderia unamae MTI641T, presentd un aumento continuo tanto en
densidades opticas (figura 9A) como en UFC/mL (figura 9B), obteniéndose en 12 h los
nimeros maximos de UFC/mL (1.21x10°%) y en 16 horas las densidades dpticas mas altas. Al
comparar el crecimiento de B. unamae MTI641" con &cido succinico y sacarosa en matraz,
se obtiene una mayor productividad en 4cido succinico 0.15 £ 0.01 logio (UFC/mL)/h que en
sacarosa 0.03 £ 0.02 logio (UFC/mL)/h. En la figura 9C-D se muestra la densidad éptica y
ufc/mL de Azospirillum brasilense Sp7 con &cido succinico. La fase estacionaria se alcanza
a las 24 h (figura 9D) y aunque el valor de densidad dptica se duplicé en el periodo de las 24
a las 48 h, la cantidad de bacterias no aumenté significativamente. La productividad del
cultivo en matraz en succinico a las 19 h fue de 0.12 + 0.05 logio (UFC/mL)/h mientras que
en sacarosa fue de 0.22 + 0.01 logio (UFC/mL)/h. En la cinética de crecimiento de
Pseudomonas putida KT2440 con &cido succinico en matraz (Figura 9F) se requirieron 19 h

para alcanzar la fase estacionaria mientras que con sacarosa (medio de produccion, Figura
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1B) s6lo se requirieron 10 h. Las productividades a dichos tiempos de cultivo fueron 0.112
+ 0.05 logio (UFC/mL)/h y 0.28 £ 0.01 logio (UFC/mL)/h, respectivamente. En este caso el
cultivo de P. putida KT2440 fue mas productivo en sacarosa. Estos resultados en matraz nos
dieron certeza para ahora explorar el crecimiento de estas tres bacterias con acido succinico

como fuente de carbono en cultivos en biorreactor.

9.5

Burkholderia unamae MTI 641" Burkholderia unamae MT! 641"
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Figura 9. Curvas de crecimiento de la caracterizacion en matraz en el medic? d(e)produccién con acido succinico
como fuente de carbono. Burkholderia unamae (A) Medicion de la densidad dptica 600 nm (B) Medicion de
UFC/mL, expresada en logio. Azospirillum brasilense (C) Medicién de la densidad 6ptica 600 nm, (D) Medicién
de UFC/mL, expresada en logio. Pseudomonas putida (E) Medicion de la densidad dptica 600 nm. (F) Medicion

de UFC/mL, expresada en logio.

Tabla 4. Productividades obtenidas en cultivos en
matraces en el medio de produccién con a. succinico

PRODUCTIVIDAD
BACTERIA log,, (UFC/mL)/h A t(h)
KT2440 0.112 +0.01 19
Sp7 0.12 +0.05 19

MTI-641 0.15 +0.01 12
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9.3.2 Caracterizacion de Burkholderia unamae MT1641T, Pseudomonas putida KT2440
y Azospirillum brasilense Sp7 en biorreactor con &cido succinico.

La figura 10 muestra la caracterizacion de las tres bacterias en biorreactor crecidas en el
medio de produccion con acido succinico como fuente de carbono. Burkholderia unamae
MT16417 alcanzé la fase estacionaria después de 12 h, tanto la densidad Optica como las
ufc/mL no cambian después de ese tiempo (Figura 10G y H). La productividad méaxima con
succinico (0.307 £ 0.005 logio (UFC/mL)/h) en biorreactor fue ligeramente mayor que la
obtenida con sacarosa 0.279 0.1 logio (UFC/mL)/h (Figura 7J). En la caracterizacion del
crecimiento de Pseudomonas putida KT2440 en biorreactor con succinico se observo un
comportamiento similar que con sacarosa, a las 6 h hay un incremento en la densidad dptica
y luego cae substancialmente. Los problemas de produccién de espuma por la alta velocidad
de agitacion y salida de medio de cultivo a traves del venteo del reactor fueron similares a
los descritos para sacarosa (Figura 5E y F). La maxima productividad con succinico en
biorreactor a la hora 6 fue de 0.266 + 0.075 logio (UFC/mL)/h y para sacarosa en biorreactor
de 0.154 + 0.038 logio (UFC/mL)/h. Estos resultados nos sugerian que podiamos usar
succinico como fuente de carbono para P. putida KT2440 para la produccion de co-cultivos.
Respecto a Azospirillum brasilense Sp7, en la figura 10K se muestran las densidades Opticas
y en la figura 10L las UFC/mL. La mayor densidad éptica fue de 5.4 en 12 h, después se
mantuvo constante el resto del cultivo; no obstante el nimero de bacterias disminuye después
de ese tiempo, lo cual fue inesperado. En los experimentos desarrollados por Morales-Garcia,
2013, no se detectd a Azospirillum brasilense Sp 7 a los 10 dpi a partir de muestras de
rizésfera de maices inoculados con la mezcla de bacterias, pero si a los 20 dpi, por lo cual se

propuso que la falla en detectarlo se debi6 a la complejidad de la muestra.
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Figura 10. Curvas de crecimiento en biorreactor con el medio de produccién con A. succinico como fuente
de carbono. Burkholderia unamae: (G) Medicion de la densidad 6ptica 600 nm y (H) Medicion de
UFC/mL, expresada en logio. (Continua siguiente pagina).
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Medicion de UFC/mL, expresada en logio. Azospirillum brasilense: (K) Medicion de la densidad dptica
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Tabla 5. Productividades obtenidas en cultivos en
biorreactor con el medio de produccién con a. succinico

PRODUCTIVIDAD
BACTERIA log,, (UFC/mL)/h A t(h)
KT2440 0.266 + 0.075 6
Sp7 0.133 +0.036 12
MTI-641  0.307 +0.005 12

9.4 Co-cultivos en biorreactor utilizando dos fuentes de carbono para
disminuir la competencia por un mismo sustrato.

Después de crecer B. unamae MTI 6417, A. brasilense Sp7 y P. putida KT2440 con &cido
succinico como fuente de carbono en cultivos sumergidos en matraces y en biorreactor, se
realizaron co-cultivos en biorreactor utilizando dos fuentes de carbono, sacarosa y acido

succinico. Considerando la similitud en cuanto al pH, tiempo de fermentacion y preferencia
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por la fuente de carbono, se propusieron los siguientes co-cultivos de dos bacterias.
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5™ y Burkholderia unamae MT16417 por su similitud
en el pH de crecimiento (5.5). Pseudomonas putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178
fueron crecidas en co-inoculacion por su similitud en el tiempo de fermentacion (24 h).
Azospirillum brasilense Sp7 con Bradyrhizobium sp. MS22, aunque no tienen un tiempo de
fermentacion similar, si crecian al mismo pH y A. brasilense Sp7 podia crecer con acido
succinico como fuente de carbono. Para la estrategia de co-cultivo se decidié inocular
primero a la bacteria mas lenta y un par de horas después a la més rapida, los tiempos de
inoculacién se describiran a detalle en cada apartado de las caracterizaciones en co-cultivo.
Al igual que en la caracterizacion individual, se realiz6 la identificacion molecular y

morfoldgica de cada bacteria para poderlas contar.

