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RESUMEN

En el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana se ha desarrollado un inoculante
multiespecies (EMMIM-1), con 6 cepas bacterianas cosmopolitas que confieren beneficios a las
plantas o al ambiente. Por ejemplo con potencial para la biodegradacion de compuestos
xenobidticos o con potencial promotor del crecimiento de las plantas; como el Maiz (Morales-
Garcia, 2013). En el presente trabajo la formulacion EMMIM-1 fue explorada en su capacidad para
estimular el crecimiento de la papa, Solanum tuberosum variedad Atlantic. En primera instancia se
realizaron las respectivas curvas de crecimiento de cada cepa, donde fue obtenida la curva de
turbidez por medicién de absorbancias, y la propia curva de crecimiento poblacional a las 24 0 48 h
por cuantificacion bacteriana (UFC/ml) mediante diluciones seriadas y goteo en placa tradicional en
los medios de seleccidn correspondiente, para finalmente obtener la tasa de generacién de cada
bacteria, determinando el tiempo requerido para que cada cepa llegue a la fase estacionaria.
Posteriormente, se realizaron diversos experimentos, que permitieron conocer el comportamiento
de las bacterias que integran el multinoculante en asociacion con plantas de papa.

Diversas concentraciones de fertilizante (Triple 16), y dos técnicas distintas para propagar
la plantula de papa fueron empleadas en esta tesis para evaluar los efectos del inoculante en
condiciones de laboratorio e invernadero. Se midieron diversos indicadores para demostrar
diferencias entre plantas que fueron tratadas con el EMMIM-1 mas fertilizante y aquellas a las que
solamente se adicion6 agua mas fertilizante. Los resultados mostraron que las plantulas de papa
inoculadas presentaron un porcentaje de supervivencia méas alto en comparacion con las no
inoculadas. La capacidad de adhesién de las cepas bacterianas, que conforman al inoculante
multiespecies, fue adecuada a 48 horas posteriores a su aplicacion. La colonizacién bacteriana a
diversos tiempos (20, 50, 90 dias) se observé en numeros adecuados, para promover el
crecimiento de la planta, en el rango de 10° a 10’ UFC/m.

En el estudio también se realiz6 la determinacion de clorofila por medicion de absorbancias
con valores estadisticamente similares para plantas de tratamientos inoculados y no inoculados.
Posteriormente se midieron indicadores agronomicos finales como longitud del tallo, longitud de
raiz, asi como sus respectivos pesos frescos y secos, pesos de los tubérculos y nimero de
producto obtenido. De esta manera las plantas inoculadas con EMMIM-1 manifestaron promedios
estadisticamente mayores en algunos parametros, con referencia a plantas controles no

inoculadas.



INTRODUCCION

Generalidades de la planta de papa Solanum tuberosum.

= Descripcion de la planta de papa

o Caracteristicas

La papa pertenece a la familia de las solanaceas, al igual que el tomate. Esta planta se

compone de diversas estructuras, se reconocen dos secciones principales, la parte aerea y el
sistema radicular (Figura 1). La regién aérea comprende a los tallos, hojas flores y frutos. Los tallos
y hojas constituyen los érganos de fotosintesis de la planta; de su tamafio y actividad fotosintética
depende la capacidad de la planta para la produccion diaria y el crecimiento de los tubérculos.
Varios niveles de ramificaciones resultan en un mayor nimero de hojas que normalmente derivan
en una mayor duracion del area foliar. En el sistema radicular, se encuentran los estolones, los
tubérculos y las raices adventicias. Los estolones son tallos laterales que se forman en los nudos
que crecen debajo del suelo, con crecimiento diageotropico, entrenudos largos y cuya punta
termina en un gancho. Los tubérculos, son tallos modificados para el almacenamiento de reservas,
principalmente almiddn y tienen entrenudos muy cortos. Los entrenudos son mucho mas grandes
en diametro que en largo. Las raices adventicias, fasciculadas, nacen desde la base de los brotes
y a nivel de los nudos subterrdneos, son responsable de la absorcion del agua y nutrientes desde

el suelo y del anclaje de la planta.
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Figura 1. Esquema de una planta de papa; a) Esquema detallado de las estructuras
principales en una planta de papa en su fase final del cultivo. b) Fotografia de una planta de
papa lista para cosecharse (120 dias), mostrando algunos de sus componentes.



o Crecimiento y desarrollo del cultivo

Segun Cortbaoui (1990) desde el inicio de la tuberizacién, el tubérculo de papa pasa por
varios estados de desarrollo fisioldgico: reposo, dominancia apical, brotamiento multiple y senectud
(Figura 2). En el reposo, no se han formado brotes, la emergencia es retardada y no uniforme. En
la dominancia apical, solo se desarrolla el brote apical; el resultado es un cultivo no uniforme de
plantas que tienen un solo tallo. En el estado de brotamiento multiple, se desarrollan varios brotes,
que llevan una buena emergencia y a un cultivo uniforme. De acuerdo con Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (2007), esta etapa comprende la tuberizacion la
cual inicia cuando los estolones aparecen. La duracion de esta etapa varia de 10 a 14 dias, un
déficit de humedad en este periodo puede reducir el nimero de tubérculos producidos por cada
planta. El desarrollo de tubérculos se caracteriza especialmente por la acumulacion de
carbohidratos (en forma de almidén), con un incremento constante en el tamafio y peso de los
tubérculos, bajo condiciones 6ptimas de humedad. Esta etapa puede durar de 60 a 90 dias, lo que
depende del clima y sanidad del cultivo. La humedad tiene una relacion directa con el tamafio y
calidad de los tubérculos, principalmente a mediados de la tuberizacion, que se presenta de tres a
seis semanas después del inicio del cultivo, el crecimiento de los tubérculos puede retardarse bajo
condiciones de estrés hidrico y no es comun que continde uniformemente después de aplicarse el

riego.
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Figura 2. Desarrollo fisiolégico de la semilla de papa; a) Esquema segun Cortbaoui (1990)
caracterizando las diversas fases fisioldgicas en la planta de papa. b) Fotografias tomadas
en el laboratorio de Ecologia Molecular Microbianay en condiciones de invernadero, se
muestran los diversos estados que atraviesa la semilla de papa durante el desarrollo.

Finalmente la maduracién empieza con la caida del follaje, donde las hojas viejas se tornan
amarillas hasta llegar, gradualmente, a un color café. En esta etapa se observa un crecimiento

minimo de los tubérculos y los requerimientos hidricos van disminuyendo por la reducida
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evapotranspiracion de las hojas en el proceso de secado. En la senectud (en caso que la semilla
de papa no haya sido utilizada), se observan brotes débiles y la emergencia es deficiente. Los
tubérculos sembrados en estado fisioldgico y condiciones de crecimiento éptimos, desarrollan sus
brotes rapidamente, hasta la formacién de suficiente follaje para la fotosintesis. La planta vive de
los nutrimentos suministrados por el tubérculo-semilla. Después, las raices suministran agua y
nutrimentos del suelo (Cortbaoui, 1990).

Cabe destacar que diversos autores manejan clasificaciones diferentes del desarrollo
fisiologico de la planta, desde el inicio, tuberizacion y obtencion de productos, con variedad de
criterios (Bats et al., 1980).

o Temporadas de cultivo

De acuerdo a Alonso (2002) y Kooman (1994), la papa es una planta perenne, por la forma
continua de brote de sus tubérculos, sin embargo ésta se comporta como anual. La planta de papa
puede llegar a producir frutos con semillas viables, pero la forma de propagacion utilizada a nivel
de la produccion comercial es la vegetativa. A partir de tubérculos o trozos de tubérculos se instala
un nuevo cultivo. Es sensible a heladas y crece bien en climas templados, con temperaturas entre
15° y 27°C. Requiere una estacion de crecimiento con un largo minimo de 3 a 4 meses, en la cual
las temperaturas no sean demasiado altas (> 30°C) ni demasiado bajas (<5°C). En las regiones
frias se la cultiva durante el verano y en el invierno en las regiones calidas.

En México la papa se siembra en tres ciclos agricolas: invierno - primavera, primavera -
verano y otofio - invierno, por lo que se cosecha durante todo el afio, sin embargo sus costos de
producciéon son altos, debido principalmente a los costos elevados de la semilla, bajos
rendimientos, alta inversion para el control de plagas y enfermedades y altos costos de
comercializacion donde las empresas con mayor importancia terminan proporcionado sus
productos con precios mas accesibles en comparacién a periodos donde empresas minoritarias
aumentan sus costos por gastos elevados y disminucion en los estados de produccién (CONPAPA,
1997).

o Variabilidad en la planta de papa Solanum tuberosum y factores determinantes para su
siembra y crecimiento.

Es importante mencionar que el crecimiento y productividad en papa, es el resultado de
dos grandes determinantes: la conformacion genética de la planta (genotipo) y su ambiente
circundante. El genotipo es esencialmente constante en comparacién con cambios ambientales
que experimentan (Borrego et al., 2000). Sin embargo, la expresion (fenotipo) de la informacion
genética, es influenciada ampliamente por los cambios regulares e irregulares del ambiente de
crecimiento. La longitud del ciclo de crecimiento del cultivo de papa, depende del tipo de siembra e
inicio de tuberizacién, rapidez inicial de tuberizacién y pendiente de la curva de tuberizacion,

durante la época de llenado de tubérculos, siendo afectado fuertemente por el ambiente: duracién



del dia, temperatura y la interaccidon de los factores mas importantes, que pueden modificar la
longitud del ciclo de crecimiento (Beadle, 1988; Fakorede et al., 1980; Khedher et al., 1985).

Existen mas de 4.000 variedades de papa, lo que muestra la gran diversidad genética que
presenta este cultivo. Esta riqueza en diversidad ha sido preservada, en gran medida, gracias a las
practicas tradicionales de los agricultores, ubicados en diversas regiones, ademas del cuidado de
las semillas, que han adaptado a la papa a distintas altitudes, temperaturas y suelos. De estas
caracteristicas depende el destino y el tipo de consumo que tendréa el alimento (Bourges, 1999,
2000).

Existe diversidad de formas del cultivo de la papa, desde complejas y costosas por medios
mecanizados utilizados en industrias agroalimentarias importantes hasta formas sencillas y con
obtencién de producto considerable utilizados por los agricultores. La forma tradicional del cultivo
de papa exige gran cuidado por parte de los sembradores; esto incluye la seleccion adecuada de la
semilla, donde se considera tamafio y condiciones fisicas, que le permitira producir un adecuado
namero de brotes y por lo tanto una emergencia rapida y uniforme, factores claves para un
aumento en la produccion.

El tamafio del tubérculo, debe ser suficientemente grande para atender la demanda inicial
de nutrimentos para la planta que emergera, estos tubérculos compensaran mejor las condiciones
pobres de crecimiento o dafio por clima frio, aproximadamente se escogen tubérculos con peso de
50 gramos (Cortbaoui, 1990).

La cantidad de luz y demés factores pueden influir seriamente en la cosechas de la planta
de papa dentro del campo (McGee et al., 1988). Las condiciones del suelo es otro factor importante
que se considera en la agricultura, en donde se evalla la estructura (se prefiere un suelo fino, que
permita la penetracién de las raices, drenaje de agua y ausencia de piedras), la humedad (debe
tener contacto con suelo humedo pero sin humedad excesiva), y la temperatura (influye en la
velocidad de brotes y emergencia, menor a 15°C, retarda el crecimiento y suelos calientes lo
estimulan).

De esta manera el proceso que se lleva a cabo comprende 5 pasos basicos: Seleccion de
tubérculos, preparacién del suelo, profundidad de la siembra, distancia de la siembra, y sembrado
(Cortbaoui, 1990). La profundidad de la siembra comprende, 1) ajustar la humedad del suelo, si el
suelo estd seco superficialmente, se siembra profundamente, si el suelo esta hiumedo en la
superficie, se siembra superficialmente. 2) Ajustar la temperatura del suelo, si el suelo esta caliente
en la superficie, se siembra profundamente, si el suelo esta frio superficialmente, se siembra en la
superficie. Las siembras profundas protegen a los tubérculos de la infestacion por enfermedades y
plagas como el tizén y la polilla de la papa. La siembra superficial ayuda a disminuir las infecciones
originadas por las enfermedades del suelo (Cortbaoui, 1990; Beukema et al., 1990).

La distancia de la siembra, dependeréa de la variedad, condiciones de crecimiento y tamafio

deseado del tubérculo, se pueden realizar surcos, entre y dentro de los surcos.



Los procedimientos de la siembra utilizada en los campos serd a mano, estas pueden ser
en surcos donde se usan palas, arados para formarlos, luego se mezcla el fertilizante en el fondo
del surco con tierra, se siembran los tubérculos en el fondo del surco y se cubren con tierra. En los
camellones que es otra forma usual de cultivo, puede sembrarse a lado o en el centro de los
camellones abriendo surcos auxiliares u hoyos individuales (Cortbaoui, 1990 ; Wiersema, 1987,
1985).

o Andlisis comparativo entre Solanum tuberosum de las variedades Alpha y Atlantic

Entre las clases de papas que se utilizan en las industrias alimentarias para los
consumidores encontramos la Atlantic y la Alpha como se ha mencionado anteriormente. Entre las
caracteristicas de la papa Atlantic, podemos hallar que es un tubérculo redondeado u ovalado, con
cascara blanca y pulpa blanca. La planta es mediana a grande, erecta con hojas grandes, de
crecimiento muy rapido, tiene rendimiento potencial alto, su madurez es media de 100 a 110 dias,
medianamente resistente a sarna comun pero susceptible a Phytophtora infestans. En cuanto a su
calidad culinaria manifiesta alta materia seca, pero con baja capacidad de almacenamiento, su
mercado es excelente para hojuelas o papas fritas y mercado fresco. Por otro lado, la papa Alpha
tiene sus origenes en Holanda, posee un tubérculo ovalado con cascara amarilla y pulpa amarilla
ligera. La planta es mediana, extendida y tiene varias flores. Esta variedad es de rendimiento alto,
su mercado es uso de mesa y para hervir. Su madurez es muy tardia de 130 a 140 dias. La planta
es resistente a la sequia, calor, mal trato, Tizén tardio y sarna comun. En almacenamiento dura
bastante tiempo con poca brotacién (Lorenzo, 1992; Santiago, 1995). Al comparar las especies de
papa Atlantic y Alpha, podemos notar que tienen ventajas y defectos, la papa Atlantic manifiesta
un crecimiento mas rapido en comparacion a la Alpha sin embargo es susceptible a la infeccién por
Phytophtora infestans, mientras que la Alpha posee una madurez tardia pero esta capacitada para
resistir situaciones de sequia y esté habilitada para combatir la infeccién por Phytophtora infestans
(Borrego, et al., 2000).

» Contenido nutrimental y enfoque en programas de seguridad alimentaria e intervencion

nutricional.

La papa es un alimento versatil y tiene un gran contenido de carbohidratos. Recién cosechada,
contiene un 80 por ciento de agua y un 20 por ciento de materia seca. Entre el 60 por ciento y el 80
por ciento de esta materia seca es almidén. Respecto a su peso en seco, el contenido de proteina
de la papa es analogo al de los cereales, y es muy alto en comparacién con otras raices y
tubérculos. Las papas tienen abundantes micronutrientes, sobre todo vitamina C: una papa media,
de 150 gramos, consumida con su piel, aporta casi la mitad de las necesidades diarias del adulto
(100 mg) (Figura 3). La papa contiene una cantidad moderada de hierro, pero el gran contenido de
vitamina C fomenta la absorcién de este mineral. Ademas, este tubérculo tiene vitaminas (B1, B3y

B6), otros minerales (potasio, fésforo y magnesio), asi como folato, acido pantoténico y riboflavina.
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También contiene antioxidantes alimentarios, los cuales pueden contribuir a prevenir
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, y tiene fibra, cuyo consumo es bueno para la
salud (FAO, 2008).

La papa deberia ser un importante elemento de las estrategias destinadas a proporcionar
alimentos nutritivos a las personas con bajo nivel socioeconémico. Es idénea para producirse
donde la tierra es limitada y la mano de obra abundante, condiciones que caracterizan a una gran
parte del mundo en desarrollo. La papa produce un alimento mas nutritivo en menos tiempo, con
menos tierra y en climas mas dificiles que cualquier otro cultivo importante. Hasta un 85% de la
planta es comestible para las personas, en comparacién con el 50% en el caso de los cereales.
Aunque la papa no se considera un producto elemental en la dieta del mexicano como el maiz y el
frijol, forma parte de la canasta basica alimentaria tanto del area urbana como rural (ONU-CEPAL e
INEGI, 1993; Avila, 1997; Bourges, 2000).

Riboflavina Vitamina C
Tiamina 0.02 mg 13’.0 mg
0.106 mg / / )
/ . / Proteinas
Niacina / 7 o= 1.87g
144mg  ~_ P o=
» M Grasa
Hierro _ Agua 77 grams Energia 87, B 01g
031mg / 4
/ - e - ™~ Fibra
Fosforo ’ T 189
44 mg i
; Carbohidratos
Potasio Calcio 20.13
379 mg 5mg 138

Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos. Base de datos nacional de nutrientes.
Figura 3. Nutrientes obtenidos por cada 100 g de papa hervida y pelada antes del consumo.

La papa se considera uno de vegetales mas productivos que se cultiva en el mundo, y
provee la mayor fuente de nutricién e ingreso para muchas sociedades (Spooner y Hetterscheid,
2005). Ocupa un lugar importante en la agricultura, economia y seguridad alimentaria, sitiandose
en el cuarto lugar de los cultivos o alimentos que sustentan la nutricion a nivel mundial, después
del maiz, el trigo y el arroz, con una produccion mundial para el afio 2007 de 325,3 millones de
toneladas y un valor estimado de la cosecha de 40 mil millones de US délares. Se espera que para
2020 la demanda de la papa sea el doble de la consumida en 1993 (FAO, 2009).

= Enfermedades microbianas en plantas. .
Las enfermedades de las plantas causadas por virus, bacterias, hongos o protozoos son de
enorme importancia econdémica y ecoldgica (Stevens, 1974; Wheeler, 1975; Robinson, 1976;
Agrios, 1978; Fitter, 1985). Algunos microorganismos pueden causar infecciones y enfermedades

que a su vez pueden causar la muerte de la planta o disminuir enormemente su crecimiento. En
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algunas ocasiones las enfermedades microbianas de las plantas han causado migraciones de las
poblaciones humanas afectadas por el hambre al destruir las cosechas. El mildii de la papa que
afecté a Irlanda en el afio de 1845 provoc6é una hambruna que fue la causa de una importante
emigracioén hacia tierras Norteamericanas.

El desarrollo de enfermedades en las plantas debido a patdégenos microbianos sigue
normalmente un patrén que consiste en: un primer contacto entre el microorganismo y la planta;
entrada del patdgeno dentro de la planta; crecimiento de los microorganismos infecciosos y
desarrollo de los sintomas de enfermedad. Los microorganismos patdgenos pueden entrar en
contacto con la planta desde la rizésfera. Dado que la mayoria de los hongos fitopatégenos
dispersan sus esporas por el aire, a menudo entran en contacto con la planta a través de las hojas
o los tallos. La mayoria de las enfermedades viricas se transmiten a través de insectos que actlan
como vectores; estos patdgenos entran en contacto con la planta principalmente por el filoplano.
Algunas bacterias y hongos patdgenos también se transmiten mediante insectos vectores (Harris y
Maramorosch 1981). Las esporas de los hongos fitopatégenos que se distribuyen con las
corrientes de aire necesitan un mecanismo de adherencia a las hojas o a los tallos de los
hospedadores susceptibles. Los fitopatdgenos pueden penetrar en la planta a través de heridas o
de aberturas naturales como los estomas. Muchos virus penetran en la planta a través de las
heridas causadas por los insectos vectores que los transportan, mientras que otros entran a través
de las raices con el agua absorbida por la planta. Algunos patdgenos vegetales entran
directamente a través de la cuticula; esta penetracién comprende la adherencia del patégeno a la
superficie de la planta, seguida de la formacién de un gancho de penetracién, capaz de atravesar
la cuticula y la pared celular. De hecho cuando un anticuerpo especifico bloquea la cutinasa de
Fusarium solani no se produce la infeccién de la planta de judia susceptible, a pesar de que la
espora sigue siendo viable (Maiti y Kolattukudy, 1979). La cuticula y los tejidos de la planta estan
sometidos a menudo al ataque enzimatico del patégeno, que ablanda el lugar de penetracion.
Algunos ejemplos enfermedades causadas por microorganismos son el oidio ceniciento (especies
de Erysiphe), la podredumbre gris (Brotrytis cinérea) y F. solani.

