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1. RESUMEN

El maiz posee importancia alimenticia, econdmica, social, industrial y
tecnoldgica, pero poco se ha estudiado sobre el efecto que ejerce la influencia
humana en el ecosistema de las variedades de maiz. En el presente trabajo, se
realizé la caracterizacion bacteriana de la rizosfera del suelo agricola asociado a
Zea mays L. procedente de la zona de San Juan Atenco, Puebla, México. CoOmo
objeto de estudio se utiliz6 al suelo sembrado con diferentes variedades de maiz:
amarillo, azul, rojo, silvestre (teocintle) y el hibrido de alta calidad proteica (QPM),
empleandose al suelo sin presencia de maiz como control. Se obtuvo la poblacién
de bacterias a estudiar, de la cual se seleccionaron las del género Pseudomonas
especificamente aquellas fluorescentes obteniéndose un total de 93 bacterias a
las que se les caracterizO6 mediante ensayos morfoldgicos, fisioldgicos y
bioguimicos. Las bacterias fueron caracterizadas bioquimicamente, como
similares; mediante el sistema APl 20 NE® de Biomerieuxy sus correspondientes
pruebas complementarias. Las especies de bacterias que se identificaron por API
20NE en asociacion con maiz fueron Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas
oryzihabitans, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas sp.
Unicamente Pseudomonas aeruginosa Yy Pseudomonas fluorescens se
encontraron de manera significativa en los suelos de la rizésfera en comparacion
con las demas especies. Cada variedad de maiz mostrd diferencia tanto en las
especies asociadas a la rizésfera como en el niumero presente en dicha variedad,
lo anterior puede estar relacionado tanto con el efecto que tienen las raices de las
plantas al liberar diferentes compuestos quimicos que pueden estimular o inhibir a
los microorganismos que se encuentran a su alrededor. Ademas se realiz6 una
caracterizacion metabdlica bacteriana mediante el uso de API 50CH vy se realizo
una comparacion del uso de los diferentes tipos de carbohidratos disponibles entre
el suelo control y cada una de las variedades de maiz estudiadas obteniendo una
mayor variabilidad metabdlica en el suelo influenciado por la rizésfera, en especial

la relacionada con el maiz QPM. Se concluye que la variedad de la planta de maiz
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es un agente de seleccion de especies bacterianas predominantes del suelo, lo
cual puede ser tomado en cuenta al momento de seleccion en los programas
sustentables de empleo de bacterias que incrementan el desarrollo de las plantas.

Larazdn de esas interacciones puede ser establecida en estudios posteriores.

Palabras clave: Rizosfera, suelo agricola, caracterizaciéon bioquimica,
caracterizacion metabdlica, variabilidad de maiz, variabilidad metabdlica.
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1.1 ABSTRACT

Despite the alimentary, economical, social, industrial and technological
importance is little research about the effect that human influence generates on the
ecosystem of maize varieties. In this work characterization of bacterial rhizosphere
of agricultural land associated with Zea mays L was performed from soil located in
San Juan Atenco, Puebla, Mexico. It was used soil without the presence of maize
as control and as object of study, the one with different maize varieties planted:
yellow, blue, red, wild (teosinte) and the hybrid quality protein (QPM). The bacteria
population to study was then obtained, for which the gender Pseudomonas
fluorescens was specifically selected; obtaining a total of 93 bacteria which were
characterized morphologically, physiologically and biochemically. Bacteria were
biochemically characterized as similar, with the APl 20 NE® system of Biomerieux
and their corresponding complementary tests. The bacteria in association with
maize identified by APl 20NE were: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas
oryzihabitans, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri and Pseudomonas sp.
Only Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas aeruginosa were found
significantly in the rhizosphere soils compared to other species. Each maize variety
showed difference in both, species associated with rhizosphere and in the number
of associated bacteria, this may be related with both, the effect that the roots of
plants who release different chemical compounds that can stimulate or inhibit
microorganisms that are around. Moreover bacterial metabolic characterization
was performed using APl 50CH and a comparison of the use of different types of
carbohydrates available between soil control and each of the varieties of maize
was performed to obtain a higher metabolic studied variability in soil influenced by
rhizosphere, especially related to the QPM. We conclude that the variety of the
corn plant is a selection agent predominant bacterial species in the soil, which can
be taken into account when selecting programs in sustainable use of bacteria that
increase plant growth. The reason for these interactions can be established in

future studies.
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Keywords: Rhizosphere, agricultural land, biochemical characterization, metabolic
characterization, variability of maize, metabolic variability.
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2. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la importancia de conocer a profundidad las
interacciones que ejercen los microorganismos en la rizésfera de los cultivos ha
ido en aumento, sobre todo con el fin de obtener un mayor beneficio para el ser
humano pero con la directiva de ser sustentables. Uno de los aspectos primarios,
gue se debe conocer de las interacciones de los microorganismos con las plantas,
es el metabolismo que desarrollan los géneros bacterianos asociados a los
cultivos. Sin embargo, a pesar de la necesidad creciente de la experimentacion
geomicrobiolégica para su implementacion en procesos agricolas y la importancia
gue han supuesto los andlisis de la diversidad microbiana utilizando tecnologia
genética, estamos aun lejos de dilucidar en su totalidad el papel que juegan las
interacciones intergénero e interespecie de bacteria-planta para que se presente el

fendmeno de adaptacion selectiva.

La cantidad de especies asociadas a un cultivo es muy amplia, es por eso
gue el presente estudio se enfoc en la investigacion de los procesos metabdlicos
de las bacterias del género Pseudomonas y especificamente del subgrupo
fluorescente asociadas a la rizoésfera de maiz criollo rojo, criollo azul, criollo
amarillo, silvestre (teocintle) y el maiz hibrido de alta calidad proteica (QPM)
mediante el método de identificacion multipruebas API 20 NE y API 50 CH.
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3. Marco teérico

3.1. Laimportancia del maiz

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo gramineo propio de Mesoamérica que
ha sido parte importante de la cultura mexicana. Los indigenas lo nombraron asi
por considerarlo “lo que sustenta la vida” (Rodriguez, 2008). Diversos restos
arqueoldgicos, indican que la poblacion del territorio de lo que hoy es México no
se ha alimentado siempre de maiz ya que otras plantas predominaron por mucho
tiempo en su dieta y donde el maiz fue ganando popularidad paulatinamente
(Fernandez et al, 2013).

El interés por la diversidad de maiz viene desde los tiempos prehispanicos,
como se refleja en las leyendas sobre el origen de la planta y en los codices
(Navarrete, 2011). Sin embargo, del periodo comprendido entre la Colonia hasta el
siglo XIX son muy escasos los escritos que hablan acerca de las variedades de
maiz. Y es sélo hasta el siglo XX que se empiezan a estudiar y colectar en forma
sistematica poblaciones locales nativas de maiz conocidos como teocintles
(Ortega, 2003)

Los teocintles son gramineas muy similares al maiz, que crecen de manera
natural principalmente en México y en parte de Centroamérica. Se considera que
las poblaciones de teocintle del centro del México pudieron ser los ancestros de
los cuales se domesticO el maiz como planta cultivada (Matsuoka et al,
2002).Gracias a que los indigenas mexicanos hicieron evolucionar al maiz,
sembrando las variedades nativas y las variedades criollas. Con la formacion de
las razas obtenidas y con los cruzamientos interraciales se dio origen a las razas

modernas (Marquez, 2008). Figura 1.