9.4.1 Caracterizacion de Azospirillum brasilense Sp7 y Bradyrhizobium sp. MS22 en
biorreactor con succinico y sacarosa.

La figura 11 muestra el crecimiento de la inoculacion de las dos bacterias. La estrategia fue
inocular primero a Bradyrhizobium sp. MS22 y en la hora 3 A. brasilense Sp7. Cuando se
inoculd A. brasilense Sp7, se afiadieron 5 g/L de acido succinico. El equipo control6 el pH
en 7 utilizando H.SO4 1M y NaOH 2M, En la figura 11A, se observa el incremento ordenado
de las densidades 6pticas respecto al tiempo, lo cual nos hacia suponer que se obtendria una
alta productividad en UFC/mL. La figura 11B muestra el crecimiento de las bacterias
expresado en logio de UFC/mL; la linea negra corresponde a Bradyrhizobium sp. MS22 y la
roja a Azospirillum brasilense Sp7. En las primeras 12 h se observa el crecimiento de tres
6rdenes de magnitud de Bradyrhizobium sp. MS22 (10° a 10°). Después de 9 h de haber co-
inoculado a Azospirillum brasilense Sp7se observé un incremento de un orden de magnitud
(10° a 10") en el nimero de bacterias. Después de ese momento (12 h) los nimeros de
Azospirillum brasilense Sp7 parecen caer. A las mismas 12 h, Bradyrhizobium sp. MS22
entra en la fase estacionaria y coincide con el agotamiento de sacarosa en el medio de cultivo.
Desafortunadamente no pudimos cuantificar el acido succinico para saber si A. brasilense

Sp7 no crecio después de esa hora por un posible efecto inhibitorio por los metabolitos de
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Bradyrhizobium sp. MS22, por el agotamiento de nutrientes o simplemente por la formacion
de agregados celulares de Azospirillum brasilense Sp7, lo cual impidio realizar el conteo
correcto de UFC/mL. Para el conteo de bacterias en cada tiempo de muestreo se identifico
cada microorganismo por morfologia (figura 11.2) y se corrobordé con la identificacion
molecular la presencia de Azospirillum brasilense Sp7 (figura 11.1). Para Bradyrhizobium
sp. MS22 no se hizo prueba molecular porque su genoma no estd secuenciado. Para
corroborar el posible efecto inhibitorio de Bradyrhizobium sp. MS22 sobre Azospirillum
brasilense Sp7, se realizaron experimentos en matraces en tres condiciones. Condicion 1: se
inocul6 Sp7 desde el inicio y a las 6 h a MS22 con sacarosa como fuente de carbono. Sp7
crecio bien hasta la hora 24 y entré en fase estacionaria con una productividad de 0.136 logio
(UFC/mL)/h. MS22 no creci6 de las 6 a las 24 h, una vez que Sp7 entré en fase estacionaria
(24 h), los nimeros de MS22 aumentaron en dos 6rdenes de magnitud. Condicion 2: se
inocularon ambas bacterias desde inicio con las dos fuentes de carbono (sacarosa y succinico)
a pH 7. Ambas bacterias crecen bien, MS22 entra en fase estacionaria a las 16 h con una
productividad de 0.070 logio (UFC/mL)/h y Sp7 entra en fase estacionaria a las 24 h con una
productividad de 0.161 logio (UFC/mL)/h. Condicion 3: se inocularon ambas bacterias desde
inicio con sacarosa como fuentes de carbono a pH 7. Ambas bacterias crecen bien, MS22
entra en fase estacionaria a la hora 18, al igual que en la condicién 2, con una productividad
de 0.078 logio (UFC/mL)/h y Sp7 entra en fase estacionaria a las 24 h con una productividad
de 0.118 logio (UFC/mL)/h. Estos resultados sugieren que usando sacarosa e inoculando
desde el principio ambas bacterias se obtienen nimeros adecuados de bacterias y se mitigan

los posibles efectos inhibitorios (anexo 12. 4y 12.6)
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Figura 11 Curva de crecimiento de la co-inoculacion de Bradyrhizobium sp. MS22& Azospirillum brasilense Sp7
en Medio de Produccién con sacarosa y acido succinico como fuente de carbono.

A.  Medicion de la densidad éptica 600 nm con respecto al tiempo.

B.  Medicion de UFC/mL, expresada en logio y concentracion de sacarosa con respecto al tiempo.



54

MS22 Sp7

Figura 11.2 Crecimiento de Bradyrhizobium sp.
MS22 y Azospirillum brasilense Sp7 proveniente
de la co-inoculacion en biorreactor.

Figura 11.1 Amplificacion de gen lafl de Azospirillum brasilense
Sp7 mediante PCR de colonia proveniente de la co-inoculacion en
biorreactor. Gel de agarosa al 2%; marcador de 100 a 1000 pb. Peso
esperado de 925 pb. Carril 1: control negativo (palillo), Carril 2:
Control negativo (E. coli DH5a), Carril 3: Control positivo
proporcionado por Vivanco-Calixto, Carril 4: PCR de colonia
proveniente de la co-inoculacién en biorreactor de Sp7, Carril 5:
Marcador

9.4. 2 Caracterizacion de Sphingomonas sp. OF178 y Pseudomonas putida KT2440 en
biorreactor con succinico y sacarosa.

La figura 12 nos muestra las graficas de la co-inoculacion de Sphingomonas sp. OF178 y
Pseudomonas putida KT2440. La primera bacteria inoculada fue OF178 con sacarosa como
fuente de carbono; a las 6 h se co-inocula a KT2440 y se agregan 5g/L de &cido succinico.
El biorreactor controld el pH en 7. Al co-inocular se observé el aumento de una densidad
Optica (figura 12C). De las 12 a las 16 h hay una caida de siete densidades, este
comportamiento es el observado en las primeras seis horas de la caracterizacion individual
de KT2440 La figura 12D muestra el logio de ufc/mL. La linea negra corresponde a OF178
y laroja a KT2440. En las primeras 6 h OF178 incrementa un orden de magnitud (108 a 10°);
no obstante, al co-inocular a KT2440, se observa una caida en las UFC/mL de Sphingomonas
sp. OF178. Conforme P. putida kt2440 crece, los niUmeros de Sphingomonas sp. OF178 caen.
Esto puede indicar dos situaciones; un fendmeno de inhibicion causado por Pseudomonas
putida KT2440, o la adaptacion de Sphingomonas sp. OF178 a la presencia de acido
succinico, ya que el pH disminuye de 7.09 a 6.3 unidades por la adicion del &cido succinico
y el biorreactor lo regresa a 7 después de 5 min. No obstante, pareciera que después de las

12 h vuelve a crecer. EI mayor consumo de sacarosa se da en las primeras ocho horas,
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manteniéndose de las 8 a las 24 h en 10 g/L. En la identificacion molecular (figura 12.1) solo
se pudo amplificar el fragmento que identifica a Pseudomonas putida KT2440, sin embargo

por morfologia si se logrd identificar ambas bacterias (figura 12.2).