Los patégenos microbianos que logran penetrar en la planta alteran las funciones normales
de ésta, ya que producen enzimas degradativas, toxinas y reguladoras del crecimiento (Friend y
Threlfall, 1976). Los fitopatégenos del suelo producen pectinasas, celulasas y hemicelulasas, que
degradan la estructura de la planta y causan la podredumbre blanca de las raices y otras lesiones.
Cuando los patdégenos destruyen los reguladores del crecimiento de la planta, se causa enanismo,
mientras que la produccion elevada del acido indolacético (AlA), giberelinas y citoquinininas origina
la formacién de agallas y de tallos excesivamente alargados. Algunos hongos fitopatdgenos
producen toxinas altamente selectivas, como algunos péptidos ciclicos de bajo peso molecular y

policetosas lineares (Sheffer y Livingston 1984).



Los fitopatdgenos pueden alterar la actividad metabdlica de la planta. Las plantas enfermas
a veces muestran cambios en su actividad respiratoria normal, que pueden estar causados por un
desacoplamiento en la cadena de transporte de electrones, o bien por las rutas glucoliticas del
metabolismo de los carbohidratos. También pueden interferir en la fijacién del diéxido de carbono.
En las hojas, los patégenos pueden causar clorosis, lo cual impide que la planta lleve a cabo la
fotofosforilacion oxidativa y produzca asi el ATP necesario para la fijacion del diéxido de carbono.
Cuando las plantas muestran los sintomas de alguna enfermedad causada por la invasién de un
patdgeno primario, estdn expuestas a una nueva invasion por patégenos secundarios oportunistas.
La pérdida de integridad de las estructuras de superficie y de la pared celular permite la invasion

por muchos microorganismos oportunistas.

o Enfermedades Viricas.

Muchos virus vegetales se clasifican en funcibn de su capacidad de causar una
determinada enfermedad. Los vectores son importantes en el transporte de virus fitopatdgenos
presentes en el suelo o en tejidos enfermos de plantas susceptibles. Diversos insectos homopteros
e himendpteros y también algunos nematodos pueden actuar como vectores de enfermedades
viricas en plantas (Tabla 1). Un atributo necesario de los fitopatdgenos en general, y de los virus en
particular, es la capacidad de sobrevivir fuera de las células hospederas hasta encontrar una nueva
planta viva susceptible al ataque (Baker y Snyder, 1965; Esau, 1968; Plumb and Thresh, 1983).

Tabla 1. Algunos virus fitopatégenos.

Virus con DNA

Grupo Caulimovirus: virus del mosaico de la coliflor

Virus con RNA
Virus con particulas flexuosas o filamentosas
Grupo Protexvirus: Virus X de la patata
Grupo Potyvirus: Virus de la patata
Virus Isométricos
Grupo Tombushvirus: Virus del enanismo piloso del tomate
Virus del moteado del tomate
Rhabdovirus
Virus del amarillamiento necrético de la lechuga
Fuente: Atlas and Bartha, 2002.

o Enfermedades bacterianas.
Las especies bacterianas fitopatégenas pertenecen a los géneros Mycoplasma,

Spiroplasma, Corynebacterium, Agrobacterium, Erwinia entre otras (Tabla 2).

Tabla 2. Algunas enfermedades de plantas producidas por bacterias.

Organismo Enfermedad Organismo Enfermedad
Erwinia
E. amylovora Fuego bacteriano de
Streptomyces Sarna de la patata perales y manzanos
S. scabies E. stewartii Marchitamiento del

maiz




E. carotovora Tiz6n del crisantemo

Corynebacterium
Marchitamiento del

C. michiganense tomate
Spiroplasma Enanismo del maiz
S.sp

Fuente: Atlas and Bartha, 2002.

o Enfermedades fungicas.

La mayoria de las enfermedades de las plantas estan causadas por hongos patégenos
(Tabla 3). Quizas las enfermedades fungicas mas importantes econémicamente estan causadas
por royas y tizones. Estos hongos son basidiomicetos con ciclos de vida muy complejos. Las royas
requieren dos hospedadores intermedios no relacionados para completar su ciclo de vida normal.
Los tizones (o carbones) son los que afectan a la avena, maiz, trigo y a la cebolla entre otras
plantas.

La gran variedad de esporas que producen facilitan la transmisién aérea entre plantas y la
produccion de esporas de resistencia, permitiendo a estos patégenos permanecer viables fuera de
la planta hospedera. Muchos hongos fitopatdgenos presentan complicados ciclos de vida, una
parte de las cuales se cumple durante la infeccién y el resto fuera de la planta hospedera, por
ejemplo en el suelo o sobre los restos vegetales (Garrett, 1970).

Tabla 3. Algunas enfermedades de plantas producidas por hongos.

Organismo Enfermedad Organismo Enfermedad

Myxomicotes
Spongospora Moteado polvoriento
de las patatas
Ficomicotes Deuteromicotes
Synchytrium Verruga negra de los Colletotrichum Antracnosis de los cultivos
tubérculos de la patata Cylindrosporium Perdigonado de las hojas de
varias plantas
Decaimiento de las Alternaria Perdigonado de las hojas y
Pythium semillas y putrefaccion fuego de las plantas
de laraiz Cladosporium Gomosis del tomate
Fusarium Pie negro de las plantas
Phytophtora Mildiu de la patata Rhizoctonia Putrefaccion de las raices de
diversas plantas
Ascomicotes Podredumbre blanca
Sclerotinia de los vegetales

Fuente: Atlas and Bartha, 2002.



» Fitopatdgenos en plantas de papa

Un tubérculo papa-semilla puede ser portador de diversos agentes patdgenos, los cuales
pueden ocasionar serios problemas fitopatolégicos a nivel de cultivo. Dentro de las enfermedades
que puede portar un tubérculo semilla se encuentran aquellas producidas por Hongos, Bacterias y
Virus (Strand and Rude, 2006).

Entre las enfermedades causadas por hongos de ocurrencia habitual destacan Rizoctonia
solani (costra negra), Helmintosporium solani (sarna plateada), Fusarium sp. (pudriciéon seca) y
Phytophthora infestans (tizon tardio). Las enfermedades causadas por bacterias mas importantes,
para la papa a nivel regional, son Streptomyces scabies (sarna comun) y Erwinia sp. (pudricién
blanda) (Llanderal and Nieto 2000; Rocha et al., 1990). Actualmente en los cultivos de papa
manejan diversidad de compuestos quimicos para controlar la aparicion de plagas. El estado
fitosanitario de un tubérculo papa-semilla es altamente incidente en cuanto a la calidad y
productividad del cultivo de papa. Este aspecto se encuentra determinado por la carga de

enfermedades que pueda presentar.

= Agroquimicos en plantas de papa

Para combatir diversidad de fitopatégenos en la papa, se han usado variedad de
sustancias agroquimicas peligrosas (pesticidas, antimicrobianos, plaguicidas y herbicidas) que
ocasionan problemas graves en la salud de los campesinos y sus familias, ademas de ser una
forma de contaminacién de suelos y agua. La agricultura moderna con la implementacion de
monocultivos a gran escala ha provocado varios problemas, en cuanto a enfermedades y plagas
resistentes y especializadas en las plantas cultivadas. La utilizacion de plaguicidas de origen
quimico de manera excesiva y sin previa asistencia técnica, en lugar de resolver el problema, ha
producido fuertes dafios a la productividad agricola, al ser humano y a la naturaleza (Estrada,
2008). El consumidor de productos agricolas es el receptor de los toxicos usados en agricultura,
los cuales se concentran y causan dafios irreparables y permanentes en la salud humana (Brechelt
et al., 1995). El impacto sobre el medio ambiente depende del tipo de sustancia toxica utilizada.
Frecuentemente los dafios mas comunes, debido a estos componentes quimicos, son la
contaminacion del aire, suelo y agua, por accién de los organofosforados, organoclorados y en
ambos respectivamente, la formacion de resistencias contra los pesticidas, la eliminacion de
enemigos naturales (productos no selectivos), el envenenamiento de aves y peces, la reduccion de

la biodiversidad entre otros (Arning et al., 1999; Brandjes et al., 1990).

= La produccién de papa.
Comercializacion
En cuanto a la produccion de este tubérculo, a nivel mundial Asia y Europa son las
principales regiones productoras de papa del mundo y en 2007 suministraron el 80% de la

producciéon mundial. Si bien en Africa y América Latina las cosechas fueron menores, la produccion
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fue extraordinaria. La papa es un alimento muy importante, no solamente por la superficie que
anualmente se destina a su cultivo, sino por la cantidad de hidratos de carbono que aporta a la
alimentacion de la poblacion en general, particularmente en los paises asiaticos en los que es un
alimento basico. Es uno de los alimentos que proporciona fuentes muy significativas de energia; y
es el segundo lugar en cuanto a la produccién por unidad de superficie de proteina diaria, después
de la soya (Flores, 1995).

El cultivo de papa tiene en México una gran importancia econémica, ya que es de los pocos
cultivos que se desarrolla en casi todo el territorio nacional. Actualmente se cultiva en veintitrés
estados de la Republica, pero sélo seis aportan aproximadamente el 66% de la produccién total.
En nuestro pais existe un importante nimero de variedades entre las que destaca la Alpha,
ademas de que se cuenta con otras como, la LdOpez, Rosita, Atlantic, Diamante, Motzamba,
Tollocan, Atzimba, Greta, Murca, Furore, White Rose y Criolla, muchas de las cuales son
variedades liberadas, resistentes del hongo Phytophtora infestans. Los principales estados
productores por orden de importancia son: Sinaloa (principalmente los municipios de Guasave y los
Mochis), Sonora, Chihuahua, Estado de México, Guanajuato y Nuevo Leén (Bonilla et al., 1990).
La produccién de papa en México crecio rapidamente en las Ultimas décadas, las variedades mas
utilizadas fueron Atlantic, Alpha y Frito lay, por lo que la demanda de papa ha mantenido una
tendencia de crecimiento aceptable. Se estima que el 73% de la produccion de papa se consume
fresca, 14% en la industria de la fritura, y el 13% en semilla (CONPAPA, 1997).

En los ultimos afios ha ocurrido un incremento en la utilizacién de papa para la industria para
productos elaborados como papas a la francesa, purés, sopas y ensaladas (L6pez, 1994).

Las variedades de papa en mayor produccién son: Alpha, Atlantic y Diamante (Gomez,
1995), cabe recalcar que las principales regiones de México donde se cultiva la papa son: la region
del pacifico, que comprende el norte de Sinaloa, el sur de Sonora y el norte de Baja California,
donde se produce papa Atlantic y Alpha. La regiéon del Bajio que comprende Leén, Silao y Romita,
en el estado de Guanajuato, donde se produce papa Alpha. La regién de Saltillo es la tercera en
importancia y comprende algunos municipios de Coahuila y Nuevo Leon, estos producen papa
Alpha (Lépez, 1994). La cuarta regién corresponde a los valles altos de Chihuahua, Michoacan,
Hidalgo, Tlaxcala, Estado de México, Veracruz y Puebla, todos producen papa Alpha y los ultimos
5 estados producen variedades rojas, como Rosita, Marciana, San José, Puebla y Lopez.

Las cosechas se realizan en diferentes fechas a lo largo del afio de acuerdo a las zonas
especificas de cada estado debido a la diversidad climatoldgica. Por lo tanto el estado de Sinaloa
es uno de los principales productores de papa e importante proveedor en la industria de frituras y
semillas (Flores, 1995; SAGAR, 1998).

El motivo por el que la papa Atlantic es producida y cosechada en mayor proporcion en las
regiones del norte como es el caso de Sinaloa, es por su eficiente sistema de riego y la seleccion
cuidadosa de la semilla. Cuenta a si mismo con una importante infraestructura de almacenes de

refrigeracion que les permite conservar material para la siembra y para el mercado en periodos no
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Optimos conservando un precio razonable, en comparacion a los demas estados donde la
producciéon disminuye, los gastos aumentan y por lo tanto el precio del producto se eleva
(CONPAPA, 1997).

El clima caluroso o con temperatura fria, los suelos secos, la baja calidad fitosanitaria e
infeccion foliar por tizén tardio (Phytophtora infestans) aparentemente son las causas principales
gue impiden una productividad adecuada de la papa Atlantic en los estados del centro del pais
tales como Puebla y Veracruz; donde predomina la papa Alpha. En las regiones céntricas de
México existen las condiciones ambientales propicias para la reproduccion sexual del hongo
causante de la enfermedad del tizén tardio, la gran diversidad del patégeno y por lo tanto su alta
incidencia, obligando a los agricultores a aplicar grandes cantidades de fungicidas lo que eleva
igualmente los costos de produccion y atenta contra la salud y el medio ambiente (SAGAR-INIFAP,
1997). Por consiguiente entre las limitaciones que se encuentran en el procesamiento de la papa
Atlantic y afrontan diversidad de empresas, es que no se cuente con sistemas de produccion
sofisticados, la calidad de la materia prima sea baja y el producto manifieste susceptibilidad a
enfermedades.

El desabastecimiento de papa fresca para la industria en determinadas épocas del afio,
mayo julio y diciembre conduce a una elevacién de su precio (ONU-CEPAL, INEGI, 1993). Una
alternativa para incrementar los cultivos en zonas céntricas de México como en el estado de
Puebla, podria ser el uso de invernaderos que favorezcan el crecimiento del tubérculo. Los
invernaderos tienen el objetivo de aprovechar los recursos naturales como la energia solar, y para
proteger a los cultivos de los estados climatolégicos extremos como lluvias, viento, heladas, plagas
y asi conservar los productos agricolas en un estado adecuado, con bajos costos de produccién.
Ademés permite al agricultor cultivar durante todo el afio. El uso de invernaderos dentro del
proyecto, podria garantizar un aumento en la calidad y rendimiento de los cultivos de papa,
obteniendo de esta manera productos fuera de época, con la posibilidad de obtener varios ciclos

de produccioén al afio, controlando las condiciones climaticas como la temperatura y la humedad.
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ANTECEDENTES

Interacciones entre poblaciones Microbianas

De acuerdo a Atlas y Bartha (2002), generalmente los microorganismos interaccionan de
manera positiva 0 negativa entre si; la neutralidad es poco frecuente. Dentro de una misma
poblacion, los microorganismos cooperan cuando las densidades celulares son bajas, pero
compiten cuando son altas. Una poblacion puede aprovecharse de otra en una relacion comensal
unilateral, o dos poblaciones diferentes pueden interaccionar sinérgicamente. La proximidad fisica
que se da, por ejemplo, en las biopeliculas y en los fléculos, facilita tales interacciones
beneficiosas. En una comunidad (ElI campo o terrenos expuestos a factores diversos), las
interacciones positivas tienden a optimizar la utilizacién de los recursos disponibles como en el
caso de algunas bacterias y las negativas actGan como controles de retroalimentacion, ya que

impiden el agotamiento de los recursos y la consiguiente desaparicion de la poblacion.

Efectos de las poblaciones microbianas de larizosfera sobre las plantas.

Al igual que el sistema radical de las plantas causa un efecto directo sobre la Microbiota
colindante, los microorganismos de la rizosfera ejercen una marcada influencia en el crecimiento
de las plantas. En ausencia de las poblaciones microbianas rizosféricas apropiadas, el crecimiento
de las plantas puede verse perjudicado (Lynch 1976; Dommergues y Krupa 1978; Campbell 1985).
Las poblaciones microbianas de la rizosfera benefician a las plantas, ya que: aumentan el reciclado
y la solubilizacion de los nutrientes minerales; sintetizan vitaminas, amino4cidos, auxinas,
citoquininas y giberelinas que estimulan el crecimiento; y muestran antagonismo hacia patégenos
potenciales de la planta mediante la competencia y el desarrollo de relaciones amensales
(organismo perjudicado mientras el otro no presenta alteracion) basadas en la produccién de
antibidticos (Alvarez et al., 1995). La mayoria de las interacciones que se dan en la rizosfera son
beneficiosas tanto para las plantas como para los microorganismos y son de caracter sinérgico.
Una mayor exploracién y optimizacion de estas interacciones podrian permitir un aumento

significativo de la produccién de cosechas.

o Fijacion de Nitrégeno.

Una de las principales asociaciones mutualistas entre microorganismos y plantas consiste
en la invasion de las raices de algunas plantas por bacterias fijadoras de nitrégeno, que causa la
formacion de un crecimiento tumoral de la raiz denominado nédulo. En general este fendbmeno
ocurre entre las leguminosas y bacterias de tipo rizobeacea. Dentro del nédulo, las bacterias
fijadoras de nitrégeno convierten el nitrdgeno atmosférico en amoniaco, compuesto que
proporciona el nitrégeno necesario para el crecimiento de la planta y de las bacterias (Dalton y
Mortenson 1972; Brill 1975; Bergensen 1978; Evans et al.,, 1991). La capacidad de los

microorganismos de fijar nitrdgeno se detecta mediante la prueba de reduccién del acetileno. Esta
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prueba se basa en el hecho de que el sistema nitrogenasa también puede catalizar la reduccién del
acetileno, que como el nitrégeno molecular posee un triple enlace. La reduccién de acetileno
produce etileno, que se detecta por cromatografia de gases.

Las asociaciones fijadores de nitrégeno (diazotrofas) entre rizobios y plantas leguminosas
tienen una gran importancia en el ciclo global del nitrégeno en la agricultura (Evans et al., 1991;
Postgate 1992; Somasegaran y Hoben 1994). Hasta hace poco las bacterias fijadoras de nitrégeno
que producen nddulos en leguminosas se clasificaban en un solo género, Rhizobium. Actualmente
se conocen dos géneros adicionales, Azorhizobium y Bradyrhizobium (Tabla 4) e incluso se sabe
que otras bacterias alejadas filogenéticamente son capaces de nodular a las leguminosas como es
el caso del género Burkholderia (Moulin et al., 2001)

Tabla 4. Caracteristicas de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium.

Caracter Rhizobium Bradyrhizobium

Crecimiento con N, fijado No No
fuera de las plantas.
Velocidad de crecimiento Normalmente rapida Normalmente lenta
en cultivo
Localizaciéon de los genes Principalmente en un Principalmente en el
nody nif plasmido cromosoma
Rango de especificidad Normalmente reducido Normalmente amplio
con el hospedador
La mayoria de las
Importancia Agricola leguminosas, cereales 'y Soja
cultivos de forraje

Fuente: Sprent and Sprent, 1990.

Las condiciones del suelo tienen un marcado efecto sobre los rizobios puesto que afectan
tanto la supervivencia como a la capacidad de infectar los pelos radicales (Alexander, 1985). Los
rizobios son mesdfilos, pero algunos pueden tolerar bajas temperaturas de hasta 5°C, y otras
temperaturas de hasta 40°C. Algunos rizobios son sensibles a los pH bajos y no pueden
establecer infecciones en suelos acidos; concentraciones relativamente bajas de iones de nitrato y

nitrito también inhiben la formacion de los nédulos.

» PGPR (Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal)

Las células bacterianas desempefian distintas actividades metabdlicas que pueden otorgar
beneficios desde una perspectiva biotecnolégica, agricola, ecoldgica, de bioremediacion y de
biomedicina. Por ejemplo, diversas bacterias estimulan el crecimiento de las plantas (Bloemberg
and Lugtenberg 2001, Castro-Sowinski et al.,2007; Fuentes-Ramirez and Caballero-Mellado, 2005;
Lucy et al., 2004; Oluranti, 2010 ), otras degradan compuestos téxicos para el humano y el

ambiente (Lindstrom et al., 2003; Paul et al.,, 2005; Ramos et al.,, 2005), otras producen
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compuestos antimicrobianos que pueden usarse en el tratamiento de diversas enfermedades
(Champness, 2000; Mufioz-Rojas, 2004; Riley and Wertz, 2002), 6 productos importantes para la
industria alimentaria o de otro tipo (Broadbent et al., 2003).