A lo largo de este tiempo, el hombre fue moldeando la especie a sus
necesidades tanto alimenticias como de cultivo, dando como resultado una de las
mayores diversidades genéticas de las que se tenga noticia. En el caso particular

de México, tal diversidad queda representada por las mas de 50 razas de maiz
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catalogadas, las cuales representan aproximadamente 23% de la diversidad
genética presente en el continente Americano (Goodmany Brown, 1988).

Con el auge de la cultura ecoldgica se cultiva maiz disminuyendo el impacto
ambiental que pueden tener el uso de fertilizacion quimica entre otros procesos.
Dentro de este tipo de agricultura se promueven las actividades sustentables,
como el uso de los inoculantes microbianos o biofertilizantes. Ademas, de que el
maiz forma parte de un conjunto de relaciones e interacciones con el ecosistema y

gue son fundamentales para el desarrollo del cultivo. (Khosro y Yuosef, 2012)

Figura 1: Semillas de maiz de diferentes variedades. Se presenta de
izquierda a derecha. Maiz silvestre teocintle, maiz rojo, maiz amarillo,

maiz azul y maiz hibrido QPM de alta calidad proteica. (Obtenido de
Lépez-Reyes, 2013).

3.2. El suelo y surelacién con el ambiente

La Norma Oficial Mexicana-021 sobre Recursos Naturales (Diario Oficial de
la Federacion, 2002) define al suelo como: “Coleccion de cuerpos naturales
formados por sélidos (minerales y organicos), liquidos y gases, sobre la superficie

de los terrenos. Presenta, ya sea, horizontes o capas, que se diferencian del
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material de origen como resultado de adiciones, pérdidas, migraciones, y
transformaciones de energia y materia; o por la habilidad de soportar raices de

plantas en un ambiente natural”.

La formacion de los suelos es un proceso complejo y muy lento, ya que
involucra cinco factores independientes entre si: EI material, el clima, los factores
bidticos, la topografia y el tiempo (Ibafez et al., 2004; Smith y Smith, 2001). La
textura del suelo influye directamente en la relacion agua, suelo, aeracion y la
penetracién de las raices a través de sus espacios porosos. Indirectamente,
también influye en el estado nutricional del suelo. La proporcion relativa de los
sélidos minerales y organicos y el espacio llenado por agua 0 gases son
determinantes para la distribucion del tamafio de particula del mineral (textura del
suelo) y para las uniones de estas particulas fundamentales en unidades mayores
0 agregados (Barker, 1998).

Los procesos microbiolégicos del suelo pueden ser el resultado de una sola
especie microbiana o de una asociacion entre dos o mas. La base de la asociacion
puede ser el sinergismo, en el cual ningin organismo es capaz de llevar a cabo
todo el proceso pero cada miembro del consorcio se encarga de una parte de
manera secuencial. Ademas, es posible que no todos los miembros de una
asociacion de microorganismos participen directamente en el proceso, sino que
realicen reacciones relativas como generar un determinado pH que faciliten el
proceso (Lutz, 2002). Los microorganismos en el entorno superficial del suelo
estan involucrados en distintos procesos vitales, incluyendo el mantenimiento de la
degradacion del ambiente. Algunas de las actividades importantes de estos
microorganismos son: la formaciéon del suelo, el ciclo de los nutrientes y la
biorremediacion (Sharma, 2005). Los microorganismos contribuyen a la evolucién
del suelo mineralizando algunos o todos los componentes de la materia organica
durante su proceso de deterioro. Algunos de los productos metabdlicos de este
deterioro, como los acidos inorganicos, CO;, y NHs, interactian de manera lenta
con los minerales y causan su alteraciébn y solucion, un paso importante para

caracterizacion (Barker, 1998).Las bacterias del suelo son las principales
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responsables por la mineralizacion de la materia organica, por la fijacion de
nitrégeno, nitrificacion, desnitrificacion (Campbell, 1967) y otros procesos
geoquimicos importantes como la reduccion de sulfatos, actuando como
catalizadores en algunos procesos geoquimicos, o como productores o
consumidores de ciertas sustancias del suelo y asi influir en la velocidad de las
reacciones geoquimicas en las que tales sustancias son reactivos o productos
(Ehrlich, 1996).

3.3. Relacién bacteria- agroecosistema

El componente microbiano del suelo es importante para mantener el
equilibrio en los ecosistemas. Los procesos agricolas y el manejo de los recursos
vegetales afectan la biodiversidad y la densidad de las poblaciones microbianas.
La sustentabilidad de un agro ecosistema depende del uso minimo de fertilizantes
y pesticidas quimicos para el desarrollo agricola. EI manejo integral de cultivos
puede verse beneficiado por el empleo de cepas de microorganismos con un alto
potencial de accion sobre el crecimiento, el control de patégenos y desarrollo de
las plantas. (Olalde y Aguilera, 1998).

3.4. Interaccion bacteria- planta

La diversidad y los tipos de microorganismos asociados a los vegetales, son
propensos a variar dependiendo de la especie de planta, edad y estado
nutricional; de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, del ecosistema en el
gue se desarrolla, asi como de su uso. (Marschner et al., 2004; Adeboye et al.,
2006). Los exudados de las raices de las plantas pueden favorecer el
establecimiento de relaciones entre los microorganismos del suelo. (Kloepper,
1994).Se ha demostrado que la densidad bacteriana y fungica presente en esta
zona de directo intercambio de la planta puede llegar a ser entre 10 y 50 veces
mas grandes que el suelo no influenciado por las raices de las plantas. (Reyes et
al., 2006).
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3.5. Efecto de las raices en los microorganismos de la rizésfera

En la rizésfera, que es el suelo directamente influenciado por las raices de
las plantas, se genera un ambiente propicio para el desarrollo de una amplia
variedad de microorganismos, ya sea por medio de procesos tales como la
captacion de agua por la planta o los exudados de sustancias organicas que
actlan como sustratos para dichos microorganismos, debido a que constituyen
una importante fuente de nutrientes. Los exudados de la raices de las plantas
tienen influencia sobre las propiedades biolégicas y quimicas del suelo y en
consecuencia sobre la variedad microbiana que se desarrollara en torno a la
rizosfera. (Pacheco y Pineda, 2004). La composicion de las excreciones de la raiz
y los constituyentes quimicos de sus tejidos, determinan en gran medida la
composicion microbiana del ambiente. (Atlas, 2002;Velazquez, 1999). La masa y
células viables cercanas a la raiz indican que la planta estd excretando sustancias
organicas (Duke, 1996). Los productos encontrados por los microorganismos
varian de planta en planta. (Mantilla et al, 2009).