Con el fin de descartar la toxicidad del &cido succinico, se realizd un ensayo en matraces
inoculando Sphingomonas con dicho acido como fuente de carbono y el pH se ajusto en 7
antes de inocular. La bacteria creci6 dos érdenes de magnitud en 24 h, lo que indica que el
succinico no es toxico para Sphingomonas. Otro experimento en matraz se realizd co-
inoculando ambas bacterias desde el inicio con las dos fuentes de carbono, experimento en
el cual se observo incremento en el numero de bacterias con productividades de 0.104 logio
(ufc/mL)/h para Sphingomonas a la 12 h y de 0.178 logio (ufc/mL)/h para Pseudomonas a las
6 h. Resultados similares se obtuvieron cuando se co-inoculan ambas bacterias desde el inicio
con sacarosa como fuente de carbono a pH 7; con productividades de 0.103 logio (ufc/mL)/h
para Sphingomonas a las 12 h y de 0.219 logio (ufc/mL)/h para Pseudomonas a las 6 h.
Finalmente se evalu6 otra condicion con sacarosa como fuente de carbono, inoculando desde
el inicio a Sphingomonas y 6 h después Pseudomonas. Sphingomonas crecié bien con una
productividad de 0.114 logio (ufc/mL)/h, mientras que Pseudomonas permanecio sin
crecimiento (en fase “lag”) por 10 h y una vez que Sphingomonas entré en fase estacionaria,
Pseudomonas comenzdé a crecer con una productividad de 0.058 logio (ufc/mL)/h. Con estos
resultados sugerimos que la mejor condicién es inocular ambas bacterias desde el inicio

utilizando sacarosa como fuente de carbono (anexo 12.5y 12.6)
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Figura 12 Curva de crecimiento de la co-inoculacion de Sphingomonas sp. OF178 & Pseudomonas
putida KT2440 en Medio de Produccidn con sacarosa y acido succinico como fuente de carbono.

C. Medicion de la densidad 6ptica 600 nm con respecto al tiempo.

D. Medicién de UFC/mL, expresada en logio y concentracion de sacarosa con respecto al tiempo.
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Figura 12.1. Amplificacion del gen fliM de
Pseudomonas putida KT2440 y 16S de OF178 mediante
PCR de colonia proveniente de biorreactor. Gel de
agarosa al 2%; marcador de 100 a 1000 pb. Peso
esperado de 643 pb. Carril 1: Marcador, Carril 2: PCR
de colonia proveniente de biorreactor de OF178, Carril
3: PCR de colonia proveniente de biorreactor de
KT2440, Carril 4: Control positivo proporcionado por
Vivanco-Calixto, Carril 5: Control negativo KT2440 (E.
coli DH5a). Carril 6: Control negativo OF178 (E. coli
DH5a)

600 pb

Figura. 12.2 Crecimiento de Sphingomonas
sp. OF178 & Pseudomonas putida KT2440
proveniente de la co-inoculacion en
biorreactor.

OF178 KT2440

9.4.3 Caracterizacion de Gluconacetobacter diazotrophicus PA15" y Burkholderia
unamae MT16417

La caracterizacion de co-cultivos utilizando estas dos Gltimas bacterias nos dieron resultados
satisfactorios. La figura 13E muestra el comportamiento en densidades Opticas y la figura
13F, el comportamiento del logio de UFC/mL. La estrategia de inoculacion fue inocular
primero a G. diazotrophicus PAL5" y a las 8 h a Burkholderia unamae MTI1641" con la
adicion de 5 g/L de acido succinico y control de pH de 5.5 con NaOH 0.1 My H2S04 0.1 M.
La mayor densidad Optica fue de 14 en 48 h. Ambas bacterias presentan un incremento en
namero de tres drdenes de magnitud sin ningln efecto inhibitorio apreciable después de co-
inocularlas. En este caso, se requieren 24 h para obtener los mayores nimeros de bacterias,
ambas Ilegan en un orden de 10° UFC/mL. Después de 30 h se deja de consumir sacarosa y
su concentracion permanecié constante. Sélo se realiza la identificaciobn morfoldgica para

cada bacteria (figura 13.1)
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Figura 13 Curva de crecimiento de la co-inoculacion de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5' &

Burkholderia unamae MT1 641T en medio para biorreactor con sacarosa y acido succinico como
fuente de carbono.

E. Medicién de la densidad éptica 600 nm con respecto al tiempo.

F.  Medicion de UFC/mL, expresada en logio con respecto al tiempo.

PA15T MT1

. .. . . T .
Figura 13.1 Crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 y Burkholderia
unamae MT1 641" proveniente de la co-inoculacion en biorreactor.

La estrategia de co-inoculacion utilizando dos fuentes de carbono y tiempos de inoculacion
diferente no resulté exitosa, excepto para el co-cultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus
Pal5" y Burkholderia unamae MTI 641". Inoculando ambas bacterias desde el inicio y
usando sacarosa como fuente de carbono resultdé prometedor para la estrategia de co-
inoculaciones duales. No obstante, se desconocia si tres bacterias crecerian con sacarosa
inoculandolas desde el inicio. De ser asi, se simplificaria ain mas el proceso de produccion

masiva del inoculante multi-especies.
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9.5 Evaluacién de co-inoculaciones de tres bacterias con sacarosa como

fuente de carbono.

Con la idea de abatir costos de produccion del inoculante multi-especies se explord la
posibilidad de co-inocular tres bacterias al mismo tiempo utilizando sacarosa como fuente de
carbono. Se decidié crecer juntas a Azospirillum brasilense Sp7, Pseudomonas putida
KT2440 y Sphingomonas sp. OF178 porque las tres crecen a pH 7. Por otro lado se sabia que
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5" y Burkholderia unamae MTI 6417 crecian a pH de
5.5 sin embargo se desconocia si Bradyrhizobium sp. MS22 seria capaz de crecer a ese valor
de pH.

9.5.1 Caracterizacion del crecimiento de tres bacterias en co-cultivo en matraces agitados

Para realizar este experimento, se prepararon pre-inoculos y placas Petri con medio selectivo
para cada una de las bacterias. Todas las co-inoculaciones se ajustaron para que cada una de
las bacterias tuviera una densidad Optica inicial de 0.1 en un volumen de 100 mL, 30 °C y
180 rpm. EIl conteo de UFC/mL se realiz6 igual que en los experimentos anteriores. Se
platearon las Gltimas tres diluciones (10, 10¢%), 1049, dependiendo de la hora de toma
de muestra), tomando de un mismo tubo eppendor la cantidad de 20 uL de muestra para
platear por triplicado cada bacteria evaluada en co-inoculacion. Durante la caracterizacion se
midié pH. Ambos experimentos se realizan por triplicado. La figura 14A y B corresponden
a la co-inoculacion de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5T, y Burkholderia unamae MTI
6417 y Bradyrhizobium sp. MS22 en el medio de produccion con sacarosa a pH de 5.5. En la
figura 14A se observa el comportamiento en densidades Opticas, donde la maxima densidad
alcanzada fue de 8 en 48 h. El incremento en el numero de bacterias en UFC/mL se observa
favorable para las tres bacterias, aunque la predominante fue MTI641" ya que incremento
tres 6rdenes de magnitud (107 a 10°), sequida de MS22 (10° a 10%) y Pal5" (107 a 10%). En un
proceso de produccion masiva con estas tres bacterias se requerirdn solo 24 horas para
alcanzar los numeros maximos de estas bacterias. De la hora 24 hasta la hora 48 se observa
la fase estacionaria de cada bacteria. Las productividades alcanzadas fueron de 0.077 + 0.01,
006 £ 001 y 0.12 = 0.2 logw (UFC/mL)/h para Bradyrhizobium sp. MS22,
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Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5™ y Burkholderia unamae MTI 6417 respectivamente
(calculo estimado en 18 h). Respecto al pH, este incremento ligeramente las primeras 18 h
(de 5.5 a 6), posteriormente se observa su caida conforme transcurre el tiempo (de 6 a 4.6).
La segunda caracterizacion de co-inoculacion de tres bacterias corresponde a Azospirillum
brasilense Sp7, Pseudomonas putida KT2440 y Sphingomonas sp. OF178. El pH del medio
inicial fue de 7. La mayor densidad dptica que se obtuvo fue de 8 en 36 h, aunque en las
primeras 24 h llega a 6 densidades (figura 14C). Se observa crecimiento en UFC/mL para las
tres bacterias (figura 14D), donde el incremento fue de una orden de magnitud para cada
bacteria (10° a 10 para Sp7, 10" a 108 para KT2440 y 108 a 10° para OF178), siendo las
productividades de 0.12 + 0.03 para KT2440, 0.11 £+ 0.03 para OF178 y 0.14 £ 0.07 log1o
(UFC/mL)/h para Sp7 (célculo realizado en 16 h). Todos los pre-indculos se preparan en los
tiempos estipulados de cada bacteria (24,36 y 48 h); sin embargo, no se inicia con el mismo
nimero de bacterias en UFC/mL porque el volumen de in6culo se estim6 en base a la
densidad Optica, que no necesariamente correlaciona con el nimero de bacterias. Este
comportamiento de bacterias se observo también durante la caracterizacion individual en
matraces (apartado 9.1). En la figura 14D se puede observar que después de 24 h todas las
bacterias se encuentran en fase estacionaria, por lo que es posible que sélo se requieran 24 h
para alcanzar los nimeros maximos de bacterias en un futuro proceso de produccién masiva
en biorreactor. El pH incremento las primeras 8 h (de 7 a 7.5), después se mantuvo en 6.8
hasta las 24 h. Este comportamiento de pH en ambos experimentos pudiera sugerir algin tipo
de interaccion entre las bacterias en co-cultivo, ya que de manera individual todas
alcalinizaron el medio, excepto Bradyrhizobium sp. MS22 que se mantuvo en 6.8-7.0 y

Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5" en LGI acidifico (de 5.5 a 4.8).
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Figura 14. Curvas de crecimiento de la co-inoculacion de tres bacterias en matraces con sacarosa
como fuente de carbono. A: Medicion de la densidad dptica 600 de Gluconacetobacter

diazotrophicus Pal5T & Burkholderia unamae MT1 641T & Bradyrhizobium sp. MS22 en el
medio de produccién. B: Medicién de UFC/mL, expresada en logio Y pH. (Continua en la siguiente
pagina)
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Figura 14 (continuacion). Curvas de crecimiento de la co-inoculacion de tres bacterias en matraces
con sacarosa como fuente de carbono. C: Medicion de la densidad 6ptica a 600 nm con respecto al
tiempo de Azospirillum brasilense Sp7 & Sphingomonas sp. OF178 & Pseudomonas putida KT2440
en el medio de produccion. D: Medicion de UFC/mL, expresado en logio Y pH.

9.5.2 Caracterizacién en biorreactor

Debido a los prometedores resultados obtenidos en matraz, procedimos a realizar las co-
inoculaciones de tres bacterias en biorreactor. La estrategia de inoculacion y toma de muestra

fue similar al experimento realizado en matraces.

9.5.2.1 Caracterizacion del crecimiento de co-cultivo de Azospirillum brasilense Sp7,
Sphingomonas sp. OF178 y Pseudomonas putida KT2440 en biorreactor

En la figura 15E se presenta la medicion en densidades opticas y en la figura 15F y G el logio
de ufc/mL de Azospirillum brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178 y Pseudomonas putida
KT2440 de la primera y segunda repeticion del experimento. Los valores de densidad éptica
y curvas de crecimiento en UFC/mL de las dos repeticiones fueron similares. De acuerdo a
los resultados de las figuras 15F, se puede observar el incremento de cuatro 6rdenes de
magnitud para A. brasilense Sp7 (2.82x10* a 1x108) y tres para Sphingomonas sp. OF178
(3.16x107 a 1.58x10'%) y dos para Pseudomonas putida KT2440 (2.51x107 a 5.62x10°).
Numeros similares se obtuvieron en la segunda repeticion (figura 15G). Las maximas
productividades se presentan en las tres bacterias a las 12 h, siendo de 0.16 + 0.005 para
OF178, 0.15 £ 0.09 para KT2440 y 0.15 + 0.04 para Sp7; sin embargo podemos observar que

para A. brasilense Sp7 se requieren las 24 h para llegar al maximo nimero de bacterias, por
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lo que el tiempo global de fermentacidn de esta co-inoculacién se realizaria en 24 h. Las
productividades a las 24 h son las siguientes: 0.1 + 0.02 para OF178, 0.1 £ 0.01 para KT2440
y 0.14 + 0.2 para Sp7. Al comparar con la productividad obtenida en matraz de las tres
bacterias co-inoculadas, esta resulta ser similar (0.11 + 0.03 para OF178, 0.12 + 0.3 para
KT2440y 0.14 + 0.07 para Sp7). Cabe mencionar que el pH de esta co-inoculacién tiende a
alcalinizarse y para controlar el pH en 7 se tuvo que adicionar H,SO4 1 M mediante el sistema
de control del biorreactor, no obstante el gasto de acido fue minimo. La sacarosa no se
consume totalmente, 10 g/L, remanentes permanecen en el medio después de 48 h de cultivo.
Estos resultados confirman que se puede tener una produccion masiva de inoculante multi-
especies en fermentaciones de 24 h en biorreactor. Se realizd también la caracterizacién
molecular y morfologica, obteniendo los resultados esperados para cada bacteria (figura 15.1
y 15.2)

© Sp7 + OF178 + KT2440 Sp7 + OF178 + KT2440 Sp7 + OF178 + KT2440
= 114 r25 .
104} F [
8 E 5 20
ol .
4 1152
6 F sl . 152 & >
S .Y T &9 3
4 S w0 27 0%
[——1raRep 5 4l — Log [ufc/mL] KT2440 e —Log [ufc/mL] KT2440
2] —+— 2da Re] - —Log [ufc/mL] OF178 L5 51 — Log [ufc/mL] OF178 L5
5 Log [ufc/mL] sp7 Log [ufc/mL] sp7
. . ---[sac]l gL N 4 ---[Sac] g/L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 20 530
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 15 Curvas de crecimiento de la co-inoculacidn de tres bacterias en biorreactor de Azospirillum
brasilense Sp7 & Sphingomonas sp. OF178 & Pseudomonas putida KT2440 en el medio de produccién
apH de 7. E: Medicion de la densidad 6ptica 600 nm. F: Primera repeticién: medicion de UFC/mL, expresada
en logip y concentracion de sacarosa. G: Segunda repeticion: medicion de ufc/mL, expresada en logio y
concentracién de sacarosa.

OF178 KT2440

Fig. 15.1 Caracterizacion molecular de la co-inoculacion

de Sp7, OF178 y KT2440. Gel de agarosa al 2%; marcador Fig. 15.2. Caracterizacién morfolégica de Sp7,
de 100 a 1000 pb. Carril 1: Marcador, Carril 2: lafl Sp7 OF178 y KT2440.

(925 pb); Carril 3: fliM KT2440 (643 pb); Carril 4: 16s

OF178 (376 pb); Carril 5: Control positivo (proporcionado

por Vivanco-Calixto); Carril 6, 7 y 8: Controles negativos

de Sp7, KT2440 and OF178 respectivamente.
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9.5.2.2 Caracterizacion de Gluconacetobacter diazotrophicus PA15T, Burkholderia
unamae MT1641 y Bradyrhizobium sp. MS22 en co-cultivo en biorreactor.