Las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento de las plantas son conocidas como
PGPRs de sus siglas en inglés (Plant-Growth Promoting Rhizobacteria) y emplean mecanismos
variados que producen una accion benéfica sobre el metabolismo de los vegetales; como la
Fijacién Biolégica de Nitrogeno (FBN) cuando el nitrdgeno del suelo es limitado, la solubilizacion de
minerales (como fosforo y hierro) y la produccion de fitohormonas como auxinas y giberelinas.
Ademas promueven la reduccion de pesticidas y uso de fertilizantes quimicos y pueden ejercer
control biolégico sobre patdégenos (Bloemberg and Lugtenberg, 2001; Castro-Sowinski et al., 2007;
Lugtenberg and Kamilova, 2009; Bashan, 1998). Existen muchos estudios que reportan la
inoculacién de bacterias benéficas denominadas PGPR en diversos cultivos, logrando un mayor
desarrollo e incremento de biomasa de la planta y obteniendo un incremento en la productividad de
estos cultivos. Se podrian citar bastantes formulaciones que han sido reportadas en la literatura
como efectivas en la produccién agricola, entre las bacterias mas representativas de mono-
inoculacién o en combinacién con otras cepas estd A. brasilense que tiene la capacidad de
estimular el crecimiento en maiz, papa, café, tomate, lechuga, trigo, sorgo entre otros (Bashan et
al., 1989; Fuente et al., 1993; Groppa et al., 1998; Bashan et al., 19982; Diaz-Vargas et al., 2001;
Bashan et al., 2004; Garcia- Olivares et al., 2006; Bacilio et al., 2006; Bashan et al., 2010; Oluranti,
2010; Adriano et al., 2011).

= Inoculantes Bacterianos

Considerando las potencialidades agrobiotecnolégicas de las bacterias, se han desarrollo
inoculantes bacterianos (biofertilizantes, fitoestimulantes, bioremediantes, biocontrolantes,
biosolubilizadores u otro); que son formulaciones que contienen un soporte con microorganismos
vivos que ejercen una funcion benéfica (Bashan et al.,, 1998, Hungria et al.,2001; Tamizh and
Thangaraju, 2007); los microorganismos pudieron haber sido aislados tanto de suelo como de la
rizosfera de plantas (Vessey, 2003). Los inoculantes son aplicados a semillas, superficies de
plantas o el suelo, cuyas bacterias son capaces de colonizar la rizésfera o el interior de la planta,
donde promueven el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos (Bloemberg and
Lugtemberg, 2001; Hungria et al., 2001; Oluranti, 2010), razén por la que han sido aplicados en
cultivos de interés agricola para aumentar su productividad (Bashan, 1998; Hungria et al., 2001;
Lucy et al., 2004; Vessey, 2003). Sin embargo; el término inoculante bacteriano se ha confundido
con los términos biofertilizante y bioestimulante debido a que estos Ultimos son mas comerciales,
incluso sus registros son mas agiles (Bashan, 1998; Bléemberg, 2001).

Varios factores pueden afectar el éxito de un inoculante y que se deben tomar en cuenta al
preparar estas formulaciones (Bashan, 1998), como por ejemplo: 1) la elecciéon de una cepa

competitiva para el ambiente donde seréa aplicado; lo cual dependera de la capacidad de la bacteria
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para adaptarse a dicho ambiente y para captar nutrientes. Las bacterias que tienen una distribucion
ubicua, tanto geografica como entre hospederos, son las que tendran mayor posibilidad de
adaptacién. Los microorganismos han desarrollado distintas estrategias para competir por
nutrientes en su medio ambiente, por ejemplo, algunos han mejorado sus sistemas de quimiotaxis
(De Weert et al., 2002; Mufioz Aguilar et al., 1988). 2) Las bacterias usadas para la elaboracion de
un inoculante deben ser buenas promotoras del crecimiento de las plantas que se desean inocular.
Para ello deben estar respaldadas por diversos estudios que contemplan, colonizacion de plantas,
adherencia a la raiz y las bases moleculares que usan para conseguir la fitoestimulacion
(Bloemberg and Lugtenberg, 2001; Castro-Sowinski et al., 2007; Lugtenberg and Kamilova, 2009;
Ortiz-Castro et al., 2009). 3) La capacidad de las bacterias para colonizar adecuadamente a las
plantas, sin causar dafios, serd determinante para obtener resultados positivos. Ademas, la
colonizacion de las bacterias debe ser estable para tener mas probabilidad de éxito en la
promocion de crecimiento. Sin embargo, esto puede depender de la fisiologia de las plantas y del
genotipo de bacterias usadas (Mufioz-Rojas et al., 2003). 4) La supervivencia de la bacteria
durante la vida de anaquel del inoculante ya formulado (Bashan et al., 2001, Clatroux et al., 2001;

Hungria et al., 2001; Tamizh and Thangaraju 2007).

o Inoculaciones en Cultivos

El éxito de los inoculantes alrededor del mundo ha sido variable, por ejemplo la inoculacion
con Azospirillum, promueve el crecimiento de cultivos en distintos suelos y regiones climaticas, con
éxito en el rango de 60 a 70% (Fuentes-Ramirez and Caballero-Mellado, 2005; Okon and
Labandera-Gonzéalez, 1994). Diferentes especies de Rhizobia se han inoculado en millones de
hectareas de varios cultivos de leguminosas (Catroux et al., 2001) con éxito relativo. No obstante,
también se han reportado resultados negativos para estimular el crecimiento de plantas en los
cultivos, después de la inoculacién de las Rhizobia y distintas especies de Pseudomonas
(Amarger, 2002).

En la naturaleza las plantas estan asociadas a muchas bacterias tanto endéfitas como
rizosféricas, se propone que estas estan en constante lucha por los recursos en una intensa guerra
microbiana (Czaran et al., 2002). Sin embargo, también se propone que las bacterias benéficas
pueden coexistir como consorcios donde existe sinergismo entre las bacterias pobladoras,
desencadenando una mejor fitoestimulacion. De hecho, cuando se inoculan plantas de cafia de
azlcar con un multinoculante hay una mejor fitoestimulacion de las plantas (Oliveira et al., 2008).
Ademas, en algunos experimentos donde se ha llevado a cabo la coinoculacién de dos especies
bacterianas se obtuvieron resultados de estimulacion de crecimiento o de control biolégico mas
provechosos para las plantas en comparacion que cuando se lleva a cabo la inoculacion con una
sola bacteria (Bashan, 1998). Algunos ejemplos exitosos incluyen la coinoculacion de: a)
Azospirillum con algunas bacterias solubilizadoras de fosfatos (Alagawadi and Gaur, 1992; Belimov
et al., 1995), b) Azospirillum con Rhizobium (Andreeva et al., 1993; Fabbri and Del Gallo, 1995), c)
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Azotobacter con Streptomyces (Elshanshoury, 1995), d) Pseudomonas con Serratia (Frommel et
al., 1991), e) Pseudomonas jessenii PS06 con Mesorhizobium ciceri C-2/2 reportaron mayor
productividad en plantas de garbanzo (52% en comparacién al tratamiento no inoculado) y un
incremento de peso fresco en nédulos, sugiriendo una actividad sinérgica entre estos dos
microorganismos en la promocién del crecimiento vegetal bajo condiciones de campo (Valverde et
al., 2006).

En papa se ha explorado la monoinoculacion de bacterias benéficas que pueden
incrementar los rendimientos de la planta como el caso de Methylobacterium sp., una bacteria
endofita que no posee actividad antagonista pero que induce la respuesta de defensa en plantas
contra patdgenos (Ardanov et al., 2012). Para dilucidar el papel de las comunidades innatas
endofitas en las respuestas de las plantas, se han estudiado los cambios en la comunidad, tanto en
experimentos in vitro y en invernadero utilizando diversas combinaciones de plantas, inoculantes
enddfitos y patdgenos. La induccidon de resistencia se ha estudiado en varias especies de papa
(Solanum tuberosum L.) por Methylobacterium sp. IMBG290 contra los patégenos P. atrosepticum,
Phytophthora infestans y Pseudomonas syringae pv. En tomate DC 3000 y en madera de pino
(Pinus sylvestris L.) por M. extorquens DSM13060 contra Gremmeniella abietina. Las capacidades
de los inoculados por Methylobacterium sp. mostraron inducir resistencia a cepas que eran
dependientes de la variedad de cultivo de plantas, agente patégeno, y de la densidad de
Methylobacterium sp. Se ha observado que la composiciéon de la comunidad endéfita cambi6 en
respuesta a la inoculacidn en los tejidos de los brotes y se correlacioné con la resistencia o la
susceptibilidad a la enfermedad. Los resultados que se han obtenido por la inoculacion de
Methylobacterium sp. tienen diferentes efectos sobre la resistencia de las plantas a enfermedades,
que puede ser modulada a través de la comunidad enddfita del huésped (Ardanov et al., 2012).

En la Tabla 5 se encuentra una revision de los diversos cultivos en los que se ha explorado
el efecto promotor de crecimiento en plantas de diferentes formulaciones microbianas, asi como el

posible mecanismo de accion que ejercen dichas cepas.

o Normatividad de inoculantes e inoculante EMMIN-1

Los inoculantes deben cumplir varias caracteristicas para considerarse de calidad, sin
embargo muchos paises del mundo no se han puesto de acuerdo, incluso no han llegado a tener
una legislacion sobre como debe ser un buen inoculante (Caballero-Mellado et al., 2005). A este
respecto, Brasil es uno de los paises que si cuenta con legislacion al respecto y controles de
calidad (Villamil, 2005). En el caso de México hay una norma oficial mexicana (NOM-077-FITO-
2000) que menciona la definicidon de inoculante, las caracteristicas benéficas que debe aportar a la
planta entre otras cosas, pero alin no se ha implementado como tal.

Recientemente en el laboratorio de Supervivencia y Ecologia de Microorganismos del
Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,

se disefié un inoculante multiespecies denominado EMMIM-1 (Morales-Garcia, 2013), el cual esta
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compuesto por 6 especies bacterianas cosmopolitas: Pseudomonas putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178, Bradyrhizobium sp. MS22, Burkholderia unamae MTI-641,
Gluconacetobacter diazotrophicus PA1 5" y Azospirillum brasilense Sp7. Los resultados obtenidos
en la parte experimental con la utilizacion de la mezcla de bacterias, sugiere que esta formulacién

podria aplicarse para la promocién del crecimiento en la papa debido a la capacidad de adaptacion
observada de estos microorganismos.
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Tabla 5. Microorganismos utilizados en inoculantes sobre cultivos para promocion de crecimiento, biodegradacion o biocontrol.

Pseudomonas putida | Sintesis de trehalosa, contrarresta el estrés por ROS | Frijol, Maiz, Lechuga,

BIRD-1 de la rizosfera. Meldn Roca A.
Solubilizacion de fésforo y hierro. Fresas, Tomates Granada, Espafa etal., 2013
Produccidn de fitohormonas: AlA. Cebolla.
Solubilizacién de fosfatos (acido).
Pseudomonas Produccidn del biosulfatante, sider6foros, cianuro de
aeruginosa hidrégeno, catalasa, amoniaco, solubilizacion de Parthenium Nueva York, EUA Kumar Singh. et al., 2013
All fosfato. hysterophorus
Pseudomonas
fluorescens Produccion de auxinas y sideréforos. Maiz Madrid, Grijalbo L. et al., 2013
Espafia
Sphingobacteria 'y Produccion de auxinas y FBN. Madrid,
Thermococci Arroz Espafa Lucas J.A. etal., 2013
A. brasilense .
UAP-154 y CFN-535 Sintesis de auxinas: AlA. Maiz Irlanda Couillerot. et al., 2013.
P. fluorescens Pseudomonas biocontrol el 2,4 México
F113 diacetilphloroglucinol. Suiza
Bradyrhizobium
diazoefficiens FBN, produccién de Fitohormonas: auxinas, Soja, Maiz Londrina, Parand, Marks B.B. et al., 2013
CPAC giberelinas (Rhizobia) y citocinas. Polisacéridos Brasil
B. japonicum extracelulares (EPSs)
Azospirillum
brasilense *LCOS, Lipo-citooligosacéridos.
Ab-V5
Azospirillum Produccidn de auxinas, giberelinas y citocininas.
Brasilense Solubilizacion y captacién de minerales. Lechuga Plata, Argentina Fasciglione.
sp245 Produccion de nitrito y reduccién de nitrato. etal., 2012
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Produccion de exopolisacarido.
Sintesis de sideroforos.
Incrementa solutos organicos que contribuyen a la
osmoregulacion.

Burkholderia tropica VOC, FBN, siderdéforos y solubilizacion de fosfatos. Maiz Morelos, México Tenorio. et al., 2012
MTo 293
Produccién de (ACC) deaminasa.
Produccién de fitohormonas y sideréforos. Ontario,
Pseudomonas putida Biocontrol por metabolitos antimicrobianos y Canola Canada Stearns J.C. et al., 2012
uw4 antifingicos.
Competencia por nutrientes y nichos.
Estimulacion de ISR.
Azotobacter sp. FBN. Tolima, Guzman A. et al., 2012
Azospirillum sp. Produccion de AlA. Algodén Colombia

Pseudomonas
fluorescens
Pseudomonas putida
Bacillus mega- terium
Bacillus cereus

ACC desaminasa Yy solubilizacion de fésforo

Larrea tridentata

Desierto Mohave,
Chile

Jorquera M.A. et al., 2012

Bacillus sp.

Produccion de exopolisacarido: biopeliculas, IAA,
solubilizacién de fosfato, enzimas (glucanasas,
celulasas).

Cactus
Maiz

Bahia Piaui Ceara
Paraiba y Rio Grande
do Norte, Brasil

Kavamura N. et al., 2012

Streptomyces sp.
Tsukamurella sp.
Pseudomonas sp.

Resistencia a Pb, Zn y Cd: Rizorremediacion.

Betula celtibérica
Cytisus scoparius
Festuca rubra

Mina Rubiales en
Lugo Espafa

Becerra-Castro C. et al.,
2012

Enterobacter sp.
UAPS03001

Desconocido.

Maiz

Tlaxcala, México

Morales-Garcia. et al.,
2011

Pseudomonas sp.
Azospirillum sp.
Paenibacillus sp.
Arthrobacter sp.
Acinetobacter sp.

FBN, solubilizacién de fosfatos, sintesis de
sideroforos y fitohormonas.

Laguncularia
racemosa,
Rhizophora mangle,
Avicennia
schaueriana

Rio de Janeiro,
Brasil

Lima do Carmo. et al., 2011
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Pantoea eucalypti

Pseudomonas Solubilizacion de fosforo. Lotus tenui Rio Salado, Castagno L.N. et al., 2011
fluorescens Argentina
Erwinia rhapontici
Biocontrol: produccién de antimicrobianos, enzimas
Bacillus hidroliticas. Papa Montafias andinas, Calvo.
amyloliquefaciens Produccidn de fitohormonas: AlA. Peru etal., 2010
Solubilizacion de fosfatos.
Rhizobium tropici
Rhizobium FBN Frijol Tusiana, Fernandez-Aunion C. et.al.,
leguminosarum Espafia 2010
Rhizobium gallucum
Azotobacter sp.
Azospirillum sp. Produccion de sideréforos y produccién de AlA. Pimentdén Tachira, Reyes I. et al., 2008
Rhizobium sp. y maiz Venezuela

Burkholderia
silvatlantica
SRMrh-20T

Desconocida

Cafia de azucar y

Rio de Janeiro, Brasil

Perin L. et.al., 2005

maiz
Burkholderia unamae FBN Tomate Morelos, México Caballero-Mellado J.C.
MTI-641T AAC desaminasa et al., 2004
FBN
Pseudomonas Fitohormonas: auxinas, citoquininas, giberelinas y Lupinus Madrid , Espafia J.A. Lucas Garcia. et al.,
fluorescens etileno. Albus 2004

Bacillus thuringiensis

Sideréforos y ACC desaminasa.
Estimulacion de ISR.

Burkholderia tropica FBN Cafia de azucar, maiz Brasil y México Reis V. et al., 2004
Ppe8T y teosintle
G. diazotrophicus FBN Café, Cafa de

PAI 5

Acido Indol Acético

azulcar, pifia

México

Jiménez-Salgado. et al.,
1997
Mufioz-Rojas y Caballero-
Mellado, 2003
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Gluconacetobacter
johannae CFN-Cf557

Desconocido

Café

Chiapas, México

Fuentes-Ramirez L.E.
et al., 2001

Azospirillum
doebereinerae sp.

FBN

Miscanthus sinensis
cv. Giganteus

Alemania y Brasil

Eckert B. et al., 2001

Bacillus subtilis Biofungicida: produccion de 3 péptidos, contra Delgadillo R.J.
géneros de: Rizhoctonia solani, cepas de Fusarium Papa Irapuato, México et al., 2001
sp y de Phytophthora infestans
B. vietnamiensis Morelos, Chiapas, Estrada-de los Santos.
TVV75T FBN Maiz y Café Oaxaca, México etal., 2001
Gluconacetobacter
azotocaptans FBN Café Chiapas, México Fuentes-Ramirez L.E.
CFN-Cas54" et al., 2000
Bradyrhizobium FBN Soja Brasil Rumjanek N. et al., 1993

elkanii
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JUSTIFICACION

La baja productividad de papa de la variedad Atlantic en el centro del pais muestra la
necesidad de explorar alternativas para asegurar su produccion. Es por ello que el presente trabajo
se propuso propagar plantulas de papa de forma econdmica y bajo condiciones de laboratorio,
acoplando bacterias con potencial PGPR de una formulacién multiespecies (EMMIM-1). Se exploré
el efecto de estas bacterias para potenciar el crecimiento y rendimiento de la papa bajo
condiciones de camara de plantas e invernadero. Este es el primer trabajo que explora el efecto de
un inoculante multiespecies en papa en un ambiente protegido. La tecnologia generada en este
trabajo podria ser esencial para asegurar la produccién de papa en zonas donde se presentan
enfermedades de la planta o lugares con climas adversos, como sucede en las zonas del centro
del pais; lo que podria representar una alternativa de produccién y oportunidad de comercializacion

de la papa.

OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto de un inoculante multiespecies (EMMIM-1) para promover el crecimiento
de papa Solanun tuberosum, c,v. Atlantic, propagada bajo condiciones de laboratorio y crecida en

invernadero.
Objetivos especificos

. Examinar condiciones de laboratorio adecuadas para propagar brotes de papa
mediante una metodologia, practica, econdémica y eficiente, alternativa a la micropropagacion.

. Propagar plantulas de papa bajo condiciones Optimas, para experimentos de

promocion de crecimiento.

. Evaluar la capacidad de las bacterias del inoculante multiespecies para adherirse y

colonizar a plantulas de papa propagadas.

. Evaluar la capacidad de adaptacién de plantulas inoculadas y no inoculadas en

condiciones de invernadero.

. Medir el efecto del inoculante multiespecies como promotor del crecimiento en

papa bajo condiciones de invernadero.
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ESQUEMA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS
= Exploracion de condiciones para propagacién de brotes de papa.
o Seleccion de materia prima.

A partir de papa Solanum tuberosum c.v Atlantic, se realizd una seleccién minuciosa de las
muestras que fueron sometidas a induccion de brotes. Las condiciones fisiolégicas de los
tubérculos de papa afectan la emergencia y crecimiento del cultivo, por lo que se deben
seleccionar tubérculos de una edad fisiolégica determinada, el crecimiento puede fracasar si los
tubérculos sembrados no tienen en un estado adecuado de desarrollo fisiologico, ya que las
condiciones de crecimiento y almacenamiento influyen en los estados fisiolégicos de las papas
(Wiersema, 1990) por lo que los criterios que se tomaron en cuenta para la inclusiéon dentro del
estudio fueron: papas integras, firmes, ausencia de pudricién, plagas y sin presencia de brotes o
moho (Figura 4).

o Condiciones para la induccion de brotes.