3.6. Efecto de los microorganismos de larizésfera en las raices.

Los microorganismos de la rizésfera ejercen influencia en el crecimiento de
las plantas, ya que estas aumentan el reciclado y solubilizacion de los nutrientes
minerales. Las bacterias que reaccionan a la presencia de las raices pertenecen a
varios grupos taxonémicos, fisiolégicos y morfoldégicos claramente diferentes. Los
gue responden marcadamente son los bacilos cortos Gram negativos que, casi
invariablemente, ocupan el mayor porcentaje de la rizésfera comparado con la
flora normal del suelo; mientras que el porcentaje de incidencia de los bacilos
cortos Gram positivos, los cocobacilos y las bacterias que forman esporas
(Bacillus spp.) disminuye. Aparentemente no existe una estimulacion o inhibicion
selectiva de los bacilos Gram variables del grupo Arthrobacter de los bacilos
largos que no forman esporas. (Vazquez, et al,2000). Existe una proporcion
relativamente mayor de bacterias méviles de crecimiento rdpido como el género
Pseudomonas asociadas a plantas, los exudados de las raices favorecen a los

microorganismos con una elevada tasa de crecimiento, ya que a su vez las
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poblaciones bacterianas pueden producir compuestos quimicos que estimulan el

crecimiento de las plantas (Bashan y Holguin, 1996).
3.7 Importancia de la caracterizacion bacteriana en la agroindustria

Segun datos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en México se consume anualmente alrededor
de 30 millones de toneladas de maiz, lo que deja ver la gran importancia que tiene
en la alimentacion de los mexicanos. Sin embargo, el suministro que se genera es
insuficiente y México necesita importar dicha graminea de paises que lo superan
en su cultivo como Estados Unidos, China y Brasil como podemos observar en la
Figura 2, (FAO Statics Division, 2009) por lo que en los ultimos afios se han
innovado tecnologias para lograr el mejoramiento de la produccién.
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Figura 2. Principales paises productores de maiz (1998-2008)
Fuente: FAOSTAT | © FAO Statistics Division 2009

La diversidad y densidad de microorganismos son indicadores biolégicos en
estudios de calidad y sostenibilidad del suelo. La presencia de microorganismos
en la rizésfera participa en procesos bioquimicos, lo que influye sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas y se relaciona directamente con el aumento
de elementos quimicos utiles para el control de patdogenos (Reyes y Valery, 2007).
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El desarrollo de biotecnologias agricolas alternativas, requieren de estrategias y
procesos de investigacion e innovacién a corto y mediano plazo, los cuales
incluyen aislamientos de cepas, evaluacién, seleccion, multiplicacion y produccion.
(Lopez et al, 2008).Los biofertilizantes y bioestimuladores son parte importante de
los sistemas agricolas sustentables; constituyen un campo econémico ain joven y
con mucho por explotar. Permiten reducir el uso de sustancias quimicas y mejoran
la cantidad y calidad de los recursos propios del suelo, gracias a la utilizacién de
microorganismos debidamente seleccionados, capaces de aportar a los cultivos
nitrégeno fijado de la atmosfera, fésforo transformado a partir del que esta fijado
en el suelo y sustancias fisiologicamente activas que, al interactuar con la planta,
ocasionan una mayor activacion del metabolismo (Bauer, 2001: Burdman et al.,
2000).

3.8. Género Pseudomonas.

El género Pseudomonas y algunos otros géneros estrechamente
relacionados como Burkholderia sp., comparten las caracteristicas de ser bacilos
Gram negativos rectos o ligeramente curvos que son aerobios estrictos; la mayoria
de las cepas son moviles por medio de uno o mas flagelos polares; utilizan
glucosa y otros hidratos de carbono en forma oxidativa; suelen ser citocromo
oxidasa positivos (Lippnicot et al., 2006). La importancia de la presencia del
género Pseudomonas en el suelo ha quedado evidenciada en muchas
investigaciones, siendo P. aeruginosa y P. fluorescens las especies sobre las que
se han realizado mas estudios y se ha observado que poseen la capacidad de
producir sideréforos, servir como antagonistas del crecimiento fangico (Torrez et
al.,2000), o jugar un papel importante en la absorcion de fésforo y rendimiento de
ciertos cultivos o servir como un factor de control en enfermedades de ciertas
semillas como el caso particular de P. fluorescens (Faggioli et al., 2010) (Pérez, et
al., 2000). Sin embargo, estudios mas recientes nos demuestran que otras
especies poseen igual importancia para el ecosistema, como lo es la asociacion
entre P. alcaligenes y el género Azotobacter (Flores et al., 2012), la tolerancia y

degradacion de glifosato por P. oryzihabitans (actualmente Flavimonas
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oryzihabitans) (Martinez et al., 2012) o el antagonismo fungico de P. putida (Torres
et al.,2000). El género Pseudomonas es muy amplio por lo que se decidio estudiar

a un solo de los subgrupos que lo componen: el subgrupo fluorescente.

3.8.1. Subgrupo fluorescente

Se considera Pseudomonas fluorescentes a la bacterias que se
caracterizan por la produccion de pigmento hidrosoluble que da fluorescencia en
tonos que van desde blanco a verde azulado cuando son sometidos a la luz

ultravioleta. Las caracteristicas de este subgrupo estan resumidas en el Cuadro 1.

Los sideroforos son compuestos de bajo peso molecular secretados por las
raices de las plantas (fitosider6foros) y las bacterias que se relacionan con la
captacion en la rizosfera de elementos, como el hierro. Diversas bacterias de vida
libre, en especial del género Pseudomonas se han asociado con la produccién de
sideréforos (Zdor y Anderson, 1992). En un estudio realizado con Pseudomonas
7NSK, se observdé un aumento en la produccién de, maiz, trigo y cebada; la
capacidad de producir pioverdina, sideréforo fluorescente que es producido por la
bacteria en condiciones de deficiencia de hierro o de otros metales, en
condiciones de pH bajo, o como agente inhibidor de varios hongos fitopatdégenos,
puede ayudar a explicar el aumento en el rendimiento de la produccion de grano
de dichos cultivos. La produccién de pioverdina puede ser estratégica en la
rizosfera, no sélo para el abastecimiento de hierro, sino, también, como un
mecanismo de defensa contra otros microorganismos (Hoéfte et al., 1991). Ademas
de la pioverdina, las especies del género Pseudomonas, son capaces de generar
pigmentos difusibles que son observables a luz UV en medio B de King como las

piocianinas y fluoresceinas. (Cid, 2006).
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Cuadro 1. Caracteristicas del subgrupo de Pseudomonas fluorescentes (Madigan
y Parker, 2003)

Caracteristicas de Pseudomonas fluorescentes

Subgrupo La mayoria producen pigmentos fluorescentes verde-amarillento

fluorescente solubles en agua; no forman poli-B-hidroxibutirato; Gnico grupo de
homologia de DNA