La caracterizacion de Gluconacetobacter diazotrophicus PA15", Burkholderia unamae
MT1641" y Bradyrhizobium sp. MS22 se realiz6 a pH 5.5. La figura 16 contiene las
mediciones de densidades dpticas (figura 16H), y ufc/mL de la primera (figura 161) y segunda
repeticion (figura 16J). Con lo que respecta al logio de ufc/mL, la bacteria que predominé fue
Burkholderia unamae MTI 6417, y en la segunda repeticion por ejemplo, esta bacteria
increment6 en casi cuatro o6rdenes de magnitud (3.16x10° a 1x10%): Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5" y Bradyrhizobium sp. MS22 incrementaron en uno y dos 6rdenes de
magnitud (3.02x10” a 5.01x10® y 1x10° a 6.31x10%), respectivamente. Las mayores
productividades para este caso fueron de 0.1 + 0.001 logio (UFC/mL)/h para PA157, 0.15 +
0.28 logio (UFC/mL)/h para MS22 y 0.25 + 0.01 logio (UFC/mL)/h para MTI1641". Para
controlar pH se utiliz6 H2SO4 y NaOH 0.1 M. En las figuras 161-J se observa el consumo de
sacarosa, el cual se agoto en las primeras 24 h. Es posible que exista un factor limitante el
cual no es sacarosa porgue entre las 12 y 18 h todas las bacterias entran a fase estacionaria y
todavia hay sacarosa. La caracterizacion molecular y morfoldgica resulto satisfactoria (figura
16.1y 16.2).
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Figura 16 Curvas de crecimiento de la co-inoculacion de tres bacterias en biorreactor de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAIST & Burkholderia unamae MTI 6417 & Bradyrhizobium sp.
MS22 en el medio de produccion a pH de 5.5. H: Medicién de la densidad 6ptica 600 nm. I: Primera
repeticion: medicion de UFC/mL, expresada en logio y concentracion de sacarosa. J: Segunda repeticion:

medicion de UFC/mL, expresada en logio Y concentracion de sacarosa
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Figura. 16.1. Caracterizacion molecular de de la co-inoculacion de
PA15, MTI y MS22. Gel de agarosa al 2%, Marcador de 100 a 1000 pb.
Carril 1: Control negativo para MTL641, Carril 2: Control positive para
MTL digerida con la enzima Hhal. Carril 3: Muestra de colonia de la
co-inoculacén digerida con Hhal para MTI. Carril 4: Marcador,
Carril 5: adh de PA15" (495 pb), Carril 6, Control positivo de PA15"
(Proporcionado por Vivanco-Calixto); Carril 7: Control negativo para
PA15T (E. coli DH5a).

Ms22 MT1641" PA15T

Figura 16.2 Caracterizacion morfologica de
MS22, MT1641y PA15

Con estos resultados se logro reducir el namero de fermentaciones a realizar en biorreactor
para la produccién masiva del inoculante multi-especies, de seis (si se propagaran en forma
individual) a dos (haciendo co-inoculaciones de tres). Los resultados de estas dos ultimas
caracterizaciones de crecimiento mediante co-cultivos de tres bacterias en biorreactor
parecen ser prometedores para la futura produccion masiva del inoculante multi-especies. Si
bien es cierto que existen patentes de inoculantes polimicrobianos (Reddy, Lalithakumari,
2014) a partir de compostas o consorcios indefinidos, es importante resaltar que dichos
desarrollos no cuentan con métodos para identificar y por tanto cuantificar cada una de las
cepas que contienen sus formulaciones. En este trabajo ademas de la produccion masiva, se
implementd un método de analisis de calidad utilizando herramientas moleculares y medios
selectivos para el aseguramiento de la produccion de las bacterias de interés libre de

microorganismos contaminantes.
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9.6 Analisis de metabolitos producidos por las bacterias utilizando

cromatografia liquida (HPLC).

La siguiente etapa de la caracterizacion del crecimiento de las bacterias del EMMIM-1 en
co-cultivos con tres bacterias en biorreactor fue analizar los metabolitos producidos tanto de
co-cultivos como en la propagacion individual. El analisis se enfoco en la cuantificacion de
acidos organicos presentes en las muestras de fermentacién, ademas nos interesaba saber si
las bacterias producen la misma clase de metabolitos cuando se propagan de forma individual
y cuando se propagan juntas. De cada cinética en biorreactor se guardd 1 mL de sobrenadante
de caldo de fermentacion a -20 °C. Esos sobrenadantes se centrifugaron dos veces mas a
13000 rpm por 10 min antes del analisis en el HPLC. Los acidos organicos que se analizaron
fueron acido oxalico, citrico, malico, succinico, formico, acético, lactico, benzoico, e indol
acético (anexo 12.8). Es importante mencionar que existieron algunos metabolitos que no
pudimos identificar porque no coincidian con los tiempos de retencion de los estandares, pero
que posiblemente se trate de metabolitos con grupos aldehido y carboxilo ya que observamos
picos con el detector de luz UV a 210 nm. Sélo se analiz6 una réplica de cada cinética

correspondiente a los tiempos en los cuales se realizo el conteo de UFC/mL.

9.6.1 Comparacion de metabolitos producidos en Co-inoculacién vs Individual de
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5T, Burkholderia unamae MTI 6417 vy
Bradyrhizobium sp. MS22.

Los acidos organicos producidos por rizobacterias son compuestos de bajo peso molecular
de dos 0 méas carbonos, entre los que se encuentran: oxalico, citrico, maldnico, lactico,
succinico, malico, gluconico, acético, gliconico, fumérico, adipico, indol acético y dos-
cetogluconico (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria 2010). Gluconacetobacter
diazotrophicus oxida la glucosa y produce gluconato en el periplasma mediante la enzima
PQQ-GHD (pirroloquinolina-quinona —alcohol deshidrogenasa) (Luna et al. 2006), aunque
también produce &cido indol acético, y debido a que presenta quorum sensing, produce
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diferentes n-acil-homoserina lactonas. Burkholderia cepacea también es capaz de oxidar la
glucosa y producir glucénico y 2-cetogluconico (Song et al. 2008). La figura 17 muestra los
cromatogramas comparando las horas 0, 6, 12, 24 y 48 de co-cultivos vs cultivos
individuales. En cada imagen es posible visualizar que algunos metabolitos (inferido por los
picos) que se producen cuando las bacterias crecen en forma individual no se producen
cuanto estan juntas. En la hora 6 por ejemplo, el pico que produce MS22 con tiempo de
retencion de 19.3 min no lo produce cuando esta en co-inoculacién. En las condiciones de
cultivo evaluadas, no se detectd ningln pico relacionado con acético, férmico, lactico, indol-

acético, benzoico, o citrico.
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9.6.2 Comparacion de metabolitos producidos en Co-inoculacion vs Individual de
Azospirillum brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178 y Pseudomonas putida KT2440.