Las muestras seleccionadas, se colocaron en 4 cajas de cartdbn de 62 cm x 40 cm con
capacidad de 15 kg, las cuales presentaron diferentes condiciones experimentales para la
induccion de brotes; variando luz, humedad y temperatura (Tabla 6). Cada caja almacend una
cantidad de 20 papas. Cada dia y durante 15 dias se realizé el monitoreo de temperatura y
humedad relativa para cada tratamiento, la medicion se efectud por un tiempo aproximado de 20
minutos por tratamiento. El horario de la medicién fue constante (Hora) para evitar errores. Se
evalud la emergencia de plantulas en todos los tratamientos.

Tabla 6. Tratamientos para exploracion de condiciones en la emergencia de brotes de papa.

Tratamiento Condiciones Observaciones

1 Fotoperiodo a 12 h. En una caja de carton se colocaron 20 tubérculos de
papas. Las muestras se almacenaron en el area de
plantas. Se dispuso de un periodo de luz/oscuridad
de 12/12 horas, durante 15 dias.

2 Luz / Temperatura 20 tubérculos de papas. La caja fue ubicada en el

ambiente area numero 2 de almacén de plantas con
exposicién directa a luz solar (No cerrada) y a
temperatura ambiente, durante 15 dias.

3 Oscuridad / Temperatura 20 tubérculos de papas. Estas muestras se cubrieron

ambiente y sellaron completamente evitando la luz solar y
manteniendo las condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente, durante 15 dias.

4 Invernadero 20 tubérculos de papas. Se traslado la caja y colocé
en condiciones de invernadero, durante 15 dias.

o ldentificacién de brotes viables
Quince dias posteriores al sometimiento de las papas a condiciones para su brote, se
evalué el nimero de brotes totales, se enumeraron las papas y se seleccionaron las que
presentaron mayor nimero de brotes adecuados, se excluyeron aquellas donde no hubo

dominancia apical y finalmente el tratamiento donde se obtuvo el mayor nimero de plantulas

25



viables fue elegido como condicién de eleccion para experimentos posteriores. El experimento se
realizo por triplicado.
= Exploracion de técnicas para propagacion de plantas de papa.

En este estudio se utilizaron dos metodologias para propagar a las plantulas de papa, la
técnica de “extraccion de brote” (EB) y la técnica de la “semilla del tubérculo” (ST). Los indicadores
medidos fueron los mismos para ambas técnicas y se realizaron 6 experimentos de exploracion (2
por técnica de EB y 4 mediante la técnica de ST). Cada experimento incluyé dos tratamientos
(plantulas multi-inoculadas y plantulas no inoculadas) adicionando distintas cantidades de
fertilizante (0 g, 5 g, 10 g, 30 g, 50 g) (Figura 4).

o Técnica de propagacion a partir de extraccion de brote en semilla de papa.
1. Seleccion de semillas sanas.
Se seleccionan aquellas semillas firmes no blandas, sin quemado foliar, ausencia de

pudricién, plagas (insectos, hongos) y sin presencia de brotes (Figura 5).

Figura 5. Semillas de papa para obtencién de brotes.

2. Establecimiento de condicién 6ptima.
Las muestras seleccionadas, fueron colocadas en condicion de Tratamiento 3, el cuél fue

elegido por resultar con mayor porcentaje de germinacion (Tabla 7).

Tabla 7. Condiciones Optimas en la emergencia de brotes de papa.

Tratamiento Oscuridad Temperatura: 24 — 26°C
3 Temperatura ambiente Humedad Relativa: (2) 60%

3. Identificacion de brotes viables.

Después de someter a la semilla a condiciones adecuadas y 15 dias posteriores, se
seleccionaron las semillas que manifestaron brotes Optimos con coloracion morada y coloracion
blanquecina. Estos brotes identificados en buenas condiciones se denominaron viables ya que se

usaron para la extraccion posterior.
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4. Traspaso de brotes afrascos de vidrio.

Después a su seleccion, se procedid a traspasar los brotes viables a frascos de vidrio de 5
cm de diametro x 6 cm de largo. Primeramente las papas se organizaron en un recipiente a una
distancia de 2 cm entre ellas y se dejaron en reposo en la campana de flujo laminar por 10 min, no

se esterilizaron.

Figura 6. Extraccién del brote de la semilla de papa.

Se localiz6 el brote viable y se extrajo cuidadosamente con bisturi y pinzas estériles. En
caso brotes multiples se eligié el méas firme y en mejores condiciones, se cortd superficialmente un
area de 1 cm y una profundidad no mayor a 1 cm (Figura 6). Se evité dafiar al brote o quemarlo,
con las pinzas se desprendié el brote del tubérculo y se colocé en el frasco de vidrio
correspondiente; donde fue sumergido dentro de la vermiculita de forma superficial. Se dejo la
parte blanda por dentro y se agit6 levemente el frasco para cubrir areas faltantes del brote.

A partir del inoculante EMMIM-1, preparado en acuerdo con Morales-Garcia (2013), se
realizé una dilucidon usando 15 ml de inoculante aforados a 40 ml con agua estéril. Este volumen
fue adicionado a los brotes contenidos en los frascos. Para controles solo se utilizaron 40 ml de
agua estéril (Figura 7).

Figura 7. Brotes de papas extraidos y depositados en frascos.

27



Las muestras se mantuvieron en campana de flujo laminar de 60 a 70 minutos para reducir
el nivel de humedad. Los frascos fueron tapados, con tapas de algoddn previamente esterilizadas y
se colocaron en una camara de plantas a fotoperiodo Luz/obscuridad 12/12, temperatura de 30 C y
humedad relativa ambiental (23°C). La camara de plantas fue construida y consistié en una caja de
metal de 90 cm de largo x 60 cm de ancho con capacidad de 100 muestras que fue etiquetado, y
con un sistema de iluminacion de 16 focos tipo flama de 110 volts (25 wts), que permitio el
mantenimiento de las condiciones para el crecimiento de las plantulas (Figura 8).

En el tercer dia se aplicaron 40 ml de solucion diluida (1:8) de MS (Murashigue and Skoog,

1962), que consistio en sales minerales y fuente de nitrégeno.

Figura 8. Espacio de monitoreo de brotes de papa con sistema de iluminacién con reloj
temporizador.

Figura 9. Materiales utilizados para traspaso de brotes de papa a bolsas.

5. Traspaso de plantas de papa de frascos de vidrio a bolsas para maceta.

Después de 30 dias se procedié a un segundo trasplante, de condiciones de laboratorio a
condiciones de invernadero. Las plantas fueron traspasadas de frascos de vidrio a bolsas negras
de polietileno llenadas con vermiculita (Figura 9), con un frasco medidor de 300 g se colocaron un
total de 11 cargas, obteniendo un peso total de 3,300 g por cada bolsa. Las bolsas negras fueron
adicionadas con mas vermiculita a medida que la longitud de la planta aumento.

El traspaso se realiz6 sin condiciones de esterilidad donde fueron reinoculadas con 15 ml
de EMMIM-1 que se afor6 a 60 ml de agua estéril (Figura 10). Estas macetas fueron transportadas

a invernadero, (se dejo la opcién de monitorearlas por un periodo de 7 dias en condiciones menos
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estresantes antes de ubicarlas en invernadero). Al ubicarse en el invernadero fue necesario
hidratar el primer dia con 1 litro de agua estéril, subsecuente se realizd un riego equivalente para
todas las macetas cada cuarto dia (600 ml) con agua potable procurando humedecer toda la
vermiculita para favorecer las condiciones de humedad. En cuanto a nutrientes se utilizaron
diversas cantidades de triple 16 (N, P, K), a 5, 10, 30 y 50 g en su forma granulada asi como sin
adicion de fertilizante, la aplicacion se realiz6 el 5° dia después del paso de la planta al invernadero
(Figura 11).

El fertilizante triple 16 (T-16) es un fertilizante de alto valor, por su eficiencia en la
aplicacion, ademas de que dado su balance quimico de los 3 macronutrientes primarios, es una
férmula de fertilizacién que permite un mejor aprovechamiento de los nutrientes por las plantas. Es
una férmula que contiene un balance bien equilibrado de nutrientes (16%N-16%P-16%K) y con una
concentracion total alta (48%), ideal para aplicaciones de inicio o de arranque en diversos cultivos.
El papel de los diversos componentes de la Triple 16 son esenciales en todo el crecimiento de la
planta (CICLOPLAFEST, 2007).

Figura 10. Traspaso de brotes de papa a bolsas negras de polietileno. 1) Se retird
cuidadosamente el brote del frasco 2) Se extrajo de forma circular, evitando el dafio de la
raiz y presionando la base de la planta ; 3) Se extrajo el brote suavemente del frasco
sosteniéndola del tallo y evitando su caida, se deposité inmediatamente en maceta; 4)Se
adicioné solucion MS e inoculante multiespecies; 5 ) Se realiz6 esparcimiento de la
vermiculita en la maceta para mejoramiento de la humedad; 6) Etiquetado de las bolsas; 7)
Monitoreo de las plantas.

29



Figura 11. Condiciones de invernadero. a) Invernadero usado en el cultivo de papas. b)
Bolsas de polietileno con semillas de papa previamente germinadas.

6. Control de plagas

El control etolégico utiliza algunas caracteristicas del comportamiento de las plagas para
disefiar estrategias de control. Se conoce que muchas especies de insectos son fuertemente
atraidas a fuentes de luz y el color amarillo. Estas caracteristicas han permitido el
perfeccionamiento de técnicas de trampeo para algunos lepiddpteros y coledpteros (trampas de
luz) y para algunos dipteros (trampas amarillas) los cuales son frecuentes en cultivos de papa. En
la agricultura de subsistencia o en pequefios huertos se utilizan diversos tipos de extractos como
por ejemplo: Extracto acuoso de jabon (insecticida, acaricida), extracto acuoso de ceniza vegetal
(fungicida), azufre, cobre o cal (fungicida) lo cual permite un control de insectos y parasitos en los
cultivos, atrayéndolos y reduciendo el nimero de poblaciones (Bejarano, 2002).

Para la reduccién de plagas en los cultivos de papa se probaron diversas trampas
ecoldgicas para la reduccion de plagas ademés del efecto benéfico de las cepas bacterianas del
EMMIM-1 (Biofungicidas). Fue adecuado usar plantas de Citronella, se usaron 12 plantas (Figura
12), cerca de los cultivos para la reduccion de mosquitos dentro del invernadero, las trampas
cromaticas a base de tapas de color amarillo que contuvieron agua y jabon, fueron usadas como

medio de control para la mosca blanca, ademas de solucién casera a base de ajo y cebolla.

Figura 12. Plantas de Citronella alrededor de las plantas de papa, para control de plagas.
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o Técnica de propagacion a partir de semilla de papa.

Las etapas que comprendieron esta técnica fueron similares a la extraccion del brote. Sin
embargo, la adicién de inoculante se limita a una sola aplicacién y se realizé en condiciones no
estériles, en comparacion de la otra metodologia donde se realiz6 una segunda reinoculacién al
dia 20 y se manejaron condiciones de esterilidad (Figura 4).

1. Seleccidn de semillas sanas.

Descrito en técnica de extraccion de brote.

2. Preparacion de semillas.

Las semillas seleccionadas fueron separadas en dos recipientes con capacidad de 4 litros,
16 semillas por recipiente. En uno de los recipientes se colocaron 1200 ml de EMMIM-1
(tratamiento inoculado) y en el otro contenedor 1200 ml de agua destilada estéril (tratamiento no

inoculado), las semillas fueron sumergidas durante una hora (Figura 13).

Figura 13. Inoculacion de semillas de papa, a) suspension EMMIM-1y b) agua destilada.

3. Retiro de exceso de humedad

Después de la inoculacion, las semillas fueron limpiadas cuidadosamente y colocadas
durante 15 minutos a temperatura ambiente para reducir el exceso de humedad y disminuir la
aparicién de hongos durante la fase de brotamiento, aumentando la probabilidad de obtener mayor
cantidad de brotes sanos.

4. Condicién para obtencién de brotes
Las semillas fueron llevadas a condiciones del tratamiento 3 para aparicién de brotes,
dejando 25 dias en esta condicién para su utilizacion mediante esta técnica. Se obtuvieron y

usaron brotes fuertes y largos (Tabla 7) (Figura 14).
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Figura 14. Obtencion de brotes adecuados para su uso en latécnica de semilla de papa.

5. Sembrado en bolsas negras de polietileno.

De acuerdo a la técnica de extraccion de brote, los tubérculos con brotes sanos fueron
utilizados para pasar a bolsas negras de polietileno. Las semillas fueron sembradas directamente a
la bolsa. Se realiz6 un sembrado cuidadoso evitando que los brotes fueran dafiados. La semilla fue
sumergida a unos 5 cm dentro de la vermiculita, y se procuré que el brote principal quedara
expuesto en el ambiente, lo que permitid su crecimiento posterior. Las bolsas fueron transportadas
a invernadero (Figura 15).

Figura 15. Sembrado directo en vermiculita de la semilla con brotes.

En el invernadero, las bolsas, fueron regadas con 1 litro de agua potable en el primer dia,
subsecuente se adicionaron 600 ml de agua potable cada 4 dias, procurando humedecer toda la
vermiculita para favorecer las condiciones de humedad. A los dos dias después del sembrado se

adicionaron 0, 5, 10, 30 y 50 g de triple 16 (N, P, K), dependiendo del experimento explorado.
= Curvas de crecimiento.

Para la parte experimental, se us6 el inoculante multiespecies (EMMIM-1) conformado por
6 cepas bacterianas (Morales-Garcia, 2013). En la tabla 8 se muestran las especies que fueron

32



utilizadas con sus respectivos medios de seleccion. La metodologia se describe en el anexo 1 de
esta tesis.
Tabla 8. Especies bacterianas (EMMIM-1) que fueron evaluadas en esta

investigacion.

Microorganismo Medio de cultivo
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5" LGI-CAZ®
Pseudomonas putida KT2440 LB-CL>

Burkholderia unamae MTI-641 BAc-CRO™, CAZ”
Azospirillum brasilense Sp7 Rojo Congo
Sphingomonas sp. OF178 LB 5%-Cm*’, CTX *
Bradyrhizobium sp. MS22 TESMA-Ge™’, AK*, TE¥

AK: Amikacina; Ge: Gentamicina; TE: Tetraciclina; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona,;
CAZ: Ceftaidina; CL: Cloranfenicol. Superindices: concentraciones pg /ml.

*= Monitoreo de bacterias inoculadas, capacidad de adherencia y colonizacion.
o Suspensiones Bacterianas (UFC/ml).

Se cuantificé el nimero de UFC/ml en todas las suspensiones bacterianas utilizadas en los
experimentos, lo que permitié conocer la poblacién bacteriana que se esta inoculando inicialmente.
Para esto se utilizé 1 ml del EMMIM-1 por cada botella previamente preparada (Morales-Garcia,
2013). Se realizaron diluciones 1:10 correspondientes y se realiz6 método de “goteo en placa” para
la cuantificacién (Herigstad et al., 2001; Hoben and Somesegaran, 1982), usando los medios

selectivos ordenados en la tabla 8. Este experimento se realizé por triplicado (Figura 16).

o Determinacién de adhesién Bacteriana (UFC/ml).
Esta cuantificacion se realizd a las 48 horas posteriores a la inoculacién. El procedimiento

comprendi6 diversas etapas dependiendo de la técnica de propagacion de la papa:

-Adhesion de bacterias en plantas obtenidas mediante la “extraccion de brote”.

Para este caso se usaron 3 plantas inoculadas y 3 plantas control. Cada brote se extrajo
cuidadosamente del frasco con pinzas estériles y se sumergiéo en 5 ml de agua estéril, contenida
en un tubo Falcon. La suspensién se agitdé vigorosamente con el Vortex por 10 segundos
permitiendo el desprendimiento de las bacterias. Un mililitro de la suspensién fue colocada en un
tubo eppendorf para su cuantificacion bacteriana y el resto de la muestra fue congelada para una
posterior deteccion molecular (Morales-Garcia et al., 2014). La cuantificacion bacteriana se realizd
por triplicado (Figura 16), mediante el método de goteo en placa (Herigstad et al., 2001; Hoben and
Somesegaran, 1982), en los 6 medios de seleccidn correspondientes (Tabla 9). Las placas se

incubaron a 30°C por 24-48 h, de acuerdo a la cepa bacteriana monitoreada.
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- Adhesion de bacterias en plantas obtenidas mediante la metodologia de “semilla de papa”.

En este ensayo se seleccionaron 6 semillas por cada tratamiento (3 tratadas con inoculante
y 3 tratadas solamente con agua destilada no estéril), éstas se colocaron en frascos de 800 ml de
capacidad con 125 ml de agua estéril. La semilla (52 g aproximado por semilla) fue sumergida y se
dejé en reposo durante 30 minutos, se agité vigorosamente con ayuda del Vortex durante 10
segundos y se tom6 1 ml de la suspension generada, a partir del frasco, para su cuantificacién
bacteriana (por triplicado) mediante el método de goteo en placa, usando los medios selectivos
propuestos (tabla 9). Las placas fueron colocadas a 30°C por 24-48 h (en acuerdo con la bacteria

explorada).

= Determinacién de colonizacion bacteriana

La cuantificacion de las distintas especies bacterianas que colonizaron la rizésfera de las
plantas fue realizada a los 20, 50 y 90 dias posteriores a la inoculacién (dpi). Para el caso de
plantas por la técnica de extraccion de brote, a los 20 dpi se extrajo la planta completa con pinzas
estériles (aproximadamente 1.64 g por muestra). Después fueron sumergidas en un tubo Falcon
con 10 ml de agua estéril, se agité vigorosamente y finalmente se cuantifico el nimero de UFC/ml
por el método de goteo en placa. En caso de la técnica por Semilla de papa, el producto fue
removido de la maceta y en condiciones de esterilidad se extrajeron todas las raices encontradas
(3-4 g por muestra), las cuales fueron sumergidas en agua en proporciéon 1:10 p/v, para su
posterior cuantificacion por goteo en placa.

La determinacién de la colonizacion que se realizd a los 50 y a los 90 dpi, fue similar para
plantas obtenidas por ambos métodos de propagacién. Para ello, bajo condiciones de campana de
flujo laminar, se extrajeron 20 g de raiz por cada muestra (6 por tratamiento). Las muestras se
colocaron en 150 ml de agua estéril, contenidos en recipientes de vidrio con capacidad de 1 litro, la
raiz se dejé en reposo durante 1 hora, después el recipiente fue vortexeado y se realizaron
diluciones seriadas (1:10) para cuantificacion bacteriana mediante el método de goteo en placa

(Figura 16). Estos ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 16. UFC/ml. a) Cuantificacion de bacterias por método de goteo en placa, b) Lectura
de resultados por contador de colonias.
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Para poder mostrar los efectos del EMMIM-1 en los cultivos de papa, fueron medidos
diversos indicadores, los cuales se analizaron y compararon con sus respectivos controles.

= Porcentaje de supervivencia en plantas de papa.

El porcentaje de supervivencia permitié evaluar el efecto que tiene el multinoculante
EMMIM-1 sobre el nimero de plantas que sobreviven a los diferentes factores de estrés dentro del
laboratorio y en condiciones de invernadero (temperatura, humedad y plagas) y que llegan al final
del cultivo. La evaluacion se realiz6 desde el primer dia que los brotes fueron extraidos de la
semilla y pasados a frascos (técnica por “extraccién de brote”) o cuando fueron pasados a maceta
directamente (“semilla de papa”), las plantas fueron monitoreadas semanalmente durante un
periodo de 16 semanas (110 dias), tiempo que le toma a la planta terminar su ciclo fisioldgico en
caso de condiciones favorables. El registro fue mediante una variable dicotémica, viva (V) o muerta
(M) al término de cada semana. Se incluyeron las muestras utilizadas para cuantificacion

bacteriana (6 por tratamiento).

= Determinacién de Clorofila por método de extraccién en frio.