P. aeruginosa Producen piocianina, crecen hasta 43°C, flagelo polar unico,
desnitrificantes

P. fluorescens No producen piocianina, no crecen a 43°C; penacho de flagelos
polares

P. putida Semejante a P. fluorescens pero no licua la gelatina y crece en
benzilamina

P. syringae Carece de dihidrolasa, oxidasa negativo, patdgeno para las plantas

P. stutzeri Saprdfito del suelo, fuerte desnitrificador y no fluorescente
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4. MARCO DE REFERENCIA

Para poder entender el comportamiento, la funcién y los efectos que un
grupo bacteriano ejerce tanto sobre el suelo, como en la rizésfera de los cultivos,
es necesario en primera instancia, determinar las caracteristicas de dicho grupo.
Sin embargo, debido a que existen diferentes rutas metabdlicas bacterianas,
resulta complejo analizar grandes poblaciones; es por ello que se ha optado por
trabajar muestras representativas de la diversidad bacteriana en un suelo con la
ayuda de sistemas de identificacion multipruebas API, los cuales tienen la ventaja
de ser faciles en su manejo(Cid,2006), ya que permite entre otras cosas, poner de
manifiesto parte del sistema metabdlico de la bacteria (Quempis, 2010).EI realizar
estudios complementarios, como la capacidad solubilizadora de fosfatos Figura 3
(Lara et al, 2011: Medina, 2011) o la produccion de sideroforos (Lozano,
2004)proporciona informacién del efecto antagonista de las bacterias en el
crecimiento de otros microorganismos que conviven en la rizosfera. Se han
realizado estudios referentes a la influencia que la rizésfera ejerce sobre la
diversidad bacteriana asociada a las plantas de maiz y la participacion de los
exudados radicales en la seleccion bacteriana. Ademas, se ha demostrado que el
género Pseudomonas es el mas abundante en asociaciébn con diferentes
variedades de maiz Cuadro 2 (LOpez-Reyes, 2013). El conocer la variabilidad de
la poblacion de Pseudomonas fluorescentes asociadas a maiz resulta de interés
ya que se ha demostrado que en las alternativas de produccion sustentable de
maiz reduce costos econdmicos y ambientales, lo que puede estar en relacién con

la poblacién bacteriana asociada a maiz(Carcafio, 2003).
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Cuadro 2. Géneros bacterianos asociados a la rizosfera de diferentes variedades

de maiz (2x10°)

Género

Rojo

Azul

Silvestre Suelo
Teocintle

QPM  Amarillo Maiz

Total

Achromobacter
Acinetobacter
Aeromonas
Alcaligenes
Bordetella
Brevundimonas
Burkholderia
Chromobacterium
Chryseobacterium
Eikenella
Enterobacter
Mannheimia
Ochrobactrum
Oligella
Photobacterium
Pseudomonas
Psychrobacter
Ralstonia
Rhizobium
Stenotrophomonas
Shewanella
Sphingobacterium
Sphingomonas
Wautersia
No identificadas
TOTAL
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296

Maiz total, incluye los datos de todas las variedades ensayadas y el suelo control
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W Bacterias solubilizadoras

m Bacterias totales

Figura 3. Bacterias solubilizadoras de fosfatos presentes en la region de
San Juan Atenco Puebla. México. (Medina, 2011).

28



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diversidad de maiz y suelos ha cambiado durante el paso de los siglos,
sin tener evidencias claras de los cambios existentes en la microbiota relacionada
con el cultivo, derivado de las cruzas interraciales u obtencibn de maiz
genéticamente modificado, asi como el uso de las diferentes técnicas
agropecuarias que involucran el uso de sustancias quimicas en el afan de mejorar

la calidad y produccién del cultivo de maiz.

Las actividades humanas han generado que se establezcan nuevas
interacciones en la rizésfera, siendo dichas interacciones, diferentes para cada
variedad de maiz e incluso produciendo variabilidad en el metabolismo dentro de

una misma especie bacteriana.
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6. JUSTIFICACION

El maiz es un cultivo que ha desempefiado un papel esencial en la cultura
mexicana a lo largo de los siglos; posee una importancia alimenticia, econémica,
social, industrial y tecnoldgica, sobre todo en lo que se refiere a sistemas de
produccion para solventar la demanda de una poblacion que va en aumento; lo
gue genera una presion en el ecosistema, y es la rizésfera, la mas sensible a sufrir
cambios. A pesar de que México es poseedor de una gran variedad de maiz,
desde los silvestres, pasando por los nativos e hibridos, poco se conoce sobre la
influencia de las variedades de maiz en la diversidad de bacterias mesofilicas
aerdbicas asociadas al suelo de la rizésfera de maices, en especial de uno de los

géneros mas abundantes como es Pseudomonas.

Es por tanto, necesario conocer las modificaciones que se generan en la
poblacion bacteriana asociada a maiz de las variedades mas comunmente
sembradas en México como lo son los maices : amarillo, rojo, azul, QPM y
teocintle; dichos cambios pueden ser considerados no solo como indicador de
alteracion del sistema agricola por el cultivo intensivo, también nos reflejan una
adaptabilidad selectiva de las plantas debido a problemas ambientales, muchos de
ellos generados por el desconocimiento que las actividades humanas ejercen

sobre el medio.
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7. HIPOTESIS

7.1. Hipotesis nula

Se presentara una alta variabilidad de las bacterias del género
Pseudomonas para cada variedad de maiz como indicador de adaptacion

selectiva de las plantas.

7.2. Hipdtesis alternativa

No se presentara una alta variabilidad de las bacterias del género
Pseudomonas para cada variedad de maiz como indicador de adaptacion

selectiva de las plantas.
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8 OBJETIVOS

8.1. Objetivo general:

Determinar la diversidad de Pseudomonas fluorescentes asociadas a maiz de

diferente variedad.
8.2. Objetivos particulares:

1. Aislar bacterias del género Pseudomonas del subgrupo fluorescente
asociadas a la rizosfera de maiz criollo rojo, criollo azul, criollo amarillo,
silvestre (teocintle) y el maiz hibrido de alta calidad proteica (QPM).

2. Realizar la caracterizacion de las bacterias colectadas en la rizésfera de
maiz mediante el método de identificacion de multipruebas API 20 NE y API
50 CH.

3. Determinar la capacidad solubilizadora de fosfatos y la producciéon de

pigmentos fluorescentes de cada una de las bacterias caracterizadas.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Materiales.
Los materiales empleados en la presente investigacidon se muestran en el

Cuadro anexo 1.

9.2. Muestreo

Se selecciono suelo de la rizésfera de plantas de maiz con crecimiento de
20 dias posterior a la siembra, desarrolladas en la zona San Juan Atenco en
Puebla (100 g aproximadamente por planta). Se guardd en bolsas de plastico de
cierre hermético debidamente marcadas y se transportaron al Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas

del ICUAP para su procesamiento.