Azospirillum sp. produce fitohormonas como el acido-3-indol acético (AlA), &cido-3-indol
butirico (ABA), indol-3-etanol (TOL), &cido-3-indol lactico (ILA), &cido-3-indol piravico
(IPyA), acido-3-indol propidnico (IPA), cinetina, acido giberelico (GA3), acido salicilico

(SA) y acido jasmonico (JA) (Fukami et al. 2017). Pseudomonas putida produce metabolitos

como indol-3-acetaldeido, acido indol lactico, acido ind6l propidnico, acido indél butirico

(Damam et al. 2016), piruvato, succinato, citrato, salicilato, alcohol bencilico, benzaldehido

y benzoato (Basu et al. 2009). S6lo algunos picos relacionados con los metabolitos que se

citaron se observaron, (figura 18) como lo es el acido malico y succinico. En las primeras 6

h es cuando mas se observa la aparicion de picos, indicando una mayor excrecion de

metabolitos.
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Estos resultados sugieren que si existe diferencia en la produccion de metabolitos en los
cultivos individuales respecto a los co-cultivos de tres bacterias. Existen metabolitos que no
pudimos detectar, por ejemplo el AlA, el cual se detecta a una longitud de onda diferente
(250 nm), y para detectarlo se debe realizar una extraccion con etil-acetato; ademas, la

bacteria debe crecerse en medios suplementados con triptéfano por 5-6 dias.

10. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de este trabajo se encontrd el medio y las condiciones donde se puede lograr la
produccion masiva de las seis bacterias que conforman el inoculante multi-especies, disminuyendo de
seis medios selectivos a un solo medio de cultivo en medio liquido. Ademas, el nimero de corridas de
fermentacion se redujo de seis a dos, porque aunque se utiliza el mismo medio de produccion, tres
bacterias crecen a pH de 7 y tres lograron crecer juntas a pH de 5.5. Esta estrategia permitira obtener
grandes volimenes de inoculante en tiempos mas cortos de produccion comparado con el método en

medio solido en cajas de Petri.

Se han mencionado en diversos articulos de la literatura la falta de normatividad y especificaciones que
debe cumplir un inoculante para ser comercializado (Bashan 2014; Parnell et al. 2016); esta falta de
regulacion impide garantizar la efectividad de un producto agrobiol6gico incrementando la
desconfianza por parte de los agricultores. En este trabajo también desarrollamos una metodologia para
identificar y cuantificar el nimero de bacterias viables presentes en el multi-inoculante, herramienta

fundamental para asegurar la calidad en cada lote producido en biorreactor.
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12. ANEXOS

12.1 Caracterizacion del crecimiento individual en cultivos sumergidos en

matraces

12.1.1 Gluconacetobacter diazotrophicus PA15T

En la figura 19 se muestra el crecimiento no detectado de Gluconacetobacter diazotrophicus
PA15" en el medio LB Modificado inferido por la turbidez. Se realizaron mediciones de
densidad Optica a las 24 y 48 horas.

A 24anh B as

Figura 19. Gluconacetobacter diazotrophicus PA15" en medio LB
Modificado a las 24 y 48 horas sin cambio de turbidez.

En la figura 20 se muestra el crecimiento de Gluconacetobacter en su medio selectivo
LGI®*Z, el cual se utiliza para el conteo de ufc/mL. En el cuadro C estan las bacterias
provenientes del medio LGI liquido y D contiene las bacterias provenientes del Medio de

produccion. Ambas poseen la misma morfologia caracteristica de esta bacteria.

C D

Figura 20. Crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS"en 48 h, E: LGI y F: Medio de Produccion.
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12.1.2 Burkholderia unamae MTI16417
La figura 21 presenta el comportamiento de Burkholderia unamae en LB Modificado a pH

55y7.

Figura 21. Crecimiento de Burkholderia unamae MTI
6417 en medio LB Modificado a las 24 y 36 horas a pH
5.5y 7 inferido por los cambios en absorbancia.

12.2 Caracterizacion de Pseudomonas putida KT2440 en biorreactor

Figura 22: Formacidn de espuma en la hora 5-6 de Pseudomonas putida crecida en
biorreactor. La imagen del lado izquierdo (G) corresponde al matraz quitazato conectado
al venteo de la jarra del equipo, y en la imagen del lado derecho (H) es la jarra del

equipo.
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12.3 Oligonucleotidos especificos de las bacterias del EMMIM-1

La secuencia de los oligonucleotidos amplificados se enlista a continuacion:

AZOSp' r| ”um braS| |ense Sp? |af1 Azospirillum brasilense lateral flagellin (laf1) gene, complete cds
) Sequence ID: U26679.1 Length: 1573 Number of Matches: 2
. Range 1: 533 to 552 GenBank Graphics W Next Match
F: TGATCC AGA ACG ACATCG AC
R: GCG GAA CAG CGA GAG AGA ATG 40.1 bits(20) 1e-04 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
’ Query 1 TGATCCAGRACGRCATCGRC 20

TETERTETTEErrrriien
S8bjct 533 TGATCCRGAACGACATCGAC 552

Pseudomonas putida KT2440: FliM

F: ATGAAATCGATGCCCTGT TGC
R: GGC TCA ATC ATC GAG TAC GG

Pseudomonas putida FIiK (fliK), FIiL, FliM (fliM), FIiN (fliN), FIiO (fliO), FIiP (fliP), FliQ (fliQ), FliR (fliR), and FIhB (flhB) genes, complete cds;
and unknown gene
Sequence ID: AF031418.3 Length: 10493 Number of Matches: 2

Related Information

Range 1: 4464 to 4484 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
42.1 bits(21) 2e-04 21/21(100%) 0/21(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGARATCGATGCCCTGITGC 21

[N AR RE RN
sbjct 4464 ATGARATCGATGCCCTGTITGC 4484

Burkholderia unamae MTI1641": Fenol hidroxilasa

F: ATC TGT TGT TCG TGC CCT TC Burkholderia unamae strain MTI-641 phenol hydroxylase alpha subunit gene, partial cds
R CCA GAA CCA CTT GTC GAT CC Sequence [D: EF151010.1 Length: 203 Number of Matches: 2

Range 1: 11 to 30 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 4e-08 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

Query 1  ATCTGTTGTTCGTGCCCTT 20

PEETTTLETTEErrrnnnl
8bjet 11 ATCTGTTGTTCGTGCCCTTC 30

Gluconacetobacter diazotrophicus PA1°™: QuiGlu

F:GGT CTA CGA CAACCAGAC C S e s oot SeTe,
R: GTC GTT CCT CGA CAC GGT AG

Range 1: 2639583 to 2639601 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
38.2 bits(19) 2e-04 19/19(100%) 0/19(0%) Plus/Plus
Query 1 GCTCTACGACRACCAGRACC 19

FLELETTTEE e
S8bjct 2639583 GGTCTACGACRACCAGACC 2633601

Sphingomonas sp OF178: 16s Uncultured Sphingomonas sp. isolate DGGE gel band CPM15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KJ009231.1 Length: 194 Number of Matches: 1

F: AAG CCT GAT CCAGCC ATACC e e s e strand

Score Expect Identities Gaps

R: CAG TGT TGG TCC AGG TAG CT 40.1 bits(20) 0.001 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

Query 1  BAGCCTGATCCAGCCATACC 20
PEEETTLRE Tl
Sbjct 42 RAGCCTGATCCAGCCATACC 61
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12.4 Evaluacion de Azospirillum y Bradyrhizobium con sacarosa y &cido
succinico en matraces con diferentes condiciones de cultivo.