Para la medicion de este indicador se realizd una curva de absorbancia de la clorofila en
muestras de hoja de papa (3 muestras), por medio del espectrofotémetro (Perkin Elmer lambda 25
UV/Visible), lo que permitié conocer los picos de absorbancia mas altos de la clorofila y utilizarlos
como parametro en la determinacion absorbancia de ésta. Se obtuvo el pico mas alto a una
longitud de onda de 664 nm. Se realiz6 la extraccién de clorofila por método de extraccion en frio,
el cual es clasificado como un método no destructivo tradicional (Ramos-Castillo, 2010). Se
utilizaron hojas de plantas de papa a los 90 dias (6 muestras por tratamiento) con peso de 0.05 g
de cada una de ellas, se depositaron en tubos Eppendorf con 1 ml de etanol puro grado analitico.
Las muestras fueron cerradas, etiquetadas y almacenadas en refrigeracion (4°C) durante dos
meses 0 hasta que la coloracién de la hoja hubiese desaparecido. A los 2 meses las muestras
fueron diluidas en etanol (1:4) y medidas en el espectrofotometro (Jenwey 6305) a una longitud de

onda de 664 nm (Figura 17). Los resultados fueron calculados y analizados posteriormente.

Figura 17. Muestras de hojas de papa listas para lectura de absorbancias por
espectrofotometro.
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= Medicién de indicadores agronémicos finales.

A todas las plantas que llegaron al final del cultivo (110 dias) se les realiz6 una evaluacién
de la promocidn de crecimiento (inoculadas y controles) de acuerdo a los siguientes parametros: se
midié longitud del tallo (cm), longitud de la raiz (cm), pesos frescos y secos de parte aérea y raiz
(g), nimero de tubérculos obtenidos, peso total de tubérculos obtenidos (g) y peso individual de
tubérculos obtenidos (g) (Figura 18). Se utilizd cinta métrica para medicién de longitudes y balanza
para medicion de pesos. En cuanto a los tubérculos estos fueron extraidos cuidadosamente de las
raices (forma de rotacion) procurando no dafiarlas, para su posterior medicion. Las raices fueron
desprendidas suavemente del sistema de maceta, delineando toda la circunferencia, para la
posterior extraccion de la planta sin lacerarla. Para obtencion de pesos secos las plantas fueron
secadas en el horno a 65 C, durante 25 dias.

Figura 18. Medicion de indicadores agronémicos alos 110 (dpi).

» Analisis estadistico
Los resultados de los indicadores de promocion de crecimiento fueron sometidos a
comparacion estadistica mediante la prueba t-student con el programa Sigma Plot Version 12.0 de

Systat Inc. Software.
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RESULTADOS

= Condiciones para la propagacion de brotes de papa.

Para este experimento se utilizaron 20 muestras por tratamiento (4 tratamientos) y las
semillas de papa fueron sometidas a diversas condiciones (Tabla 7) para obtencion de brotes
sanos para su posterior empleo en técnicas de sembrado. Se registraron las condiciones de
humedad y temperatura a las que fueron sujetas las semillas para la obtencion de brotes, por un
periodo de 15 dias. En el tratamiento se registrd un promedio de 29°C, el tratamiento 2 estuvo en
el rango de 24 a 29°C, el tratamiento 3 estuvo en el rango de 23-24°C vy el tratamiento 4 en un
promedio de 36°C bajo condiciones de invernadero(los datos obtenidos de este tratamiento

demostraron mucha variabilidad, al dia 3, 4, 5y 6, debido a la variacién climatica) (Grafico 1).
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Gréafico 1. Temperaturas registradas en las 4 condiciones donde las semillas de papa fueron
colocadas para la obtencién de brotes. Se presenta la media de 3 determinaciones de cada
tratamiento evaluado durante 15 dias con su respectiva desviacién estandar (o).

Los valores de humedad relativa (HR) registrados para los tratamientos explorados fueron
65% para el tratamiento 3, 47% para el tratamiento 4, 55% para el tratamiento 1 y 60% para el 2. A
los 15 dias, el tratamiento 1 se obtuvo un promedio de 25 brotes, en el 2 se registraron 33 brotes,
en el tratamiento 4 se registré una media de 38 y en el tratamiento 3 se observé una media mayor
a 50. Estos porcentajes mostraron que el tratamiento 3 presenta un valor de HR méas adecuado
para propagacion de brotes (Gréfico 2).

El nimero de brotes del tratamiento 1 es estadisticamente distinto al 3 (P= .0041),
existiendo diferencias con una confianza de mas del 99%. Por su parte el tratamiento 2 y 4
guedaron cerca del umbral de diferencia estadistica significativa (P= 0.0199 y P= 0.0399), sin
embargo, con una confianza del 95% son significativamente distintos del tratamiento 3, donde se
obtuvo un promedio de 54 brotes en comparacién a los demas tratamientos. Este experimento se
realiz6 por triplicado (Gréfico 3). Bajo condiciones de fotoperiodo, exisiti6 dominancia apical escasa

y las coloraciones fueron de color negro y opacas. Para el tratamiento a luz-temperatura ambiente
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se observaron brotes con coloracion café opaca y escasa aparicion apical. Para el tratamiento de

oscuridad-temperatura ambiente hubo presencia de brotes de coloracion clara, purpura y

dominancia apical abundante. En invernadero, las semillas mostraron quemado foliar, aceleracion

del desarrollo y presencia de plagas. (Figura 19).
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Grafico 2. Monitoreo de HR (%) en semillas de papa sometidas a diversos tratamientos. Se
presentan la media de cada tratamiento evaluado durante 15 dias con su respectiva
desviacion estandar (o).
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Grafico 3. Media del nimero de brotes obtenidos seguln el tratamiento en cuestién. Cada
barra contiene su respectiva desviacion estandar (o). El nimero dentro de las barras es el
valor P de las pruebas t para las barras comparadas con el tratamiento 3.

Figura 19. Brotes obtenidos por cada tratamiento explorado variando condiciones de
temperatura y humedad relativa. (A) Fotoperiodo de 12 horas, B) luz y temperatura ambiente
(C) y(D)Condicion oscuridad, temperatura ambiente (E) Condiciéon de Invernadero.
= Capacidad de adaptacion de plantulas inoculadas y no inoculadas en condiciones de
invernadero.

La supervivencia de las plantas de tratamientos inoculados y no inculados, se evalué en
diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada (5g, 30 g y 50 g de triple 16) y dependiendo de la
técnica de sembrado utilizada, desde su extracion o sembrado hasta el periodo de cosecha (110
dias).

-Técnica de extraccién de brote.

Con 5 g de fertilizante al inicio del cultivo, se observé que las plantas inoculadas
manifestaron mejores porcentajes de supervivencia a comparacioén de sus controles (Grafico 4).
Desde la primera semana se observaron diferencias entre las plantas inoculadas que sobrevivieron
a la extracién de la semilla, a diferencia de las muestras controles que comenzaron a descender,
debido a infecciénes por fitopatdgenos (no mostrado). Las muestras inoculadas a la semana 16
mostraron mayor resistencia a las condiciones de invernadero con un 60% de supervivencia sobre
el 48% de las plantas controles. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante Chi?
usando las variables de planta viva o muerta. El numero de plantas utilizadas fue de 50 (25

Inoculadas y 25 Controles).
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Grafico 4. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa obtenidas por técnica de
“extraccion de brote” y adicionadas con 5 g de triple 16. El tiempo 0 representa el momento
en el que todas las plantas se encuentran vivas e inicid el monitoreo, hasta el punto final
después de 16 semanas.

En otro experimento donde se usaron 30 g de fertilizante para los cultivos. En el Grafico 5
se observa que a partir de la 5% semana se comenzaron a notar diferencias en el numero de
plantas que sobrevivian frente a las condiciones de invernadero. Los resultados al término de los
110 dias fueron 40% para muestras inoculadas y 20% para muestras controles. El nimero de

muestras evaluadas fue de 25 inoculadas y 25 controles.
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Grafico 5. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa totales por técnica de
“extraccion de brote” con 30 g de fertilizante. El tiempo O representa el momento en el que
todas las plantas se encuentran vivas e inicié el monitoreo, hasta el punto final después de
16 semanas.

Cuando se usaron 50 g de fertilizante también se observaron diferencias a partir de la 52
semana (dpi); con 40% de plantas vivas inoculadas y 20% para las controles (Grafico 6) . El

nuamero de muestras evaluadas fué de 25 inoculadas y 25 controles.
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Grafico 6. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa obtenidas por la técnica de
“extraccion de brote” adicionadas con 50 g de fertilizante. El tiempo O representa el
momento en el que todas las plantas se encuentran vivas e inicié el monitoreo, hasta el
punto final después de 16 semanas.

En general los resultados mostraron que las plantas de papa inoculadas mediante esta
técnica tienen porcentajes mayores de supervivencia en comparacién con las controles; con
diferencias del 20%. Las condiciones de invernadero fueron extremas hasta para las plantas
inoculadas, sin embargo durante el monitoreo se observé que las muestras tratadas con EMMIM-1
exhibieron mayor resistencia frente a afidos y a hongos, con respecto a las controles que
descendieron drasticamente por infestaciones de mosca blanca y fitopatégenos (no mostrado).

-Supervivencia de plantas obtenidas por la técnica de propagaciéon “semilla de
papa”.

En el experimento de 5 g de fertilizante triple 16, se observaron porcentajes de
supervivencia de 60% de para plantas inoculadas (Grafico 7) y 38% para controles, en la semana
16. La difencia se observé a partir de la 92 semana. El nimero de plantas utilizadas fue de 25

plantas inoculadas y 25 controles.
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Grafico 7. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa obtenidas por la técnica de
“semilla de papa” adicionas con 5 g de fertilizante. El tiempo O representa el momento en el
que todas las plantas se encuentran vivas e inicié el monitoreo, hasta el punto final después
de 16 semanas.
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Posteriormente se realizaron experimentos donde se adicionaron 30 g y 50 g de fertilizante.
Se observaron diferencias entre tratamientos controles e inoculados en la semana 7 y 8. Los
porcentajes de supervivencia para el experimento a 30 g fueron de 90% (plantas inoculadas) y
40% (plantas no inoculadas). Con 50 g de fertilizante se registraron supervivencias de 61% para
inoculadas y 22% para controles. Esto indic6 que los grupos con el inoculante obtuvieron
porcentajes superiores de supervivencia y por lo tanto mayor nimero de plantas vivas. Para el
ensayo con 30 g de fertilizante se usaron 25 plantas inoculadas y 25 plantas control. Para el

ensayo con 50 g de fertilizante se usaron 40 plantas inoculadas y 40 plantas control (Grafico 8 y 9).
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Grafico 8. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa obtenidas por técnica de
“semilla de papa” adicionadas con 30 g de Fertilizante. El tiempo O representa el tiempo en
el que todas las plantas se encuentran vivas e inicié el monitoreo, hasta el punto final
después de 16 semanas.
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Grafico 9. Porcentaje de supervivencia de las plantas de papa obtenidas por técnica de
“semilla de papa” adicionadas con 50 g de Fertilizante. El tiempo O representa el tiempo en
el que todas las plantas se encuentran vivas e inicié el monitoreo, hasta el punto final
después de 16 semanas.

Al igual que por la técnica de “extraccion de brote” las plantas sometidas al EMMIM-1
tuvieron valores mas elevados de supervivencia en comparacion de sus controles, cuyos nimero
de plantas fueron disminuyendo a lo largo del tiempo, lo que indicé mayor susceptiblidad a las

condiciones de invernadero. Sin embargo, en la técnica “semila de papa” las plantas se adaptaron
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mucho mejor, bajo condiciones de invernadero, que aquellas obtenidas por el método de

“extraccion de brote”; utilizando niveles de fertilizacidon similares.

= Evaluacién de la capacidad de adhesién y colonizacion de las cepas que conforman
el inoculante multiespecies en plantas de papa propagadas.
Se calcul6 el nimero de bacterias presentes en las suspensiones bacterianas, usadas en
los distintos experimentos de inoculacion. Ademas se determinoé la capacidad de las bacterias para
adherirse a la semilla de papa o al brote (48 h) y la capacidad de poder colonizar a las plantas de

papa a los (20, 50, 90 dias). Cada cuantificacion se realizo por triplicado.

o Técnica de extraccién de brote

En el experimento con 5 g de triple 16, se realizaron dos inoculaciones, la primera el dia de
la extraccion del brote y la segunda en el traspaso de frasco a maceta. Se cuantificé el nimero de
células de cada cepa bacteriana presentes en el inoculante en sus respecitvos medios de
seleccion (Tabla 9). Se observo que las cepas que conforman el EMMIM-1 se encuentran en
ndmeros mayores de 10° UFC/ml, suficientes para promover el crecimiento en plantas. En las dos
suspensiones se observd que Pseudomonas putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178 vy
Azospirillum brasilense Sp7 se encuentran en mayor numero, a comparacion de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5y Bradyrhizobium sp. MS22 con valores de 10" UFC/ml,
Burkholderia unamae MTI-641 se mantuvo con valores mayores de 10" UFC/ml. No se observaron

diferencias significativas entre el nimero de bacterias de la suspension 1y 2 (Grafico 10).
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Grafico 10. Promedios de Log UFC/ml de las cepas del EMMIM-1 utilizadas en el tratamiento
a 5 g de Fertilizante. Cada barra representa una bacteria con su respectiva desviacién
estandar (o) y cada color una suspensién.

El nimero de bacterias que fueron capaces de adherirse al brote de papa (Grafico 11) fué
muy efectivo. P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178 y A. brasilense Sp7 se encontraron en

ntimero mayores de 10’ UFC/ml, mientras que G. diazotrophicus PAI 5", Bradyrhizobium sp. MS22
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y, B. unamae MTI-641 alcanzaron nimeros de 10" UFC/mlo menores a este. Todas las cepas se

mostraron competentes para adherirse al brote.
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Gréafico 11. Promedios de Log UFC/ml de la adhesién mostrada por las bacterias del
multiinoculante en el brote (tratamiento a 5 g de fertilizante). Cada barra representa una
bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).

Las bacterias resultaron ser aptas para adaptarse en condiciones de invernadero, todas las
cepas colonizaron de forma eficiente a la rizosfera de las plantas. La reinoculacion no afectd
grandemente al niumero de bacterias asociadas a la rizésfera de las plantas pero si aumenté
ligeramente el nimero (datos no mostrados). P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178 y A.
brasilense Sp7 se encontraron en valores de 10’ UFC/ml el dia 20 antes de ser reinoculadas,
hasta el dia 90 donde permanecieron en valores de 10° UFC/ml, sin embargo G. diazotrophicus
PAI 5", Bradyrhizobium sp. MS22 y, B. unamae MTI-641 se encontraron en valores de 10°> UFC/m|

al dia 90. A pesar de las variaciones todas las cepas manifestaron una correcta capacidad de
colonizacion, unas mas que otras, pero permanecieron (Grafico 12).

En el experimento con 30 g de triple 16, se observd que las cepas que conforman la
suspension de bacterias del EMMIM-1 se encuentran en nimeros mayores de 10" UFC/ml . P.
putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, A. brasilense Sp7 y B. unamae MTI-641 se encontraron
entre 107y 10® UFC/ml, en cambio G. diazotrophicus PAI 5Ty Bradyrhizobium sp. MS22 muestran
una poblacion de 10" UFC/ml . No se observaron diferencias significativas entre el numero de
bacterias presentes entre suspension 1 y 2, todas las bacterias permanecieron en nimeros
mayores de 10° UFC/ml (Grafico 13).
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Grafico 12. Promedios de Log UFC/ml de bacterias de la formulacion EMMIM-1 que colonizan
a la papa (20, 50 y 90 dias dpi) adicionadas con 5 g de fertilizante. Cada linea representa una
bacteria con su respectiva desviacion estandar (o) para cada tiempo.

10
9
— B! T
e 8 '
o I = Primera
LL 6 1 inoculacién
-] 5
o 4
S 31 ® Segunda
2 A inoculacion
1 4
O B
Pseudomonas  Sphingomonas Burkholderia Bredyrhizobium — Azospirillum Glueonacetobacrer
Putdde sp. OF178 unamae sp. M522 brasilense dizzotrophicus
KT2440 MTI-64 Sp7 PAI ST

Grafico 13. Promedios de Log UFC/ml de las cepas del EMMIM-1 utilizadas en el tratamiento
a 30 g de Fertilizante. Cada barra representa una bacteria con su respectiva desviaciéon
estandar (o) y cada color una suspension.

En este experimento (30 g de fertilizante) se observé nuevamente que todas las bacterias
del EMMIM-1 se adhieren eficientemente al brote de papa. P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7,

como es usual manifestaron valores de 10®° UFC/ml , B. unamae MTI-641 y Sphingomonas sp.
OF178 se encontraron en nimeros de 10’ UFC/ml, mientras que G. diazotrophicus PAI 5 y
Bradyrhizobium sp. MS22 permanecieron con valores de 10° UFC/ml (Gréfico 14). Nuevamente, la

reinoculacion no influyé en el nUmero de bacterias de forma significativa (no mostrado).
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Grafico 14. Promedios de Log UFC/ml de la adhesion mostrada por las bacterias del
multiinoculante en el brote ( tratamiento a 30 g de Fertilizante). Cada barra representa una
bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).

Las bacterias presentaron una buena capacidad de colonizacién a lo largo del crecimiento
de las plantas (exp. 30 g de fertilizante) (Grafico 15). P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7 se
encontraron en valores Log UFC/ml de 7.5 en el dia 20 y permanecieron en 6.4 al dia 50 y 7 al dia
90. Sphingomonas sp. OF178 yB. unamae MTI-641 obtuvieron nimeros de 6 y 5.8 Log UFC/ml al
dia 90. Finalmente G. diazotrophicus PAI 5" y Bradyrhizobium sp. MS22 mostraron valores de

colonizacién de 10° UFC/ml al dia 90.
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Grafico 15. Promedios de Log UFC/mI de la colonizacién a diversos tiempos (20, 50 y 90 dias
dpi) por cada bacteria del multiinoculante en planta de papa ( tratamiento a 30 g de
Fertilizante). Cada linea representa una bacteria con su respectiva desviacién estandar (o)
para cada tiempo.

En el experimento a 50 g de fertilizante se observé que las cepas que conforman el

. o . 7
EMMIM-1 como fue descrito por los graficos anteriores se encontraron en valores alrededor de 10
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UFC/ml. En las dos suspensiones usadas, P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, A.
brasilense Sp7 , B. unamae MTI-641, G. diazotrophicus PAI 5" y Bradyrhizobium sp. MS22
permanecen en UFC/ml similares (Grafico 16).
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Grafico 16. Promedios de Log UFC/ml de las cepas del EMMIM-1 utilizadas en el tratamiento
a 50 g de Fertilizante. Cada barra representa una bacteria con su respectiva desviacion
estandar (o) y cada color una suspension.
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Grafico 17. Promedios de Log UFC/ml de la adhesion mostrada por las bacterias del
multiinoculante en el brote ( tratamiento a 50 g de Fertilizante). Cada barra representa una
bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).

La capacidad de las bacterias para adherirse al brote de papa fue analizado en el
experimento con 50 g de fertilizante. P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7, mostraron valores (Log
UFC/ml) de 7.7 y 7.9 respectivamente. B. unamae MTI-641 y Sphingomonas sp. OF178 se
encontraron en nimeros de 10’ UFC/ml . G. diazotrophicus PAI 5"y Bradyrhizobium sp. MS22
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permanecieron con valores de 10° UFC/ml .Todas las bacterias fueron capaces de adherirse al
brote (Grafico 17). Las reinoculaciones permitieron un ligero aumento de las poblaciondes de
algunas bacterias; P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7 hasta 10° UFC/mll y B. unamae a 7.5.

En acuerdo con el Gréfico 18, se observa que P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7
colonizaron en el orden (Log UFC/ml) de 7 para el dia 20 dpi y permanecieron en nameros
mayores a 6 (Log UFC/mI) en el dia 50 y 90. Sphingomonas sp. OF178, B. unamae MTI-641

mostraron valores de 5 (Log UFC/ml) al dia 90. G. diazotrophicus PAI 5" y Bradyrhizobium sp.

MS22 se encontraron en valores menores de 10° UFC/ml al dia 90.
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Grafico 18. Promedios de Log UFC/mI de la colonizacion a diversos tiempos (20, 50 y 90 dias
dpi) por cada bacteria del multiinoculante en planta de papa ( tratamiento a 50 g de
Fertilizante). Cada linea representa una bacteria con su respectiva desviacién estandar (o)
para cada tiempo.

o Técnicade semilla de papa.
Para la técnica de propagacion a partir de la “semilla de papa”, también se relizaron
experimentos con diferentes dosis de fertilizante donde se midié la adhesion y la colonizacion. En
estos experimentos se usaron 4 dosis de inoculante por experimento y se midié el nimero de

bacterias que vienen contenidas en la suspensién bacteriana.