9.3. Aislamiento de bacterias

Se realizaron diluciones con base diez partiendo de 1.0 g de cada una de
las muestras de suelo hasta 10”: De cada dilucién, se tomé 1.0mL y se sembré
colocando el inoculo sobre la placa de agar soya y tripticasa (TSA)
distribuyéndolo con una varilla de vidrio estéril; posteriormente, se incubd durante
24 h a 36°C. (Chiarini et al., 1998; Reyes y Valery, 2007). Pasado este tiempo, se
observo el crecimiento y se tom6 de la caja contable, 20 bacterias al azar. Se
resembraron en agar TSA mediante la técnica de estria cruzada. Se incubaron
durante 24 h a 36°C, posteriormente se realizaron resiembras hasta la obtencién

de un cultivo axénico.

9.4. Caracterizacion bacteriana por medio del sistema api de Biomerieux

Las cepas purificadas, se sometieron a pruebas de caracterizacion para
establecer el género y la especie de cada una de ellas empezando por una tincion
de Gram. Posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas, el crecimiento en
agar de MacConkey, el tipo de metabolismo en medio, las pruebas de catalasa y
oxidasa.
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Se procedi6 a utilizar los sistemas de caracterizacion bacteriana por medio
del sistema APIWEB® de Biomerieux para API 20E y APl 20 NE. Posteriormente
se determinaron el patron de asimilacion de carbohidratos de cada una de las
bacterias que fueron identificadas como pertenecientes al subgrupo de

Pseudomonas fluorescentes mediante el APl 50CH.

9.4.1. Sistemas de identificacion multipruebas galeria APl 20NE

El APl 20 NE es un sistema para la identificacion de bacilos Gram
negativos. El sistema esta estandarizado, y combina 8 pruebas convencionales
(NOs, TRP, GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG) y 12 de asimilacién (GLU, ARA,
MNE, MAN, NAG, GNT, CAP, ADI, MLT, CIT, PAC, OX). El kit consta de una
galeria con 20 microtubos conteniendo medios y/o sustratos en forma
deshidratada. Los test convencionales, se inoculan con una suspension bacteriana
de la cepa a analizar en solucion salina. Tras un periodo de incubacion de 24-48
horas a 30 °C se pueden observar virajes de color en el medio, bien directamente
o tras adicion de reactivos. Los significados de las abreviaturas del sistema
API20NE, se muestran en el Cuadro 3

Cuadro 3. Substratos incluidos en cada uno de los 20 recipientes
de la galeria API 20 NE

Nam. Cddigo Substrato

0 NO; NIT 1y NIT2
TRP Triptofano

2 GLU Glucosa

3 ADH Arginina

4 URE Urea

5 ESC Esculina

6 GEL Gelatina

7 PNPG p-nitrofenil-3-D-galactopirandsido

8 GLU Glucosa.

9 ARA Arabinosa

10 MNE Manosa

11 MAN Manitol

12 NAG N-acetil-glucosamina

13 MAL Maltosa

14 GNT Gluconato

15 CAP Caprato

16 ADI Adipato

17 MLT Malato

18 CIT Citrato

19 PAC Fenil-acetato

20 OX Citocromo

34



9.4.2. Sistemas de identificacion bioquimico galeria APl 50CH

El patron de utilizacion de hidratos de carbono, fue determinado con la
galeria enzimatica APl 50 CH, API 50CHL vy el software APl WEB. Cada test API
50 CH consta de cincuenta microtubos. ElI primer microtubo no contiene ningin
substrato y se usa como control negativo. El resto de recipientes contienen una
cantidad determinada de substrato deshidratado, pertenecientes a la familia de
hidratos de carbono y sus derivados (heterésidos, polialcoholes, acidos urénicos).
La lista de los substratos se encuentra en el Cuadro 4. Se realizan dos lecturas,

una a las 24 horas y otra a las 48 horas, siendo la definitiva la de 48 horas.

Cuadro 4. Substratos incluidos en cada uno de los 50 recipientes de la galeria enzimética para
bactérias acido-lacticas APl 50 CH.

NUm. Cadigo Substrato NUm. Cédigo Substrato

0 CONTROL CONTROL 25 ESC Esculina

1 GLY Glicerol 26 SAL Salicina

2 ERY Eritritol 27 CEL Celobiosa

3 D-ARA D-Arabinosa 28 MAL Maltosa

4 L-ARA L-Arabinosa 29 LAC Lactosa

5 RIB Ribosa 30 MEL Melibiosa

6 D-XYL D-Xilosa 31 Suc Sucrosa

7 L-XIL L-Xilosa 32 TRE Trealosa

8 ADO Adonitol 33 INU Inulina

9 3-M-D-X 3-Methyl-D-Xylosida 34 MLZ Melezitosa
10 GAL Galactosa 35 RAF Rafinosa

11 GLU Glucosa 36 Starch Almidén

12 FRU Fructosa 37 GLYG Glicogen

13 MaN Manosa 38 XLT Xilitol

14 SorB Sorbosa 39 GEN Genobiosa
15 RHA Ramnosa 40 D-TUR D- Turanosa
16 DUL Dulcitol 41 D-LYX D-Lixosa

17 INO Inositol 42 D-TAG D-Tagatosa
18 MAN Manitol 43 D-FUC D-Fucosa
19 SOR Sorbitol 44 L-FUC L-Fucosa
20 1-M-D-M 1-Methyl-D-Mannosido 45 D-AR D-Arabitol
21 1-M-D-G 1-Methyl-D-Glucosido 46 L-AR L-Arabitol

22 N-A-G N-Acetyl-Glucosamina 47 GNT Gluconato
23 AMY Amigdalina 48 2-K-G 2-Keto-Gluconato
24 ARB Arbutina 49 5-K-G 5-Keto-Gluconato

9.5 Deteccion de la actividad solubilizadora de fosfatos

Una vez aisladas, purificadas e identificadas las bacterias, se evaluaron su

capacidad solubilizadora de fosfatos utilizando la técnica de formacién de halos de
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solubilizacién. Para ello, se inocularon tubos de caldo nutritivo con las cepas y se
dejaron crecer en agitacion a 30°C por un periodo de 24 h; posteriormente, la
poblacion de bacterias se ajustdé con el tubo 5 en la escala del Nefelometro de
McFarland que corresponde aproximadamente a 1500 millones de bacterias mL
(Somasegaran y Hoben, 1994). Se colocaron 100uL del in6culo en los pozos del
replicador de Steers y se sembraron en placas con medio Goldstein haciendo dos
repeticiones, una para fosfato monobésico de calcio y la otra para fosfato dibasico
de calcio; las bacterias se dejaron crecer a 30°C durante 4 dias, después de lo
cual se observé la formacion de halos transparentes alrededor de las colonias.
(Goldstein, 1986).