0 0.21 6.81 5.00E+03
3 0.37 7.12
6 1.19 7.15 1.50E+04
6 1.36 7.02 5.00E+03 3.50E+06
8 1.99 6.65
12 2.68 5.99 5.00E+04 1.15E+07
16 3.23 6.14 3.00E+06 8.50E+06
24 4.03 6.13 9.00E+06 4.00E+06
30 494 6.21
36 4.95 6.3 9.40E+05 7.00E+07
48 7.79 6.69 4.05E+06 2.00E+08
Sp7 + MS22 (Sacarosa y A. succinico)
C
0D600 ufc/mL ufc/mL
T (|-|) MATRAZ 2 pH Matraz 2 Sp7 MS22
0 0.54 6.88 1.00E+03 5.90E+06
3 0.67 6.99
6 1.15 7.05 2.00E+04 1.45E+07|
8 2.35 6.94
12 3.73 6.56 5.00E+04 5.50E+07
16 4.85 6.50 1.50E+05 8.00E+07
24 7.3 6.61 7.50E+06 1.35E+08|
30 8.11 6.75
36 8.14 6.68 5.05E+05 1.4E+08
48 9.61 6.05 6.00E+05 2.5E+08

Tabla 6 Caracterizacion del crecimiento de co-inoculaciones en matraz. A: Densidades
opticas, pH y ufc/mL del crecimiento de Azospirillum y Bradyrhizobium con &cido
succinico como fuente de carbono a pH de 7 desde inicio. B: Composicion del medio. C:
Densidades oOpticas, pH y UFC/mL del crecimiento de Azospirillum y Bradyrhizobium con
sacarosa Y acido succinico como fuente de carbono a pH de 7 desde inicio. D; Composicién

del medio.

B
Y.E. 10g/L
Sacarosa 20g/L
MgSO4  0.4g/L
KH2PO4 0.53g/L
K2HPO4 0.43g/L
D
Y.E. 10g/L
Sacarosa 20 g/L

MgS04
KH2POA4
K2HPOA4

Acido succi 5g/L

0.4g/L
0.53g/L
0.43g/L
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12.5 Evaluacién de Sphingomonas y Pseudomonas en sacarosa y acido
succinico en matraces con diferentes condiciones de cultivo.

0.12
0.64
1.09
1.47

2.1

2.49
3.53

6.86 2.40E+08
7.53
7.32 1.15E+09
7.43
7.76 5.00E+09
7.88 8.50E+09

8.25 1.4E+10

0 o~ O

|
T(H)

o oo~ O

12

24
30

0.47 6.87 4.25E+07 2.4E+08
0.99 7.38
1.48 7.49 5E+08  1.15E+09
1.96 7.6
2.45 7.94 5.5E+08 4.25E+09
3.05 8.01 9.5E+08 5.3E+09
4.93 7.55 1E+09  4E+09
OF con Sacarosa, a la hr 6 agregar acido
succinico
0D600 PH Matraz  ufc/mL
MATRAZ 2 5 OF178
0.2 6.96  2.80E+08
0.68 7.23
1.2 7.38  1.90E+09
1.23 4.77  2.40E+08
13 4.76
1.32 4.81 ND
1.33 4.82 ND
1.53 4.83 ND
1.63 4,78 ND

Tabla 7. E: Densidades Opticas, pH y ufc/mL del crecimiento de Sphingomonas con &cido
succinico como fuente de carbono a pH de 7 desde inicio. F: Composicion del medio. G:
Densidades dpticas, pH y UFC/mL del crecimiento de Sphingomonas y Pseudomonas con sacarosa
y acido succinico como fuente de carbono a pH de 7 desde inicio. H: Composicién del medio. I:
Densidades opticas, pH y UFC/mL del crecimiento de Sphingomonas con sacarosa y &cido
succinico (hora 6) como fuente de carbono a pH de 7 desde inicio. J: Composicién del medio.

F
Y.E. 10g/L
A.succinico 5g/L
MgSO4 0.4g/L
KH2PO4 0.53 g/L
K2HPO4 0.43g/L
H
Y.E. 10g/L
Sacarosa 20 g/L
Acido succi 5g/L
MgSO4  0.4g/L
KH2PO4 0.53g/L
K2HPO4  0.43g/L
J
Y.E. 10g/L
Sacarosa 20 g/L
Acido succi 5g/L
MgSO4  0.4g/L
KH2PO4 0.53g/L
K2HPO4 0.43g/L
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Sphingomonas-Pseudomonas y  Azospirillum-
Bradyrhizobium en sacarosa como fuente de carbono en matraces.

0 0.63 6.84  1.50E+03  5.75E+06
3 0.78 7.28
6 1.74 7 100E+04  1.40E+07
8 2.51 6.66
12 3.61 6.21 5.00E+04  4.50E+07|
16 4.35 6.13 O.00E+04  1.00E+08
24 5.7 6.15 1.00E+06  6.50E+07
30 7.08 6.37
36 7.39 6.37 2.80E+05 1.10E+08
48 9.05 6.83  4.40E+06  1.50E+08
L OF & KT con Sacarosa
0D600 ufc/mL ufc/mL
T(H) MATRAZ2 pH Matraz 2 KT 2440 OF178
0 0.33 6.99 3.40E+07 2.55E+08]
4 0.89 7.46
6 1.61 7.56  7.00E+08  1.10E+09
8 1.9 7.76
12 2.83 7.95 6.50E+08 4.40E+09
16 3.23 7.97 1.25E+09 4.20E+09
24 4.44 8.22 1.00E+09 6.50E+09

M

Y.E. 10g/L
Sacarosa 20g/L
MgS04 0.4g/L
KH2PO4 0.53g/L
K2HPO4 0.43g/L

Tabla 8. K y L. Crecimiento de
Azospirillum con Bradyrhizobium,
Sphingomonas y Pseudomonas en sacarosa
como fuente de carbono inoculadas al
mismo tiempo. M: Medio de produccidn.

12.7 Curvas patron de la cuantificacién de sacarosa (DNS)

Se realiz6 una curva patron por cada cada cinética individual y en co-inoculacion de tres

bacterias. Solo para las co-inoculaciones de dos bacterias se utilizé la misma grafica debido

a que el experimento se realiz6 el mismo dia. Las curvas patrdn y las ecuaciones se muestran

a continuacion:
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Tabla 9: Curvas patron de sacarosa en g/L de cultivos individuales y co-cultivos de dos y
tres bacterias.

0
0.049
0.099
0.124
0.178
0.241
0.281
0.474
0.657
0.702

KT2440 MS222 PALS OF178 SP7
[SACl g/L ODsyonm [SAClg/L ODsgonm [SAC] g/L ODsgony  [SAClg/L ODsgonm  [SACIg/L  ODsgonm
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.4 0.069 0.4 0.049 0.4 0.006 0.4 0.054 0.4
0.8 0.146 0.8 0.099 0.8 0.063 0.8 0.083 0.8
1.2 0.221 1.2 0.124 1.2 0.084 1.2 0.143 1.2
1.6 0.239 1.6 0.178 1.6 0.144 1.6 0.212 1.6
2 0.27 2 0.271 2 0.225 2 0.237 2
3 0.481 3 0.281 3 0.319 3 0.374 3
4 0.541 4 0.474 4 0.435 4 0.474 4
5 0.678 5 0.657 5 0.633 5 0.642 5
6 0.845 6 0.702 6 0.737 6 0.736 6
SP7+OF+KT PALSHMITHMS OF178+KT2440; MS+SP7; PA15 +MT|
[SAClg/L ODsgonm [SACIg/L  ODsgonm [SACIg/L ODsionm
0 0 0 0 0 0
0.4 0.027 0.4 0.026
0.8 0.101 0.8 0.088 8: 88;2
1.2 0.145 1.2 0.132 1.2 0.079
1.6 0.199 1.6 0.186 1.6 0.131
2 0.241 2 0.225 -2 0.201
3 0.281 3 0.334 3 ’ 03
4 0.47 4 0.448 4 0 464
5 0.66 5 0.56 ’
6 0.73 6 0.7 > 0.572
6 0.639
CEPA Ecuacion R?
MS22 y=0.1211x-0.007 0.98
PA15 y=0.1282x-0.043 0.9901
OF178 y=0.1243x-0.0029 0.9972
sp7 y=0.1215x-0.011 0.9824
KT2440 y=0.135x+0.0245 0.9906
MTI y=0.1127x-0.0297 0.9918
sp7+0OF+KT y=0.1242x-0.0126  0.9831
PA15+MS+MTI y=0.1157x-0.0077 0.9986
PA15+MTI
OF178+KT2440 vy=0.1127x-0.0297 0.9918
SP7+MS22

Ecuacion de la recta: y= mx+b y R? obtenidas de las curvas patron.