Para el experimento a 5 g de fertilizante se observa que la mayoria de las bacterias del
multinoculante se encontraron en valores de 10’ UFC/ml. P. putida KT2440, Sphingomonas sp.

OF178, A. brasilense Sp7 en valores superiores (Gréfico 19).
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Grafico 19. Media de las UFC/ml presentadas en escala logaritimica de las suspensiones
utilizadas en el tratamiento a5 g en técnica de “semilla de papa”. Cada barra representa una
bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).

La capacidad de las bacterias de adherirse a la semilla (a 48h dpi) es eficiente para las
bacterias del EMMIM-1. P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178 y G.
diazotrophicus PAI 5" exhibieron nimeros de 10’ UFC/ml, mientras que B. unamae MTI-641 y

Bradyrhizobium sp. MS22 permanecieron con valores de 10° UFC/mI (Grafico 20).
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Grafico 20. Media de las UFC/ml de la adhesion en escala logaritmica mostrada por las
bacterias del multiinoculante en la “semilla de papa” ( tratamiento a 5 g de Fertilizante).
Cada barra representa una bacteria con su respectiva desviacién estandar (o).

La colonizacién se evalué en periodos similares que en la técnica anterior y en todos los
tratamientos de fertilizante. La colonizacién de las bacterias en este experimento (5 g de

fertilizante) mostré que todas las bacterias de igual manera que por la técnica de “extraccion de
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brote” permanecieron asociadas a la rizdsfera, aunque sus valores disminuyeron a lo largo del
tiempo. Las bacterias comenzaron a descender después del dia 50 en mayor proporcion,
quedando P. putida KT2440, A. brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178 y G. diazotrophicus
PAI5" en numeros (Log UFC/ml) de 5 al dia 90. Mientras que Bradyrhizobium sp. MS22 y B.

unamae MTI-641 se encontraron en nimeros menores de 10* UFC/mI al dia 90 (Gréfico 21).
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Grafico 21. Media de Log UFC/mI de la colonizacién a diversos tiempos (20, 50 y 90 dias dpi)
por cada bacteria del multiinoculante en planta de papa ( tratamiento a 5 g de Fertilizante).
Cada linea representa una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o) para cada
tiempo.

En el experimento a 30 g de fertilizante se observé que todas las bacterias de la
suspension EMMIM-1 estaban en nimeros de 10" UFC/ml. Como es usual, P. putida KT2440,

Sphingomonas sp. OF178 y A. brasilense Sp7 se encontraron en mayor proporcion (Gréfico 22).
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Grafico 22. Media de las UFC/ml presentadas en escala logaritimica de las suspensiones
utilizadas en el tratamiento a 30 g en técnica de “semilla de papa”. Cada barra representa

una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).
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En cuanto a las capacidades de adhesion (experimento 30 g de fertilizante) se
observé que P. putida KT2440, A. brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178 exhibieron
adhesiones de 10’ UFC/ml, por otra parte B. unamae MTI-641, G. diazotrophicus PAI 5 y
Bradyrhizobium sp. MS22 mostraron adhesiones 10° UFC/ml (Grafico 23).

8
7 4
— 6
E ]
g ]
=
g2
1 -
o B
Pseudomonas  Sphingomonas Burkholderiz  Bradyrhizobium — Azospirillum Gluconacembacrer
Fudda sp. OF178 unamae cp. M522 brasilense I:I'Jarol:rophmu$
KT2440 MTI-641 5p7 PAL S

Gréafico 23. Media de las UFC/ml de la adhesion en escala logaritmica mostrada por las
bacterias del multiinoculante en la “semilla de papa” ( tratamiento a 30 g de Fertilizante).
Cada barra representa una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).
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Grafico 24. Media de Log UFC/ml de la colonizacion a diversos tiempos (20, 50 y 90 dias dpi)
por cada bacteria del multiinoculante en planta de papa ( tratamiento a 30 g de Fertilizante).
Cada linea representa una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o) para cada
tiempo.

Para el tratamiento a 30 g, la capacidad de las bacterias de permanecer a lo largo del
tiempo demostré ser buena. Al igual que a 5 g de fertilizante este experimento resultdé con
cantidades de bacterias similares, a excepcion de G. diazotrophicus PAI 5" gue descendié a

comparacion del tratamiento anterior. Los resultados mostraron que P. putida KT2440 y A.
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brasilense Sp7 tienen una mejor colonizacién en comparacion de las demas cepas, seguidas de
Sphingomonas sp. OF178. Las otras cepas exhibieron niimeros iguales o menores a 10* UFC/ml
al dia 90 (Gréfico 24).

En el experimento donde se usaron 50 g de fertilizante, para las plantas de papa
sembradas en invernadero, los inoculantes usados contuvieron nimeros similares de bacterias a

los inoculantes utilizados en experimentos anteriores (Grafico 25).
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Gréfico 25. Media de las UFC/ml presentadas en escala logaritimica de las suspensiones
utilizadas en el tratamiento a 50 g en técnica de la “semilla de papa”. Cada barra representa
una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).
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Grafico 26. Media de las UFC/ml de la adhesion en escala logaritmica mostrada por las
bacterias del multiinoculante en la semilla de papa ( tratamiento a 50 g de Fertilizante). Cada
barra representa una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o).

La adhesion de bacterias (experimento 50 g fertilizante) fue como sigue: P. putida KT2440,
A. brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178 fueron las que mejor adhesiéon mostraron con
numeros de 10° UFC/ml, las demas bacterias manifestaron valores de 10° UFC/m| (Gréafico 26). El

monitoreo de las bacterias a lo largo del tiempo (Colonizacién) a los tres periodos indicados,
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mostro que todas las cepas en conjunto permanecen en la planta de papa, exhibiendo una buena

capacidad de colonizacién. P. putida KT2440, A. brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178

permanecieron en niimeros de 10%-10" UFC/ml a lo largo del periodo evaluado. EI compartamiento

de G. diazotrophicus PAI 5Ty B. unamae MTI-641 fué diferente, quedando en ndimeros de 10°

UFC/ml, finalmente Bradyrhizobium sp. MS22 demostré nimero mas bajos al inicio con 10°

UFC/ml y finalizando al dia 90 con valores menores a 10* UFC/mlI (Gréfico 27).
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Gréafico 27. Media de Log UFC/ml de la colonizacion a diversos tiempos (20, 50 y 90 dias dpi)
por cada bacteria del multiinoculante en planta de papa ( tratamiento a 50 g de Fertilizante).
Cada linea representa una bacteria con su respectiva desviacion estandar (o) para cada

tiempo.

En un analisis comparativo entre los indicadores de suspension, adhesion y colonizacién

en los diversos tratamientos por ambas técnicas se observé de manera general lo siguiente:

1) No hay variabilidad entre el nimero de UFC/ml de cada botella de EMMIM-1, todas las

suspensiones utilizadas en los experimentos mantuvieron nimeros de 10°-108 UFC/ml, por

lo que en las inoculaciones iniciales se utilizaron suficientes nimeros de bacterias.

2) La adhesion presenta diferencias entre ambas técnicas, en cuanto a la técnica por

“extraccion de brote” las bacterias manifestaron mejor capacidad al entrar en contacto con

el brote, de 10 UFC/mI a comparacion de la técnica por “semilla de papa” donde se

encontraron nlimeros menores para P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7 con 10’ UFC/ml.

Sin embargo en ambas metodologias las cepas del EMMIM-1 lograron adherirse al brote o

a la semilla en cantidades suficientes.

3) La colonizacién de bacterias fue diferente entre las metodologias de obtencion de plantas.

Se observo que las cepas de A. brasilense Sp7 y P. putida KT2440 no mostraron diferencia
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4)

entre ambas técnicas, quedando en niimero de 10° UFC/mI al dia 90. Sphingomonas sp.
OF178 demostr6 una variacion al dia 90, quedando en una media de 10° UFC/ml en caso
de la metodologia “extraccién de brote” y con 10° UFC/ml para la técnica de “semilla de
papa”. B. unamae MMTI-641 exhibié igualmente diferencias de 10° UFC/ml para
“extraccion de brote” y 10 UFC/mI para la segunda metodologia. G. diazotrophicus PAI 5
permanecié en ndmeros de 10* UFC/ml y finalmente Bradyrhizobium sp. MS22 mostr6
diferencias en colonizacién con numeros de 10* (extraccién de brote) y 10° UFC/mlI
(“semilla de papa”). A pesar de esas diferencias entre las técnicas de propagacion, las
bacterias del EMMIM-1 presentaron una buena capacidad de colonizacién en la planta de
papa, permaneciendo durante todo el periodo del cultivo, mientras que en los controles no
se observaron las morfologias caracterisiticas de los microorganismos explorados en estos
ensayos en los medios selectivos para el crecimiento de cada una de ellas (Figura 20).

La cantidad de fertilizante no influyé en el comportamiento asociativo de las cepas,

mostrando variabilidad en su evolucién dentro de la planta a lo largo del tiempo.

i

A CONTROLS
“ :
:

OE178 5%

MTI-641 G.d PAIST

Figura 20. Colonizacién bacteriana a los 50 dpi en muestras inoculadas con sus respectivos
controles: (A), (B), (C), (D), (E), y (F) corresponden a controles en medios de seleccion
descritos (tabla 7). (G), (H), (1), (3), (K)y (L) corresponden a crecimientos caracteristicos de
las cepas de EMMIM-1 presentes en medios de seleccion descritos (tabla 9).
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= Efecto del inoculante multiespecies en la estimulacién del crecimiento de papa bajo
condiciones de invernadero.

La medicion de este indicador permitié conocer la ventaja que tuvo la asociacion de las
bacterias benéficas en plantas de papa en comparacién con las que no fueron inoculadas. La
evaluacion de promocion de crecimiento se realiz6 tanto en plantas obtenidas por “extraccion de
brote” o de “semilla de papa”; adicionadas con diversas cantidades de fertilizante (5, 30 y 50 g de
triple 16). Por la técnica de “semilla de papa”, ademas se explor6 el efecto en 10 g de fertilizante y
sin adicion de fertilizante. A 0 g no existi6 crecimiento de plantas. Las mediciones se realizaron en
plantas que sobrevivieron a los 110 dpi.

En plantas obtenidas por “extracciéon de brote” y adicionadas con 5 g de fertilizante (Figura
22), se observaron diferencias significativas (prueba t-student), en los indicadores evaluados, entre
las plantas control e inoculadas; como la longitud de la parte area, peso fresco de la planta, peso
seco de la planta, peso fresco de raiz, longitud de raiz y nimero total de tubérculos obtenidos. Sin
embargo para el peso total de tubérculos obtenidos asi como para el peso individual, no se
encontraron diferencias significativas. El nUmero de plantas analizas fueron de 15 para inoculadas
y 10 para controles (Grafico 28).
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Grafico 28. Media de indicadores agronémicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 5 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador, y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacion estandar (o) y
el valor P de la prueba T (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para cada
indicador.
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En plantas obtenidas por “extraccion de brote” y adicionadas con 30 g de fertilizante los
resultados mostraron que 6 de los parametros evaluados presentaron diferencia significativa en el
peso fresco, peso seco de planta, peso fresco y seco de raiz y longitud de raiz respectivamente. El
restante de los indicadores no mostré diferencia estadistica (t-student) entre ambos grupos. El

numero de plantas analizas fueron de 14 para inoculadas y 10 para controles (Grafico 29).
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Grafico 29. Media de indicadores agrondmicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 30 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador, y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacién estandar (o) y
el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para
cadaindicador.

En plantas obtenidas por “extraccién de brote” y adicionadas con 50 g de fertilizante, se
observé un mejor crecimiento para plantas inoculadas que aquellas no inoculadas a los 110 dpi.
Por ejemplo, en muestras inoculadas, se registré6 una mayor longitud en la parte aérea, mayor peso
fresco y seco de las plantas, mayor peso total del producto. Sin embargo no se encontré diferencia
estadistica para el nimero de tubérculos obtenidos, con media de 4.2 en inoculadas, 3.6 para

controles. El nimero de plantas analizadas fue de 18 inoculadas y 11 controles (Gréfico 30).
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Grafico 30. Media de indicadores agrondmicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 50 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador, y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacién estandar (o) y
el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para
cadaindicador.

En plantas obtenidas por “semilla de papa” y adicionadas con 5 g de fertilizante se observé
que los indicadores de parte aérea, peso seco de planta, peso fresco y seco de raiz, longitud de
raiz y ndmero de tubérculos obtenidos presentaron diferencias estadisticas, entre plantas
inoculadas y no inoculadas (110 dpi). No fue el caso para el peso fresco de la regién aérea, peso
total de tubérculos obtenidos y peso individual de los tubérculos. En este experimento se
analizaron 15 plantas inoculadas y 10 no inoculadas (Grafico 31). En plantas obtenidas por “semilla
de papa” y adicionadas con 10 g de fertilizante se observaron diferencias estadisticamente
significativas, en todos los indicadores agronémicos explorados, entre plantas inoculadas y

controles. Se analizaron 15 plantas inoculadas y 10 controles (Grafico 32).
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Grafico 31. Media de indicadores agrondémicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 5 g de fertilizante (“semilla de papa”). Cada par de barras representa un indicador y
cada color un grupo (inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva
desviacion estandar (o) y el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la
unidad que se considera para cada indicador.
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Grafico 32. Media de indicadores agrondmicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 10 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacién estandar (o) y
el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para
cada indicador.

58



En plantas obtenidas por “semilla de papa” y adicionadas con 30 g de fertilizante se
observé que el numero de tubérculos obtenidos y el peso de tubérculos individuales no mostraron
diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas. Los demas parametros agronémicos
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las plantas inoculadas y las no
inoculadas. El nimero de plantas analizas fueron de 16 para inoculadas y 11 para controles
(Gréafico 33).
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Grafico 33. Media de indicadores agrondmicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 30 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacion estandar (o) y
el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para
cada indicador.

En plantas obtenidas por “semilla de papa” y adicionadas con 50 g de fertilizante se
observé que la parte aérea, pesos frescos y secos de plantas, longitud de raiz y peso total e
individual de tubérculos, presentaron diferencias estadisticamente significativas entre plantas
inoculadas y no inoculadas. Sin embargo esto no fue observado para el nimero de tubérculos
obtenidos con una media de 4 en tratamientos inoculados y no inoculados. El nimero de plantas

analizas fue de 20 para inoculadas y 10 no inoculadas (Grafico 34).
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Grafico 34. Media de indicadores agrondmicos evaluados a los 110 dias en el tratamiento
con 50 g de fertilizante. Cada par de barras representa un indicador, y cada color un grupo
(inoculadas y controles). Los indicadores presentan su respectiva desviacién estandar (o) y
el valor P de la prueba t-student (tercera barra).*Representa la unidad que se considera para
cada indicador.

Al comparar las dosis de fertilizante empleadas en cada experimento en la técnica de
propagacién “extraccion de brote”, se observéd que a mayor dosis de fertilizante algunos
indicadores agronémicos se incrementan en ambos grupos, pero con mayor proporcion en plantas
inoculadas que en controles, a excepcion del niumero de brotes que no presentd demasiadas
variaciones, aunque se obtuvo mayor niumero con 5 g de fertilizante y una diferencia significativa
entre grupos. En cuanto a los resultados obtenidos por técnica de “semilla de papa” también se
observé que a mayor cantidad de fertilizante se incrementa el valor numérico de la mayoria de los
indicadores agronémicos explorados, como el peso de los tubérculos y los pesos y longitudes de
las raices evaluadas en plantas inoculadas y controles, pero con mejores valores para las plantas
inoculadas (Figura 21, 22, 23, 24).

Finalmente al hacer la comparacién entre ambas técnicas de propagacion de plantas, a
diversas dosis de fertilizante usado, se observd que en el método de “semilla de papa”, los
indicadores agronémicos son mejores que los observados en el método “extraccion en brote”. Por
ejemplo las partes aéreas, longitudes de raices, pesos frescos y secos y peso de tubérculos.

Ambas técnicas funcionaron para la propagacion de plantas de papa, sin embargo, la dosis
de triple 16 en conjunto con la presencia de las especies bacterianas influyeron en los indicadores

agronomicos obtenidos.
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Figura 21. Cultivo de plantas de papa a 110 dias, bajo condiciones de invernadero. Las
plantas inoculadas y controles se encuentran distribuidas al azar.

Figura 22. Plantas de papas inoculadas con sus respectivos controles. (A) Muestras de
plantas de papa evaluadas a 20 dias (sistema radicular). (B) Plantas de papa a 110 dias listas
para medicién de indicadores agronémicos. Donde E 6 I. significa inoculada y C significa

control.

Figura 23. Mediciéon de indicadores agronomicos (longitud de raiz) a 110 dias. (A) Muestras
de plantas controles, (B) Muestras de plantas inoculadas. Los niumeros en rojo representan
los valores obtenidos en cada muestra analizada.
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Figura 24. Comparacion de tubérculos de papa. (A) Tubérculos de plantas controles. (B)
Tubérculos de plantas inoculadas con EMMIM-1.
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= Determinacion de Clorofila
o Curvade absorbancia de Clorofila.
Para obtener la longitud de onda indicada y poder medir la clorofila en plantas de papa con
su respectivo analisis comparativo, se realizé un barrido a diversas longitudes de onda de forma
automatizada por medio del espectrofotdmetro Perkin Elmer lambda 25 UV/Visible, usando 3

muestras de hoja de papa no inoculada con 90 dias de crecimiento. Los picos de absorbancia de la
clorofila en la hoja de papa se observa en el Grafico 35.

NN N W oW
= o ®w o W

12 1% \ MUESTRA1

\ o\ sa0ue

Grafico 35. Curva de absorbancia de clorofila de 3 muestras de hoja de papa. Las lineas
verdes claras representan los puntos de absorbancia (520.16 y 664.49). Muestra 1 linea de
color verde obscuro, muestra 2 linea rojay muestra 3 linea azul.

o Obtencién de Clorofila por Método de extraccién en frio y lectura a 664nm.

La clorofila se determiné en experimentos a 10, 30 y 50 g de fertilizante para ambas
técnicas de obtencién de planta (“extraccion de brote” y “semilla de papa”), en muestras controles y
experimentales. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. El andlisis estadistico (t-student)
mostréo que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos de todos los
experimentos evaluados, para ambas técnicas (Tabla 9, 10, 11, 12, 13). No obstante, los valores

de absorbancia de clorofila resultaron ligeramente mayores para las plantas inoculadas.
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Tabla 9. Andlisis comparativo de hojas de muestras inoculadas y controles en tratamiento a
30 g de fertilizante en plantas obtenidas por “extraccion de brote”. Se presenta la media
aritmética, Dev.Std y Valor P de prueba T. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de 664nm.

0.7850 +0.0944 0.6287 +0.1017

(P =0.123)

Tabla 10. Analisis comparativo de hojas de muestras inoculadas y controles en tratamiento
a 50 g de fertilizante en antas obtenidas por “extraccion de brote”. Se presenta la media
aritmética, Dev.Std y Valor P de prueba T. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de 664nm.

0.6520 +0.1420 0.6153 +0.1992

(P = 0.808)

Tabla 11. Analisis comparativo de hojas de muestras inoculadas y controles en tratamiento
a 10 g de fertilizante en plantas obtenidas por “semilla de papa”. Se presenta la media
aritmética, Dev.Std y Valor P de prueba T. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de 664nm.

0.7587 +0.3574 0.5553 +0.2947

(P = 0.400)

Tabla 12. Anélisis comparativo de hojas de muestras inoculadas y controles en tratamiento
a 30 g de fertilizante de plantas obtenidas por “semilla de papa”. Se presenta la media
aritmética, Dev.Std y Valor P de prueba T. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de 664nm.

0.8387 +0.2188 0.7417 +0.0552

(P = 0.498)
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Tabla 13. Analisis comparativo de hojas de muestras inoculadas y controles en tratamiento
a 50 g de fertilizante de plantas obtenidas por “semilla de papa”. Se presenta la media
aritmética, Dev.Std y Valor P de prueba T. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda
de 664nm.