9.6 Deteccién de la fluorescencia

Se sembraron también dichos cultivos en el medio Kings B y se dejaron
crecer por cinco dias, esto para determinar la presencia de pigmentos
fluorescentes al hacer incidir luz ultravioleta (Cid, 2006), aplicandola a las

longitudes de onda de 312nmy 265nm.
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10. DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de investigacion
Experimental, pues tiene como base el sistema de prueba y error, ademas
de requerir el empleo de diversas técnicas para la obtencion de resultados.
Descriptivo, pues es necesario hacer un analisis de los datos obtenidos.
Prospectiva, ya que se pretende utilizar los resultados obtenidos como base
para futuras investigaciones.
Universo del trabajo
Bacterias del género Pseudomonas provenientes del suelo de la rizésfera
de plantas de maiz con crecimiento de 20 dias posterior a la siembra,
desarrolladas en la zona San Juan Atenco en Pueblay que no entren dentro de los
criterios de exclusion.
Criterios de inclusion
e Bacterias del género Pseudomonas que al de someterlas al método de
identificaciébn de multipruebas API 20NE presenten un perfil metabélico

Unico.

Criterios de exclusion
e Bacterias del género Pseudomonas que al someterlas al método de
identificacion de multipruebas API 20NE presenten un perfil metabdlico

idéntico a otra de las bacterias identificadas.

Criterios de eliminacion
e Bacterias provenientes del suelo de la rizosfera de plantas de maiz con
crecimiento de 20 dias posterior a la siembra, aislados de plantas que
crecen en la zona de San Juan Atenco Puebla, que no pertenezca al
género Pseudomonas después de someterlas al método de identificacion
de multipruebas API 20NE.

e Para que las bacterias fueran sembradas en API 50CH fue necesario que
su perfil bioguimico resultante del método de identificacion multipruebas

API 20NE no coincidiera con alguno de las otras bacterias.
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11. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Procedimiento experimental

Obtenagn///’l.\:ebas
de cepas Cara(jc;e;é;:t;ion complementarias
1 / Goldstein Kings B
a) e Adicionado
u con CaHPO4 l
b) Diluciones ) API20E h
- b) APi2oNe  APISOC
c) Resiembra ) Mediciénde halode | cidenciade

solubilizacion Luz UV

! !

Fluorescencia

Actividad
Solubilizadora
De fosfatos
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Muestreo

Obtencidon de Cepas

Diluciones

Obtencion de cultivos axénicos

/ Caracterizacion

basica de cepas

Diagrama 1. Caracterizacion béasica de cepas: 1.Tinciobn de Gram,
2.movilidad, 3.oxidasa y catalasa, 4.medio OF y 5.crecimiento en agar
MacConkey.
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12. Resultados y Discusién
12.1 Caracterizacion de bacterias aisladas de diferentes variedades de maiz

Los cultivos axénicos obtenidos a partir de las diluciones de suelo fueron
conservados en viales a -80 °C para formar parte de la coleccién de bacterias del
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del ICUAP. Las cepas purificadas se
caracterizaron mediante pruebas bioquimicas como el crecimiento en agar
MacConkey, el tipo de metabolismo mediante el crecimiento en medio OF;
ademas de la prueba de catalasa y oxidasa. Se procedié a utilizar los dos grupos
de galerias de Biomerieux, la APl 20E® y API20NE® en el sistema de software
APIWEB de Biomerieux para cada aislado; siguiendo las indicaciones del
fabricante se inoculé cada tubo de la galeria donde la produccion de &cido se
determin6 por el vire del indicador al cambiar el pH. Se captur6 la informacion y
fue posible entonces determinar el género y la especie bacteriana a la que
pertenece cada una de las cepas. (Figura 4). Del total de bacterias, 93 fueron
identificadas como pertenecientes de género Pseudomonas.

4 M

H 30.4%

H(37.5%

B 35(7%

Porcentaje (%)

H 35%

H 34.19

N\ /

Figura 4: Porcentaje de bacterias del género Pseudomonas identificadas en las
variedades de maiz analizadas.
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Las especies de bacterias que se identificaron por APl 20E en asociacion
con maiz fueron Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas oryzihabitans,
Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri y Pseudomona ssp. (Cuadro 5).
Unicamente Pseudomonas aeruginosa Yy Pseudomonas fluorescens se
encontraron de manera significativa en los suelos de la rizésfera en comparacion

con las demas especies

Cada variedad de maiz mostré diferencia tanto en las especies asociadas a
su rizosfera como en el numero presente en dicha variedad (Cuadro 5) pudiendo
observar por ejemplo, que la rizésfera de la variedad de criollo azul y criollo rojo
tienen una marcada tendencia a la asociacion de Pseudomonas aeruginosa, en
contraste con la rizosfera del teocintle y del maiz QPM donde predomina
Pseudomonas fluorescens; lo anterior puede estar relacionado tanto con el efecto
gue tienen las raices de las plantas al liberar diferentes compuestos quimicos que
pueden estimular o inhibir a los microorganismos que se encuentran a su
alrededor (Velazquez et al., 1999), como con el genotipo y la edad de la planta ya
gue estos son factores que pueden influir en las especies de las bacterias que se
asocian a su rizosfera (Pereira et al., 2011). Ademas la presencia de especies de
Pseudomonas asociadas a maiz ha demostrado ser una ventaja ecolégica por su
capacidad de producir un incremento de la productividad, biorremediacion del
medio y control de patdégenos ya que son algunas de las caracteristicas del género
(Hayatet al., 2010).

Cuadro 5. Total de bacterias Pseudomonas encontradas para cada una de las variedades de maiz analizadas

Variedad
de Maiz Pseudomonas spp aem;nosa a!cal;enes ffuorsécens P luteola oxyztf;birans pfn"-da sruien
Suelo control 12 1 1 0 0 10 0 0 0
Criollo amarillo 11 4 1 1 2 3 0 0 0
Criollo rojo 14 0 9 0 1 3 0 0 1
Criollo azul 21 3 11 2 1 0 0 1 3
Teocintle 17 3 3 0 6 2 2 1 0
QPM 18 1 3 0 14 0 0 0 0
Maiz total 93 12 28 3 24 18 2 2 4
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12.2 Caracterizacion fisiolégica bacteriana

También mediante las galerias de Biomerieux, API20NE® se pudo generar
un perfil bioquimico para cada aislado bacteriano, el cual se ajusté en forma
porcentual. Ese perfil se comparé entre las variedades de maiz como se observa
en el Cuadro 6, donde podemos notar que existe diferenciacion en la actividad
metabdlica de la poblacion bacteriana de acuerdo al maiz evaluado. La diversidad
funcional tanto de la planta como de la bacteria tiene un efecto determinante en la
estabilidad a largo plazo de un ambiente (Sharma et al., 1998). Esto se encuentra
en estrecha relacién con el tipo de compuestos liberados en la rizosfera de las

plantas de las diferentes variedades de maiz.