MTI
[SAC]  OD540y,
0 0

04  0.019

08  0.064

12 0079

16 0131

2 0201

3 03

4 0404

5 0572

6 0639
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las caracterizaciones del

crecimiento individual y en co-cultivos de tres bacterias.

11.8.1 Estandar Bio-Rad, lactosa y acido benzoico
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1850~ g
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] 3
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] \ /
50— g
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Acido oxalico 0.8mM  |Acido citrico 4mM
Tiempo Area g/L Tiempo Area g/L
7.53 1511725 0.07202 9.23 1276334 0.768498|
Acido malico 8mM Acido succinico 20mM
Tiempo Area g/L Tiempo Area g/L
11.12 1381249 1.072699 14.14 2124414 2.3618

Estandar A. Lactico 0.8mM

Benzoato de sodio 1mM

Tiempo Area

14.44 19363068 0.072064

g/L

Tiempo

Area

14.53 2839919

g/L
0.11411

Acido formico
Tiempo Area

20mM
g/L

16.3 1810002 0.840508

Acido acético
Tiempo Area
17.75 2094393

40mM

g/L
2.402|




12.8.2 Analisis de metabolitos cultivos individuales
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En los siguientes cromatogramas se presentan los acidos organicos producidos durante la

caracterizacion individual de cada bacteria en biorreactor. Cada cromatograma contiene la

informacion de la cinética a la que corresponden dichos analisis.

I

KT2440: Concentracion acidos organicos en g/L

t  Oxdlico Citrico Malico Lactico Formico Acético
0 0183  ND 0.148 0002 006 ND
6 0104  ND 0.227 0004 0101 03
v 0006  0.048 0.09 00003 ND ND
pl 003 ND 0.174 ND ND ND

2da Repeticion
Sacarosa

Co-inoculacion PALS + MS22 + MTI

Tiempo 0
Tiempo 6
Tiempo 12
Tiempo 24
Tiempo 48

h) = “ =g | I
] =l i
SN A N A an SN ‘
N —— e Y A WA VN AN -/
Tiempo 0
Pseudomonas putida KT2440 Tiempo 6
2da. Repeticién
Sacarosa Tiempa 12
Tiempo 24
B e i L e s B B i ™
8 g
z g
= N
e W F i3 )
o NhAaa AL A o0 sl

Bradyrhizobium sp M522
1ra. Repeticion
Sacarosa

PA15: Concentracion de acidos organicos en g/L

t Oxalico Malico Succinico Benzoico  Acético
003 015 0.89 ND ND
002 023 0.82 ND ND
12 0.04 ND 0.84 ND ND
24 0.03 0.55 6.66 0.03 0.79
48 0.03 0.76 0.27 0.08 1.53
MS22: Concentracion de acidos organicos en g/L
t  Owilico Citrico Malico Succinico Lactico Benzoico Formico Acético
0 ND 002 006 040 ND ND ND ND
6 0020 002 03 ND 00M ND 01 02
1 000 002 007 ND Q00T ND ND ND
L/ ND 010 029 ND ND 002 03% ND

T T T I T T T T T T T
2 ] ) £l 10 14 1

RISty LS L) et s e
o 18 E) 22

T
] 28
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OF178: Concentracion de acidos organicos en g/L

148

1oa

] . g t Oxalico Citrico Malico Succinico
] 2 g § 0 0.01 0.00003 0.58 0.23
] < “ JL: 6 0.002 ND 0.29 ND
q A\ ! }'1
i MM~ AN || w 001 ND 021 ND
Hembe 0 24 0.01 ND 0.25 ND
Sphingomonas sp OF178 Tiemzo 6
2da. Repeticion Tiempo 12
Sacarosa P
Tiempo 24
MTI: Concentracién de acidos orgdanicos en g/L
t Oxalico Malico Succinico Lactico Foérmico
. e 0 0.01 0.11 0.12 0.0002 ND
6 ND 0.12 ND ND ND
P it N
" E ho \\ 12 0.003 0.17 ND 0.0005 ND
VW IIN /. S A 24 0.004 0.03 ND 0.0002 ND
Tiempo 0 36 0.003 0.02 ND 0.0008 0.01
Burkholderia unamae MTI641 Tiempo 6
1ra. Repeticién Tiempo 12
Sacarosa Tiempo 24
Tiempo 48

: |

14.14 A, Succinico

e AL A = A

. Tiempo 0
Azospirillum brasilense sp7 Tiempo &
2da. Repeticion Tiempo 12
Sacarosa Tiempo 24
Tiempo 48

L e S i i e R S S

Sp7: Concentracion de acidos organicos en g/L

t
0
6
12
24
48

Oxdlico Malico Succinico

0.03
ND
ND
ND

0.02

0.11
0.08
0.17
0.04
ND

0.76
0.72
0.75
0.38
ND
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12.8.3 Analisis de metabolitos co-cultivos de tres bacterias

En los siguientes cromatogramas se presentan los acidos organicos producidos por las

bacterias cuando crecen en co-inoculacién de tres bacterias.

Co-inoculacion sp7+OF+KT
Concentracién de acidos organicos en g/L

g t Lictico Benzoico Malico Succinico

a0] ﬁ 0 0.002 ND ND ND

E j\ g 6 ND 0.01 ND ND

1 I\w,\w‘w-‘_ﬁ)/\_y/" = A A 12 ND 0.003 0.26 ND

[ o — S S | 24 ND 0.004 0.31 ND
Tiempo 0

sp7 + OF178 + KT2440 Tiempo 6 48 ND 0.004 0.37 0.08
1ra. Repeticion Tiempo 12
Sacarosa Tiempo 24
Tiempo 48

, Co-inoculacion PA15 + MTI + MS22
sso] Concentracion acidos organicos en g/L
o t Oxdlico Malico Succinico Lactico  Acético
2s0] 0 ND 0.39 0.94 ND 0.19
200 8 g 6 0.02 0.32 2.06 ND ND
%’ 12 0.002 0.24 0.16 ND ND
1o e = 12 - ) 24 0.0005 0.17 ND 0.0001 ND
o NS A Lo o0 o || 4 ND 0.63 1.04 ND 0.76
—————————— Tiempo0
Co-inoculacién PALS + MS22 + MTI T?Empo 6
2da Repeticion T!empo 12
Sacarosa Tiempo 24
Tiempo 48
LA AL B R L LA L AL LA AL LR R A R L LA AL AR L AL L AL