0.7203 +0.3457 0.7183 +0.2367

(P = 0.994)
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DISCUSION

Las PGPR son asociadas con efectos benéficos en las plantas, promueven su crecimiento
mediante diversos mecanismos. De acuerdo al grado de asociacion con las células de la raiz de la
planta, las rizobacterias promotoras del crecimiento, podrian clasificarse como: ePGPR (PGPR
extracelulares) e iPGPR (rizobacterias intracelulares). Las ePGPR pueden existir en la rizésfera, en
el rizoplano o entre los espacios de la célula del cortex de la raiz, algunos ejemplos incluyen a los
géneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirilum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y Serratia
(Bhattacharyya, 2012). Las iPGPR son capaces de colonizar el interior de las células de la raiz y se
localizan en general dentro del nédulo de la raiz, como ejemplos de éstas se sitlan a los géneros
bacterianos de Allorhizobium, Azhorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium (Atieno
et al., 2012; Mishra et al., 2011). Gluconacetobacter diazotroficus es considerada como iPGPR, por
ser una bacteria endéfita asociada a cafia de azlcar y tener capacidad de colonizar a rizésfera de
plantas (Mufoz-Rojas et al., 2003).

La interacciébn microorganismo- planta puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos
por medio de los procesos de primer contacto como son la adhesion, la colonizacion, el incremento
de la densidad de la poblacién, aunado a ello esta la comunicaciéon entre las contrapartes, los
metabolitos excretados por la planta llamados exudados serian los mediadores que favorecen al
intercambio de sefales con el microorganismo.

Existen mecanismos para la promocion del crecimiento en plantas ampliamente estudiados
como son la sintesis de sustancias reguladoras de crecimiento (giberelinas, citocininas y auxinas);
las cuales estimulan la densidad y longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de
raices en las plantas. Esto favorece la capacidad de absorcidon de agua y nutrimentos, permitiendo
que las plantas sean mas vigorosas, productivas (Lugtenberg and Dekkers 1999; Holguin, 2001).
Otros mecanismos empleados, son la fijacion de nitrégeno, solubilizaciéon del fésforo y de otros
minerales (Ortiz, 2009; Bashan, 2002; Kloepper et al., 1991; Morales-Garcia et al., 2010; Ortiz,
2009; Mufioz-Rojas et al., 2005; Bashan, 2002; Holguin, 2001).

El empleo de bacterias es una practica agrondémica reconocida en todo el mundo por sus
beneficios productivos y econdmicos, usualmente utilizadas en plantas gramineas y leguminosas.
En diversas investigaciones, se han asociado a los microorganismos en relacion con los cultivos
como partes esenciales para el logro de una alta produccién y rendimientos en cuanto al producto
obtenido. El mejoramiento en la calidad microbiolégica de los suelos agricolas debido a la
incorporacion de organismos seleccionados, contribuye a disminuir los costos de produccion y el
uso de pesticidas, como en el caso de la papa, cultivo poco estudiado en cuanto a interaccién con
microorganismos.

El empleo de inoculantes ha ido incrementando para potenciar el crecimiento de plantas,

generalmente a través de la monoinoculacién, por ejemplo el uso de Azospirillum brasilense (Tilak
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and AnnaPurna 1993) y el de Enterobacter sp. (Morales-Garcia., et al 2011). De hecho A.
brasilense es la bacteria que mas se ha inoculado en campos agricolas, obteniendo rendimientos
favorables (Fuentes-Ramirez and Caballero-Mellado, 2005). Enterobacter sp. también ha mostrado
la capacidad de incrementar los rendimientos cuando se asocia a la rizésfera de maiz hasta 1.5
veces mayor en referencia a plantas no inoculadas (Morales-Garcia., et al 2011).

En esta investigacién se uso un inoculante multiespecies que ha sido reportado como un
excelente promotor del crecimiento en maiz de diversas variedades y en diversos ambientes
favoreciendo su altura, naciencia y grosor de tallos (Morales-Garcia et al., 2012). Durante la
presente investigacion, se exploré el efecto del EMMIM-1 en plantas de papa. Se midieron diversos
indicadores, para conocer la capacidad de las bacterias para permanecer y adherirse a la planta de
papa o a los brotes y semillas, finalmente se analizaron indicadores agricolas para mostrar
diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas.

Primeramente en esta tesis se realizaron experimentos de exploracién para obtener la
condicidon mas eficiente de propagacién de brote para metodologias de crecimiento de la planta. Se
compararon 4 tratamientos a diversas condiciones, se midieron parametros de temperatura,
humedad relativa (%) y nimero de brotes obtenidos por cada tratamiento.

Se encontrd que el tratamiento 3 (24°C, 65% humedad relativa) se obtuvo el mayor nimero
de brotes (50), por lo que resulté ser la mejor condicién para la obtencion de brotes. De hecho, las
semillas de papa necesitan condiciones frescas no mayores de 28°C, y humedades relativas
mayores de 60% que de otra manera, los brotes no serian capaces de resistir las condiciones de
sembrado, o serian poco viables, ademas de que la probabilidad de crecimiento al obtener brotes
en mayores cantidades y condiciones aumentaria. La papa es un cultivo de gran importancia, ya
gue es considerado como alimento bésico por sus cualidades nutricionales (Estrada, 2000). Para la
productividad masiva de la papa es necesaria la continua utilizacién de tecnologias agronémicas
que permitan obtener mejores logros productivos traducidos en mejores rendimientos que cubran
las necesidades alimentarias.

Las plantas responden a las condiciones ambientales y esto les ha permitido desarrollar
mecanismos para tolerar y/o superar las condiciones adversas (falta de agua, altas y bajas
temperaturas, escasez de nutrientes, depredacién, etcétera) (Bradshaw, 1965). Entre los
mecanismos adquiridos se encuentra la plasticidad, que es una medida de la proporcién en que las
expresiones de las caracteristicas fenotipicas cambian debido al efecto de la variacion ambiental.
Es reconocido que la plasticidad vegetal es la caracteristica por la cual una planta puede crecer y
reproducirse en cualquier ambiente variando su forma o manteniendo una forma constante.

La estabilidad indica una condicién en la cual no ocurren muchos cambios y la regulacion
interna es la tendencia de un sistema a mantener sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
constantes. Las variables ambientales pueden estar representadas por factores bioticos

(enfermedades, depredacion, etcétera) y abibticos (agua, luz, temperatura, humedad, sustrato,
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etcétera), que influyen en mayor o menor grado en el patrén de desarrollo, la forma y el
funcionamiento de los organismos vegetales (Bradshaw, 1965).

Una sugerencia al realizar sembrados con brotes de papa, es guiarse del postulado de
Duncan que afirma que cuando un cultivo crece con altas densidades de poblacion, el rendimiento
promedio decrece como resultado de la competencia entre plantas vecinas por los recursos del
suelo (agua y nutrientes minerales) y de la atmdsfera (radiacion fotosintéticamente activa, dioxido
de carbono y oxigeno). Duncan (1958), postulo que el rendimiento promedio de las plantas sujetas
a densidades en incremento puede comportarse como el rendimiento de plantas que crecen a
poblaciones constantes y niveles decrecientes de nutrientes. Estos factores deberan tomarse en
cuenta en experimentos futuros de campo con plantas inoculadas con EMMIM-1.

En el presente trabajo, también se compararon dos técnicas de propagacion de papa
(“extraccion de brote” y “semilla de papa”); las plantas obtenidas fueron usadas en experimentos
para evaluar los efectos de la inoculacién de EMMIM-1 y la capacidad de las bacterias para
adherirse y colonizar las plantas. En cuanto a las cuantificaciones se efectuaron en las
suspensiones que serian utilizadas en cada uno de los experimentos, independientemente de la
técnica empleada, estas no fueron relacionadas con la cantidad de fertilizante utilizado, ya que
fueron las inoculaciones iniciales. Las bacterias evaluadas en el EMMIM-1 resultaron en minimas
variaciones en sus numeros, que iban de valores de 8, 7.5, 7.2, 7.1, 8, 7 Log UFC/ml para P. putida
KT2440, Sphingomonas sp. OF178, B. unamae MTI-641, Bradyrhizobium sp. MS22, A. brasilense
Sp7 y G. diazotrophicus PAI 5 respectivamente.

Los resultados obtenidos reflejaron que las cepas del inoculante presentaron buena
capacidad de adhesién para ambas técnicas pero con mejores numeros por técnica de “extraccion
de brote”. Las bacterias con mejor adhesion mostrada fueron P. putida KT2440, Sphingomonas sp.
OF178, Azospirillum brasilense Sp7.

Para el comportamiento de las bacterias a lo largo del tiempo medido por el indicador
colonizacion demostré que las cepas del EMMIM-1 permanecen en el cultivo hasta los 110 dias
cuando los indicadores agronémicos son evaluados por ambas técnicas. Las medias obtenidas
fueron, a los 20 dias de 7.5, 7.2, 6.5, 6.2, 7.6 y 6.2 por “extraccion de brote” y 6.9, 6.1,5.1,4.4, 7 y
5.5 Log UFC/ml para “semilla de papa” en P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, B.
unamae MTI-641, Bradyrhizobium sp. MS22, A. brasilense Sp7 y G. diazotrophicus PAI 5
respectivamente. En la colonizacion de dia 50, las medias obtenidas fueron de 7.2, 6.5, 6, 5.6, 7.4
y 5.7 para “extraccion de brote” contra 6.6, 5.9, 4.6, 4.3, 6.6 y 5 de la “semilla de papa” Log UFC/ml
en P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, B. unamae MTI-641, Bradyrhizobium sp. MS22, A.
brasilense Sp7 y G. diazotrophicus PAI 5' respectivamente. Finalmente en el dia 90 se obtuvieron
medias de 6.3, 6, 5.5, 5, 6.8 y 5 en “extraccion de brote” y 5.6, 4.9, 3.9, 3.6, 6 y 4.4 en “semilla de
papa”, Log UFC/ml en P. putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, B. unamae MTI-641,
Bradyrhizobium sp. MS22, A. brasilense Sp7 y G. diazotrophicus PAI 5 respectivamente.
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P. putida KT2440 tiene la capacidad de colonizar la rizésfera de diversas plantas
(Benavides et al., 2006) y en el presente trabajo también fue capaz de colonizar a la rizésfera,
independientemente de la forma de propagacién de papa utilizada. En este trabajo también se
observé que Sphingomonas sp. OF178 y A. brasilense Sp7 resultaron excelentes colonizadores de
la papa.

B. unamae MTI-641 y Bradyrhizobium sp. MS22 descendieron en sus nimeros en ambas
técnicas, mientras que G. diazotrophicus PAl 5’ mostré variabilidad en su comportamiento,
posiblemente porque este es un microorganismo endéfito natural de la cafia de azucar (Martinez,
2005, Mufioz-Rojas et al., 2003; Rojas, 2007) y no se adapta bien a las condiciones presentadas
en la rizosfera de papa. Sin embargo a pesar de la disminucion de la poblacién de G.
diazotrophicus, este microorganismo permanecié a lo largo del tiempo en el cultivo, posiblemente
debido a que la papa es un alimento rico en almidones y azlcares.

En cuanto a las reinoculaciones aplicadas al dia 20 en los brotes se puede deducir
(“extraccion de brote”), que permitieron que las bacterias permanecieran en mayores ndmeros a lo
largo del tiempo, en comparacion de las semillas que solo fueron inoculadas una solo vez. No se
encontré relacion entre la cantidad de fertilizante y el comportamiento de las cepas.

A los 110 dias se realizé el experimento de medicién de indicadores agronémicos vy el
analisis comparativo entre muestras inoculadas y controles. Las plantas fueron sometidas a
diversas cantidades de fertilizante, un experimento que se realizd sin adicion de fertilizante, no
manifesté crecimiento descartando la existencia del proceso de FBN en el modelo explorado. La
FBN se lleva a cabo en bacterias asociadas a plantas y en bacterias de vida libre pero solo se ha
demostrado a nivel de laboratorio y los indices de fijaciébn bioldgica de nitrdgeno no son
importantes en asociacion con plantas no leguminosas (Morot-Gaudry, 2001). Las bacterias
fijadoras de nitrégeno como Allorhizobium, Azhorhizobium, Bradyrhizobium (Inoculante EMMIM-1),
Mesorhizobium y Rhizobium (Fernandez-Aunién et al., 2010; Mishra P.K et al.,, 2011) forman
nodulos en las raices de plantas leguminosas como: soya, chicharo, cacahuate y alfalfa. El amonio
generado por estas bacterias puede ser usado por las plantas hospederas como fuente de
nitrégeno, dando a cambio la fuente de carbono requerida por las bacterias (Arora et al., 2012). De
esta manera la papa al no ser una leguminosa, posiblemente no se esté realizando este
mecanismo. Sin embargo otras bacterias de vida libre también son capaces de fijar nitrégeno
atmosférico a nivel de laboratorio y algunos ejemplos incluyen a B. unamae (Caballero-Mellado et
al., 2004; Caballero-Mellado et al., 2007) y algunas bacterias pertenecientes a los géneros:
Beijerinckia sp., Bacillus sp, Azoarcus sp., Azotobacter sp. (Guzman A. et al., 2012), pero
asociadas a plantas no parecen otorgar aportes significativos de nitrégeno y los mecanismos
principales de crecimiento son independientes a esta via.

En las evaluaciones, se demostr6 que las plantas inoculadas manifestaron mejores
resultados que las no inoculadas con diferencias significativas en la mayoria de sus indicadores.

Las partes aéreas tuvieron medias de 89.2 cm-113.1 cm en plantas inoculadas, los controles
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tuvieron rangos de 75.6-86.1 cm demostrando que las plantas con EMMIM-1 presentan un mayor
crecimiento. Los pesos frescos estuvieron en rangos de 123.1-195 g, mientras que los controles
tuvieron de 68.8-82 g. En cuanto a las longitudes de raices fue notoria la significancia,
demostrando que las muestras inoculadas pueden no solo alcanzar longitudes mayores a sus
controles si no sistemas radiculares mas desarrollados (Inoculadas 57.3- 71.8 cm vs Controles
33.7-47.4 cm). Esto también ha sido reportado para monoinoculaciones, por ejemplo A. brasilense
(Incluida en el EMMIM-1), posee como mecanismo principal de promocion del crecimiento vegetal
la produccidn de fitohormonas que estimulan el incremento del desarrollo de la raiz; lo que a su vez
impacta en el aumento de la toma de agua y minerales (Fibach-Paldi et al., 2012; Lugtemberg and
Kamilova, 2009). A. brasilense actla incrementando la longitud de raices primarias, la cantidad de
raices secundarias e incrementa los pelos absorbentes (Bashan et al., 2004). A pesar del
incremento radicular observado en plantas de papa multi-inoculadas, el indicador del nimero de
tubérculos obtenidos fue muy variable (Media de 3-4) y no se mostr6 ninguna diferencia
significativa en la mayoria de los experimentos. En algunos casos el peso total obtenido y el peso
individual present6 diferencias, principalmente cuando fue utilizado mayor cantidad de fertilizante.
Los rendimientos de plantas con inoculante fue de 115.9- 231.07 g contra 93-108.2 g para las
controles.

Comparando técnicas, la metodologia por “semilla de papa” resulté ser mas viable en
cuanto a indicadores agronémicos se trata, las partes aéreas, pesos frescos y secos de plantas y
raiz asi como longitud de raiz y pesos obtenidos, fueron mejores.

Respectivo a los indicadores sin diferencia estadisticamente significativa (<0.05), la
evidencia puede reflejar que las plantas necesitan condiciones mas favorables, ventiladas no
calurosas y cerradas en periodos de heladas, asi como sistemas de macetas, mas grandes para
permitir el extendimiento de las raices y el crecimiento de los tubérculos, puede sugerirse otros
fertilizantes altos en B, S, Mg y Mn, los cuales promueven el crecimiento de los productos y su
calidad. Cabe mencionar que en el cultivo de la papa la fertilizacién es uno de los rubros con mas
peso dentro de los costos totales de produccion: cerca del 39% (Porras, 2005); ademas, se ha
hecho énfasis en el estudio de los elementos nitrdgeno, fésforo y potasio, debido al evidente efecto
que tienen sobre la produccion y la respuesta positiva a la aplicacién simultanea de estos (Garcia 'y
Pantoja, 1998); sin embargo, una fertilizacion con dichos elementos solo puede ser exitosa cuando
todos los nutrientes requeridos por la planta estan disponibles en cantidades suficientes en el suelo
(Guerrero et al., 2000).

De acuerdo con Guerrero (1998), el efecto de las épocas de aplicacion y del
fraccionamiento del fertilizante depende de varios factores, como la variedad, el ciclo de cultivo, la
distribucion de los estolones y las raices y el régimen de precipitacion. Asi las respuestas de las
diferentes variedades a las épocas de aplicacion se deben principalmente a la diferencia de tiempo
en la formacion de los estolones y la duracién del ciclo de cultivo (Garcia y Pantoja, 1998). Otros

trabajos de investigacion describen que la variabilidad de esos nutrientes son esenciales para el
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rendimiento de la papa. Se experimentd con papa criolla (Solanum phureja) y se determiné que el
aporte de boro presentd diferencias significativas con el nivel de 1,5 kg-ha-1, elemento que
favorecié el rendimiento de tubérculos de categoria segunda, corroborando lo planteado por Bernal
y GOmez (2004) quienes evaluaron la respuesta de la papa criolla a diferentes dosis de
microelementos (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, B) y encontraron efecto significativo en los tratamientos de
boro (0,8-1,6 kg-ha-1) y cinc (5-15 kg-ha-1) para las variables rendimiento total y calidad por
tamafios, aunque no reportan efectos en los contenidos de materia seca, proteina y densidad. Las
respuestas positivas a la aplicacion de Boro se pueden explicar a partir de sus funciones, ya que el
boro participa en el crecimiento y division celular, en el metabolismo de carbohidratos y proteinas y
en papa se esta produciendo basicamente almidén y carbohidratos constituyentes de los
tubérculos. El boro, como micronutriente mas importante para obtener altos rendimientos en los
cultivos, en papa puede estar relacionado en parte con la participacion de ese elemento en la
sintesis de citoquininas las cuales son necesarias en el proceso de tuberizacion; es asi como los
tratamientos a los cuales se les suministrd boro se caracterizaron por presentar un rendimiento
mayor que los que no lo contenian. Esta respuesta concuerda con lo encontrado por Barrera
(2000), Bernal y Gomez (2004) y Aguirre y Preciado (2005) (Pérez., et al 2008).

Las condiciones del invernadero fueron adversas para las plantas de los tratamientos por
los factores a los que eran sometidas, como temperatura y presencia de plagas, sin embargo las
plantas inoculadas lograron manifestar una mejor resistencia a hongos en periodos frios, y a
plagas en periodos de calor, posiblemente puede deberse a la actividad fungicida reportada en
Sphingomonas sp. OF178, bacteria gram negativa de la clase proteobacterias alfa que también se
ha utilizado para la bioremediacién en maiz (Maduefio, 2009).

Posteriormente en este trabajo se realizé la determinacion de clorofila, la cual no presento
diferencias estadisticamente significativas en ningun tratamiento y tampoco entre grupos analizado
(inoculada y control). Esto demostré que todas las muestras se encontraban en un estado de
nutriciéon adecuado, con aporte suficiente de N,. La clorofila absorbe la luz del sol y usa esa
energia para sintetizar carbohidratos del CO, y el agua. Este proceso se conoce como fotosintesis
y es la base para el proceso vital de las plantas. El nitrdgeno es un elemento clave en la molécula
de la clorofila para mejorar la fotosintesis. Asi pues, la clorofila puede usarse como indice para
medir el contenido en nitrégeno de una planta. La mediciéon de la clorofila y del nitrdgeno
(evaluacién sugerida) ayudan de varias maneras, tales como conocer el nivel de nitrégeno
presente en la planta como un indicador de la salud de la planta y su capacidad de llevar a cabo la
fotosintesis, y por ende, la produccion vegetal. De esta manera puede decirse que el contenido de
clorofila en la hoja esté estrecha y positivamente relacionado a la concentracion de nutrientes en la
hoja vy, por lo tanto, refleja la condicién nitrogenada (mayoritariamente) del cultivo (Wolfe et al.,
1988).
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En el anexo 2, se describen las curvas de crecimiento de cada uno de los miembros del
EMMIM-1, se puede comentar que las bacterias que conforman el EMMIM-1 llegan a fase
estacionaria y es ahi donde se toman las células que conforman el inoculante multiespecies.