La importancia de elaborar los perfiles bioquimicos reside en poder analizar
dichos perfiles a nivel de comunidad, donde es posible medir su funcionalidad
mediante diversas técnicas bioquimicas (Mulder et al., 2006)

La predominancia de un grupo bacteriano en la raiz de maiz depende de su
especificidad asi como de la influencia que el suelo ejerce sobre ella (Remenant
et al., 2009). La diferencia en la actividad metabdlica de las bacterias esta
relacionada con las fuentes de carbono disponibles, pues dicha disponibilidad es
un factor que controla el crecimiento bacteriano en el suelo y la utilizacion de

sustratos, ademas de ser importante a nivel taxonémico (Carvalho et al., 2011).
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12.3 Caracterizacion metabodlica de las bacterias

Para la realizacion de esta prueba fue necesario emplear un proceso de
eliminacién en el cual se descartaron los aislados bacterianos que presentaran el
mismo perfil bioquimico resultante en la prueba del API 20 NE (Figura 5). El patrén
de utilizaciébn de hidratos de carbono, fue determinado con la galeria enzimatica
APl 50 CH (Figura 6), APl 50CHL y con el software APl WEB. Se realizan dos
lecturas, una a las 24 h y otra a las 48 h, siendo la definitiva la de 48 h,
posteriormente se elaboré un perfil metabdlico y se ajusté de manera porcentual
(Cuadro 7).

De manera similar que con el API 20 E y el API20NE se decidio separar los
resultados para cada una de las diferentes variedades de maiz analizadas; sin
embargo en este caso fueron comparandose individualmente con las bacterias del
suelo control. Para cada una de las graficas se decidié omitir aquellas enzimas

gue no presentaran actividad metabdlica en las comparaciones.

4

» -

-
- . - - - - - - - " - - e

|

- - / o

- £ ¢ ¢

< \ { F
= 3 A ' - '

Noz —TRP— GLU A aph  ume  Eesc A ceL pwo (GLUA aBA) MNE  IMANIA INAG) AL (anTA

LCAP)  lARY lMJ.IJ‘lQLLJ IBAC)

Figura 5. Galeria multipruebas API20NE transcurridas 24 horas de incubacion a 37°C

Las Figuras 7 , 8, 9, 10, 11 y 12 muestran la utilizacién de carbohidratos
para las bacterias del género Pseudomonas procedentes de maiz amarillo, maiz
azul, maiz rojo, maiz QPM, maiz silvestre teocintle y la poblacion total asociada a
todas las variedades de maiz, para entender mejor las figuras, se utilizara el
Cuadro 7 como referencia al CH utilizado. En todos los casos se puede notar una
preferencia por monosacaridos en comparacion de los disacaridos. Ademas de
gue las poblaciones que se asocian a maiz tienden a tener una mayor actividad
metabodlica comparada con las bacterias asociadas a suelo. Lo anterior puede
estar en relacién con los compuestos liberados en la rizésfera de las plantas de
maiz ya que se ha demostrado que se pueden encontrar los carbohidratos: Fuc,
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Glm, Rha, Gal, Glu, Xyl, Man, Gla y Gua junto con aminoacidos y acidos
carboxilicos (Bacic, 1986; Carvalhaizet al., 2001).

Figura 6. Galeria multipruebas APl 50CH transcurridas 24 horas de
incubacion a 37°C

45



Cuadro 7. Diversidad metabdlica presente en los aislados
bacterianos asociados a 6 variedades de maiz determinada
mediante API 50 CH.

NUm. Cadigo Porcentaje  Num. Cadigo Porcentaje
0 CONTROL 0 25 ESC 50
1 GLY 58 26 SAL 12
2 ERY 6 27 CEL 38
3 D-ARA 12 28 MAL 44
4 L-ARA 80 29 LAC 30
5 RIB 30 30 MEL 26
6 D-XYL 66 31 Suc 36
7 L-XIL 0 32 TRE 58
8 ADO 8 33 INU 8
9 3-M-D-X 2 34 MLZ 6
10 GAL 74 35 RAF 18
11 GLU 80 36 Starch 6
12 FRU 68 37 GLYG 6
13 MaN 72 38 XLT 6
14 SorB 2 39 GEN 20
15 RHA 2 40 D-TUR 26
16 DUL 2 41 D-LYX 0
17 INO 16 42 D-TAG 6
18 MAN 52 43 D-FUC 64
19 SOR 18 44 L-FUC 48
20 1-M-D-M 6 45 D-AR 18
21 1-M-D-G 10 46 L-AR 2
22 N-A-G 4 47 GNT 0
23 AMY 10 48 2-K-G 0
24 ARB 12 49 5-K-G 0

*Para ver el sustrato referente al codigo ir al Cuadro 4
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Figura 7. Utilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la
poblacion de Pseudomonas asociadas a suelo contrastando con maiz
amarillo.
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Figura 8. Ultilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la
poblacién de Pseudomonas asociadas a suelo contrastando con maiz azul
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Control

Rojo

Figura 9. Utilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la poblacion de
Pseudomonas asociadas a suelo contrastando con maiz rojo.

Una de las fuentes de carbono menos utilizadas por las poblaciones
bacterianas asociadas al maiz es la esculina, a excepcion de maiz rojo, Figura 9,
con un 63% de la poblacion bacteriana con actividad de hidrélisis de la esculina (B-
glucosidasa) y que se acerca al 83% de la poblacion control. Esto podria indicar la

presencia de un alto contenido de carbohidratos de tipo polimérico en la variedad
de maiz rojo (Li et al., 2008).
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Control

QPM

Figura 10. Utilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la
poblacion de Pseudomonas asociadas a suelo contrastando con maiz
QMP.

El maiz QPM ha sido generado como un producto de alta cantidad de
proteina, lisina y triptéfano, esto se ve reflejado en la Figura 10 donde se observa
una alta actividad de las enzimas arginina, lisina y ornitina descarboxilasa en el
API20NE. (Pefia-Valdivia et al., 2007). Ademas los sustratos de urea y gelatina

demuestran alta afinidad a la poblacion bacteriana asociada a maiz QPM.
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Control

Teocintle

Figura 11. Utilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la
poblacion de Pseudomonas asociadas a suelo contrastando con maiz
Teocintle.

En la Figura 11 se observa que la poblacion bacteriana asociada a
teocintle, a diferencia de las anteriores variedades de maiz, presenta mayor
necesidad en la asimilacion de carbohidratos como: glucosa, arabinosa, manitol,
D-xilosa, asi como la utilizaciébn de enzimas capaces de metabolizar sustratos
como keto- gluconato, tagatosa, turanosa, rafinosa entre otros. Los acidos grasos
y adipato, son utilizados mayormente por la poblacion bacteriana asociada a maiz
azul seguido de maiz silvestre teocintle, lo cual indica la presencia de

componentes semejantes en la rizésfera de estos tipos de maiz.
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Control

Total

Figura 12. Utilizacion porcentual de diferentes fuentes de carbono por la
poblaciébn de Pseudomonas asociadas a suelo control contrastando con
maiz total.