En esta tesis, los parametros evaluados mostraron que si hay relacion con la cantidad del
fertilizante empleado, ya que las plantas inoculadas y no inoculadas manifestaron mejores
resultados a mayor cantidad de fertilizante, sin embargo las muestras tratadas con EMMIM-1
mostraron mejores rendimientos y parametros mas significativos respecto a sus controles. Con
esto se puede decir que la opcién de aplicacion de un multinoculante, no solo mejora los
indicadores y rendimiento de los cultivos si no que aportan otros beneficios a las plantas con
reduccion de costos en la produccion, y en este la planta de papa no es una excepcion de efectos
benéficos por parte de las rizobacterias promotoras del crecimiento.
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CONCLUSIONES

. Las plantas de papa tratadas con EMMIM-1 manifestaron un mejor proceso de
adaptacion en condiciones de laboratorio (“extraccion de brote”) e invernadero (“extraccion de
brote” y “semilla de papa”), con porcentajes de supervivencia de 40% y 60% en comparacion
de las controles con menor cantidad de plantas vivas al final del experimento.

] La técnica de “semilla de papa” manifesté mejores resultados en el niumero de
plantas vivas muestreadas en cada tratamiento.

" Las UFC/ml de las suspensiones bacterianas utilizadas en todos los experimentos,
permanecieron en nimeros suficientes y estables (Mayor de 106UFC/mI).

" Las bacterias del inoculante multiespecies exhibieron buena capacidad para
adherirse y colonizar los brotes y semillas de papa encontrandose en nimeros mayores de
10°UFC/ml en el caso de la adhesion, y 10°-10° UFC/ml en caso de la colonizacion. Todas las
bacterias permanecieron a lo largo del tiempo dentro del cultivo (110 dias).

. P. putida KT2440, A. brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178 mostraron mejor
capacidad de adhesién y nUmeros mas estables en la colonizacién (105—106 UFC/ml). Mientras
que Bradyrhizobium sp. MS22, G. diazotrophicus PAI 5Ty B. unamae MTI-641, presentaron
diversos comportamientos a lo largo del tiempo. MS22 y PAI 5" quedaron en nimeros de 10*
10°UFC/ml en algunos tratamientos.

] En cuanto a la comparaciébn de técnicas, las bacterias del inoculante
permanecieron en numeros mas elevados por la metodologia de “extracciéon de brote”, esto
pudo deberse a que fué aplicada una segunda reinoculacion al dia 20 en las plantulas,
mientras que en la semilla, solo se utiliz6 una sola inoculacion. La cantidad de fertilizante
probablemente no tenga efecto en el comportamiento de las cepas.

] Los indicadores agronémicos resultaron ser mejores en plantas inoculadas. La
cantidad de fertilizante y la presencia de las cepas dentro del cultivo, efectivamente influye en
los datos obtenidos. El nimero de tubérculos no resultd con diferencias significativas en la
mayoria de los tratamientos.

" La técnica de “semilla de papa” resultd, con mayor peso en los tubérculos
obtenidos e indicadores mas significativos a comparacion de la técnica de “extraccion de
brote”.

" La clorofila evaluada en todos los tratamientos en ambos grupos no resulté con
diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los casos.

" Las curvas de crecimiento exhibieron que las cepas del EMMIM-1 entran a fase
estacionario a sus tiempos correspondientes (24-48h) y permanecen en numeros suficientes

para la preparacion de las suspensiones bacterianas.
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PERSPECTIVAS
. Explorar el efecto de otros Fertilizantes Quimicos con variabilidad de

micronutrientes, como Zn, Fe, Mg, Mn, B, Ca, S.

. Evaluar el Indicador de N2 Total por método de micro-Kjeldahl automatizado.

" Evaluacion del contenido nutrimental (almidén, micronutrimentos) del producto
obtenido.

] Determinacién de absorbancia de clorofila por metodologia mas objetiva, en

muestras de hoja de papa. Posiblemente una metodologia automatizada.

" Incluir en indicadores agronémicos, diametro del tubérculo y materia seca para

mayor objetividad del rendimiento obtenido.

" Corroboracién de las especies bacterianas que colonizan la rizésfera de las plantas

de papa inoculadas, empleando un analisis molecular tipo ARDRA.
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ANEXOS

En esta tesis se elaboraron curvas de crecimiento por cada cepa que conforma el
EMMIM-1. Se aborda la metodologia utilizada, asi como los resultados obtenidos,
observando compartimientos individuales, de manera conjunta, y estableciendo un

panorama de sus tasas de generacién.

Anexo 1.

En este anexo se detalla la metodologia utilizada para la obtencién de las curvas de
crecimiento, y tasas de generacion.

Se llevaron a cabo las curvas de crecimiento para cada una de las cepas que conforman el
inoculante multiespecies EMMIM-1. Para ello se inocul6 el volumen inicial necesario de una
suspension bacteriana en fase estacionaria en 50 ml de medio de cultivo liquido de seleccion
nuevo, con una densidad éptica inicial (d.o.) de 0.05, en el inicio de la curva. Las células fueron
crecidas a 30 °C y agitacion constate de 200 rpm durante el tiempo explorado (24 a 48 h). El
volumen inicial (Vo) que se transfirid al medio de cultivo fresco en matraces de 50 ml, se calcul6

como se muestra a continuacion:
CiVi=C2V2

Se realizaron tres curvas independientes para cada cepa. A distintos tiempos
experimentales (cada 2h para bacterias de 24 h y cada 3 h para bacterias de 48 h) se tomaron 3
muestras, a cada una de las cepas se midié absorbancia (620nm), y se cuantific6 el nUmero de
UFC/ml, por método de goteo en placa (Herigstad et al., 2001; Hoben and Somesegaran, 1982).
Estos datos permitieron construir las curvas respectivas. Al término de cada curva de crecimiento
se procedio a la identificacion de fase exponencial, a la que se le realizd una regresion lineal y se
célculo del nimero de generaciones para cada cepa (Maier et al.,, 2000). Los datos conseguidos
fueron analizados por el programa Sigma Plot, Version 12.0 de Systat Inc. Software. El célculo se

describe a continuacion:
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Formula algoritmo de division

TASA DE CRECIMIENTO 2n

Constante de multiplicacion celular en bacterias
‘. Turbidez = fase estacionaria (establecimiento)
f Crecimiento poblacional a través del tiempo

ANTES DE LA TASA: PREDICCION DE NUMERO DE CELULAS

Estacionaria = # de crecimiento= # de muertes

PREDICCION DEL NUMERO DE CELULAS

n= Tiempo de crecimisnto
" Tiempo de generacién

Tiempo de crecimiento

Tiempo de generacion =

n

*TIEMPO DE GENERACION

Donde:
dx = Diferencia del crecimiento total
dt= Diferencia del tiempo de crecimiento

ux=Tasa de crecimiento especifico

dx Donde:
ac M
InX=logaritmo crecimiento inicial

dx = px dt
] InXo= logantmo crecimiento final
dx
— = ujdt

sl
Inx- Inxe=pt

Si se considera que durante una duplicacion

X=2Xo
- I Para saber division en el -
tiempo
. Tiempo que |la bacteria requiere
Donde: .
para cada generacign
p=Tasa de crecimiento especifico

t=tiempo de generacion
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Anexo 2
En este anexo se presentan los resultados obtenidos (curvas de crecimiento) de

manera individual, en conjunto, sus respectivos analisis informaticos y numero de

generaciones por cada cepa del EMMIM-1.

Para este experimento se crecieron los microorganismos que conforman el EMMIM-1 en
sus respectivos medios de seleccion en forma liquida (Tabla 7). Cada microorganismo fué
monitoreado de forma individual, y medido a diversos tiempos, cada (2h) para cepas con
crecimiento de 24h (Pseudomonas putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, Bradyrhizobium sp.
MS22, Burkholderia unamae MTI-641), y cada 3h para cepas con crecimiento de 48h
(Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5’ y Azospirillum brasilense Sp.7). Se realizé curva de
turbidez con medicién de absorbancias y se confirmé con curva de crecimiento mediante UFC/ml.

Todas las muestras se tomaron por triplicado.

o Pseudomonas putida KT2440

Se efectud 2 diversas mediciones de esta cepa bacteriana para identificar la hora en que
llegaba a Fase estacionaria, ya que a partir de esta se obtendria el microorganismo para la
formulacion del inoculante, de igual manera esta metodologia se aplicaria para el resto de las
bacterias.

En primera instancia se realizé una curva de turbidez, donde se observé que desde el
comienzo Pseudomonas putida KT2440 mostraba valores de absorbancia altos, sin embargo a
partir de la hora 20, inicia su estabilidad (Grafico 1).

Posteriormente se confirma esta fase con cuantificacion bacteriana mediante goteo en
placa tradicional en medio LB. En los resultados se pudo observar que la bacteria llegaba a fase

estacionaria a partir de la hora 19 en adelante con un nimero de 10° UFC/ml (Gréfico 2).
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Grafico 1. Curva de turbidez de Pseudomonas putida KT2440. Absorbancia en relacién al
tiempo (h).
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Grafico 2. Curva de crecimiento de Pseudomonas putida KT2440. Log UFC/ml en relacién al
tiempo.

Finalmente los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para
identificar la Fase exponencial con el Log/lUFC/ml. Se realizé6 Regresion Lineal, y se obtuvieron
valores de y para las horas 4 y 18, b (0), b (1), para el célculo posterior del nimero de

generaciones por hora (Grafico 3).
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Grafico 3. Analisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de Pseudomonas
putida KT2440 (B) Identificacién de Fase Exponencial mediante Regresion Lineal. La
pendiente es representada como una linea roja (Sigma Plot Versién 12.0 de Systat Inc.
Software).
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o Sphingomonas sp. OF178
Se realiz6 curva de turbidez, curva de crecimiento y analisis estadistico para identificacion
de Fase exponencial. En curva de turbidez se observo que Sphingomonas sp. OF178 desplegé
valores de absorbancias variables en algunos tiempos (12h, 13h), sin embargo a partir de la hora

23 y 24 comienza la fase Lag (Gréafico 4).
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Grafico 4. Curva de turbidez de Sphingomonas sp. OF178. Absorbancia en relacién al tiempo

(h).

Se realizé curva de crecimiento con cuantificacion bacteriana mediante goteo en placa
tradicional en medio LB 5%. En los resultados se pudo observar que la bacteria entraba a fase

estacionaria entre las 19 y 20h con un nimero de 10° UFC/mI (Gréfico 5).
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Grafico 5. Curva de crecimiento de Sphingomonas sp. OF178. Log UFC/ml en relacion al
tiempo.

94



¥hat

Los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para identificar la
Fase exponencial con el Log/UFC/mI. Se realiz6 Regresién Lineal, y se obtuvieron valores de y
para las horas 2 y 14, b (0), b (1), para el calculo posterior del nUmero de generaciones por hora
(Gréfico 6).
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Grafico 6. Andlisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de Sphingomonas sp.
OF178 (B) Identificacion de Fase Exponencial mediante Regresion Lineal. La pendiente es
representada como una linea roja (Sigma Plot Version 12.0 de Systat Inc. Software).
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o Bradyrhizobium sp. MS22
Se realiz6 curva de turbidez, curva de crecimiento y analisis estadistico para identificacion
de Fase exponencial. En curva de turbidez se observé que Bradyrhizobium sp. MS22 exhibio
absorbancias con dos saltos, llegando posiblemente a fase Lag a partir de la hora 20 (Grafico 7).
Se realiz6é curva de crecimiento con cuantificacién bacteriana mediante goteo en placa
tradicional en medio Tesma. Los resultados que se mostraron, es que la bacteria entraba a fase

estacionaria entre la hora 20-24 con un ntimero de 108UFC/mI (Grafico 8).
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Grafico 7. Curva de turbidez de Bradyrhizobium sp. MS22. Absorbancia en relacién al tiempo

(h).
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Gréafico 8. Curva de crecimiento de Bradyrhizobium sp. MS22. Log UFC/ml en relacion al
tiempo.

Los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para identificar la
Fase exponencial con el Log/lUFC/mI. Se realizé Regresion Lineal, y se obtuvieron valores de y
para las horas 8 y 16, b (0), b (1), para el céalculo posterior del nUmero de generaciones por hora
(Gréfico 9).
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Grafico 9. Analisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de Bradyrhizobium sp.
MS22 (B) Identificacién de Fase Exponencial mediante Regresion Lineal. La pendiente es
representada como una linea roja (Sigma Plot Version 12.0 de Systat Inc. Software).
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o Azospirillum brasilense Sp. 7

Se realizaron las correspondientes curvas para esta cepa. En la curva de turbidez se

observé que Azospirillum brasilense Sp. 7 mostré que inicia un descenso a partir de la hora 37,

por ser un microorganismo de 48 h de crecimiento se pudo observar que entra posiblemente a fase

Lag a partir de la hora 40 (Grafico 10).

Se realizé curva de crecimiento con cuantificacion bacteriana mediante goteo en placa

tradicional en medio Tesma. Los resultados que se mostraron, es que la bacteria entraba a fase

estacionaria entre la hora 30-34 con un ntimero de 108UFC/m| (Grafico 11).
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Gréafico 10. Curva de turbidez de Azospirillum brasilense Sp. 7. Absorbancia en relacion al

tiempo (h).
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Grafico 11. Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense Sp. 7. Log UFC/ml en relacion al

tiempo.
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¥ Data

Los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para identificar la
Fase exponencial con el Log/UFC/mI. Se realiz6 Regresién Lineal, y se obtuvieron valores de y
para las horas 6 y 24, b (0), b (1), para el calculo posterior del nUmero de generaciones por hora
(Gréafico 12).

2D Graph 1 2D Graph 1
100 -k
a5
a5 24
a7
20 4
a0 4
m -
£ 88
[}
= 35 A
a5 4 as
a2 4
a0 4 a0
TE
75 T T T . T 78 T T T T T T T T T T
a 10 i 0 40 ) B 4 ] 8 10 12 14 16 13 i e b i}
¥ Daa X Dats
—a— His Logi0 (UFC'm | —a— Hus Logi0 (UFC/ml)
Flot 1 Regr

Grafico 12. Andlisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de Azospirillum
brasilense Sp. 7 (B) Identificacion de Fase Exponencial mediante Regresion Lineal. La
pendiente es representada como una linea roja (Sigma Plot Versién 12.0 de Systat Inc.
Software).
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°  Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5"

Este experimento resultd ser complicado, ya que la bacteria no podia crecer en su medio
de seleccién indicado, o en dado caso el medio liquido se contaminaba facilmente. La curva fue
realizada 4 veces (Las demds curvas fueron realizadas 3 veces cada una para corroborar
resultados), hasta que el microorganismo crecié en su medio selectivo. Se podria sugerir probar en
Medio Tesma.

En la curva de turbidez Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5" se observé gue se hay
una gran variabilidad en las lecturas, mostrando saltos y descensos a lo largo del tiempo, aunque
posiblemente llega a fase estacionaria a partir de la hora 40 (Grafico 13).

Para confirmar se realizé la curva de crecimiento con cuantificacion bacteriana mediante
goteo en placa tradicional en medio LB y LGI. Los resultados obtenidos, fue que en medio LB no se
encontrd crecimiento de colonias, pero si en LGI, en este se observé que la bacteria entraba a fase
estacionaria a las 43h donde se observé un descenso mas notable quedando con un promedio de

107-10® UFC/ml, aunque se encontré mucha variacion en los nimeros (Gréafico 14).
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Gréafico 13. Curva de turbidez de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5'. Absorbancia en
relacion al tiempo (h).
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Grafico 14. Curva de crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5. Log UFC/ml
en relacién al tiempo.
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W Data

Los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para identificar la
Fase exponencial con el Log/UFC/mI. Se realiz6 Regresién Lineal, y se obtuvieron valores de y
para las horas 15y 30, b (0), b (1), para el céalculo posterior del nimero de generaciones por hora
(Gréafico 15).
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Gréafico 15. Analisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 57 (B) Identificacion de Fase Exponencial mediante
Regresion Lineal. La pendiente es representada como una linea roja (Sigma Plot Versién
12.0 de Systat Inc. Software).
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o Burkholderia unamae MTI-641

El crecimiento de esta bacteria al igual que Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5",
mostré complicaciones en su desarrollo, por lo que se utilizd nuevamente medio LB sin antibioticos,
con antibidticos, y el medio Bac con antibiético y sin antibiético, pero sin presencia de crecimiento.
Posiblemente la cepa utilizada como indculo no fue la correcta o presentd alguna variacion génica.
Finalmente tras 5 intentos se obtuvo crecimiento en medio Bac a concentracion normal de
antibiético. Se sugiere corroborar por otros medios o por otra técnica para recuperar a la bacteria.

Se midié absorbancias del inéculo crecido en medio Bac y se obtuvo que Burkholderia
unamae MTI-641, probablemente esté llegando a fase estacionaria a partir de las hora 17-18
(Gréfico 16).

Para confirmar se realizé la curva de crecimiento con cuantificacion bacteriana mediante
goteo en placa tradicional en medio Bac. Los resultados obtenidos reflejaron que a la hora 18 en
adelante la bacteria comienza a estabilizarse y a llegar a un crecimiento equilibrado con numeros
de 10" UFC/ml (Gréfico 17).

Los datos de la curva de crecimiento fueron ingresados y analizados, para identificar la
Fase exponencial con el Log/lUFC/mI. Se realizé Regresion Lineal, y se obtuvieron valores de y
para las horas 10 y 18, b (0), b (1), para el calculo posterior del nimero de generaciones por hora
(Graéfico 18).
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Gréfico 16. Curva de turbidez de Burkholderia unamae MTI-641. Absorbancia en relacién al
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Y Data

Curva de crecimiento de Burkholderia unamae MTI-641. Log UFC/mI en relacién

Gréfico 17.
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Grafico 18. Analisis de curva de crecimiento. (A) Curva de crecimiento de Burkholderia
unamae MTI-641 (B) Identificacion de Fase Exponencial mediante Regresiéon Lineal. La
pendiente es representada como una linea roja (Sigma Plot Versién 12.0 de Systat Inc.

Software).

103



La importancia de realizar estas curvas fué para demostrar que las cepas que conforman el
EMMIM-1 llegan a Fase estacionaria a sus tiempos correspondientes (24 o 48h) y en cantidades
suficientes (10°-10% UFC/ml), ya que para obtener las suspensiones, se necesitan cultivos en Fase
Lag (Grafico 19).

La fase Lag usualmente tarda de unos minutos hasta horas. La longitud de la fase de
retardo se puede controlar en cierta medida, ya que depende del tipo de medio, asi como en el
tamarfio inicial de inéculo.

El andlisis de la Fase Exponencial tuvo el objetivo de explorar el aproximado de nimero de
bacterias obtenidas por hora. Cada curva mostré diversas variabilidades, por lo tanto puede
decirse que los datos analizados también son muy variables. Las horas tomadas para los calculos
pueden modificarse dependiendo de la visién de cada investigador, aunque conviene explorar los
datos obtenidos (Fase exponencial) en el tiempo y usarlos en las férmulas del ndmero de

generaciones para cada bacteria evaluada.
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Grafico 19. Cepas bacterianas (EMMIM-1) en conjunto. UFC/mI en relacién al tiempo. Cada
linea representa una cepa bacteriana.

Tabla 1. Calculo del niumero de generaciones por cada cepa bacteriana. Se presenta los
valores de la tasa de crecimiento especifico (1), tiempo de generacion (t) y numero de
generaciones obtenidas por hora (n) por cada cepa bacteriana.

Microorganismo n (Generaciones / h)
Pseudomonas putida KT2440 0.8834 0.7846 15.29
Sphingomonas sp. OF178 0.3943 1.7579 6.82
Bradyrhizobium sp. MS22 0.1865 3.7166 2.15
Azospirillum brasilense Sp7 0.1846 3.7548 4.79
GIucoTnacetobacter diazotrophicus 0.2209 3.1378 4.70

PAI 5

Burkholderia unamae MTI-641 0.2920 2.3737 3.37
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