En la Figura 12 podemos notar el contraste de la presencia de bacterias del
género Pseudomonas del suelo control frente al suelo de la rizésfera en las
variedades de maiz; a nivel metabdlico existe un incremento tanto en la diversidad
de carbohidratos utilizados, asi como en el porcentaje de bacterias que lo utilizan,
siendo los mas empleados GLU, GAL, FRU. L-ARA, D-XYL y D-FUC.
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12.4. Deteccion de la actividad solubilizadora de fosfatos

Una vez identificadas las bacterias, se evalud su capacidad solubilizadora
de fosfatos utilizando la técnica de formacién de halos de solubilizacion. Para ello,
se inocularon tubos de caldo nutritivo con las cepas y se dejaron crecer en
agitacion a 30°C por un periodo de 24 h; posteriormente, la poblacién de bacterias
se ajustd con el tubo 5 en la escala del Nefelometro de McFarland que
corresponde aproximadamente a 1500 millones de bacterias ml (Somasegaran y
Hoben, 1994). Se colocaron 100 uL del inéculo en los pozos del replicador de
Steers y se sembraron en placas con medio Goldstein adicionado con CaHPOy;
las bacterias se dejaron crecer a 30°C durante 4 dias, después de lo cual se
observo la formaciéon de halos transparentes alrededor de las colonias (Figura 13).
Los resultados de la deteccidon de la actividad solubilizadora de fosfatos ajustados

de manera porcentual se pueden observar en el Cuadro 8.

El fosforo es uno de los nutrientes inorganicos mas requeridos por las
plantas y los microorganismos; su presencia en el suelo es un factor determinante
para el desarrollo vegetal debido a que se encuentran de manera no disponible
tanto en su forma organica como en la inorganica ademas el fésforo soluble en el
suelo es generalmente muy bajo (Bais et al., 2006). La sintesis de algunas
enzimas bacterianas puede modular el nivel de solubilizacion de fosfato inorganico
y la mineralizacion de fosfato organico para hacer el fosforo disponible para la
planta (Loredo-Osti et al., 2004). La inoculacién de bacterias solubilizadoras de
foésforo favorece la produccion de acidos organicos y fosfatasas que facilita la
mineralizacion del fésforo organico en el suelo y beneficia su absorcion (Rodriguez
et al., 1999). La solubilizacion del fosfato por los acidos organicos depende del pH
del suelo y a su mineralogia, pues gracias a esto permite la formacién de
complejos estables con Ca®*, Mg?*, Fe** y A" (Paredes-Mendoza y Espinosa-
Victoria.,2010).
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Figura 13. Siembra por medio del replicador de Steers en placas con medio

Goldstein adicionado con CaHPO4; 4 dias después se observa la presencia de

halos de solubilizacion

En un estudio previo, se obtuvo una solubilizacion bacteriana caracteristica

para cada variedad de maiz con respecto a la poblacion total bacteriana: maiz
amarillo 51.72%, maiz azul 40%, maiz rojo 28%, teocintle 43.18%, QPM 44.89% y
suelo 6.6% (Medina et al.,, 2011). En el Cuadro 8, se observa la proporcion por
especie en las diferentes variedades de maiz, el porcentaje de las especies de
Pseudomonas con capacidad de solubilizar fosfatos. Se aprecia que P. luteolay P.
alcaligenes no presentan dicha propiedad, mientras que Pseudomonasaeruginosa,
Pseudomonas oryzihabitans, P. stutzeri, P. fluorescens y P. putida lograron
solubilizar los fosfatos en un 67.9%, 100%, 75%, 83.3% y 50% respectivamente
siendo especies pertenecientes al género Pseudomonas previamente reportado
como organismo solubilizador de fosfatos minerales (Diaz et al., 2001: Hay at et
al., 2010).

12.5. Produccion de sidero6foros

La produccién de pioverdina puede ser una estrategia bacteriana en la
rizosfera, no sOlo para el abastecimiento de hierro, sino, también, como un
mecanismo de defensa contra otros microorganismos (Hoéfte et al., 1991). Ademas
de la pioverdina, las especies del género Pseudomonas, son capaces de generar
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pigmentos solubles que son observables a luz UV en medio B de King’s como las
piocianinas y fluoresceinas, esto se puede ver en los resultados del Cuadro 9 que
concuerdan con los datos de Cid (2006), quien observd una marcada tendencia

por parte del género Pseudomonas a producir dichos pigmentos.

Cuadro 9. Porcentaje de las especies de Pseudomonas que producen pigmentos
fluorescentes en las diferentes variedades de maiz.

Especie Total de Bacterias que Porcentaje
bacterias presentan %
fluorescencia

Indefinido 12 5 42
Pseudomonasaeruginosa 28 20 71
Pseudomonasalcaligenes 3 0 0
Pseudomonasfluorescens 24 16 67
Pseudomonasiluteola 18 0 0
Pseudomonasoryzihabitans 2 0 0
Pseudomonasputida 2 0 0
Pseudomonasstutzeri 4 0 0

De manera similar a la solubilizacion de fosfatos, la presencia de pigmentos
fluorescentes en la mayoria de las Pseudomonas analizadas nos indica la
preferencia que tienen las variedades de maiz a rodearse de bacterias que le
permitan no solo facilitar la absorcién de nutrientes como los fosfatos y el hierro,

sino sirvan al mismo tiempo de defensa contra agentes patégenos.
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13 CONCLUSIONES

Del total de bacterias obtenidas del suelo, 93 fueron identificadas como
pertenecientes al género Pseudomonas mediante el método de identificacion
multipruebas API 20NE.

Las especies de bacterias que se identificaron por API 20NE en asociacién
con maiz fueron Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas oryzihabitans,
Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas sp. Unicamente
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens se encontraron de manera

significativa en los suelos de la rizosfera en comparacion con las demas especies

Comparado con el total de bacterias de la region de San Juan Atenco,
Puebla, México, el género Pseudomonas presentd una alta capacidad para
solubilizar fosfatos, llegando hasta un 83.3% en el caso de P. fluorescens. Esto
puede ser un factor que nos indique la importancia del fosfato en el metabolismo
de las variedades de maiz y el por qué de la predominancia de éste género en su

rizosfera.

Pseudomonas aeruginosa (42%) y Pseudomonas fluorescens (67%) fueron
las Unicas especies identificadas que presentaron la capacidad para producir

pigmentos fluorescentes.
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15. ANEXOS

Anexo 1

Lista de materiales a emplear

Cajaspetri estériles 90x60
Cajaspetri estériles 60x15
Tubos de ensayo de 10 mL
Tubos de ensayo de 30 mL
Micropipeta de 1.0 mL
Micropipeta de 0.1 mL

Varilla de vidrio

Frascos Schott Duran 250 mL
Frascos Schott Duran 500 mL
Frascos Schott Duran 2000 mL
Galeria multipruebas API 20 E
Galeria multipruebas API 20 NE
Galeria multipruebas AP1 50 CH
Nefelometro de McFarland
Replicador de Steers

Azas bacteriolégicas
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