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RESUMEN.

Los inoculantes bacterianos se definen como una formulacién que
contiene una 0 mas especies de bacterias contenidas en un acarreador; cuya
funcién del acarreador es la de transportar a los microorganismos desde el sitio
donde son producidos hasta el sitio donde seran inoculados. En funcion del
beneficio que aporten las bacterias, los inoculantes pueden subclasificarse en
los siguientes tipos: 1) biofertilizantes; cuando contienen bacterias que aportan
nutrientes a la planta (ej. bacterias fijadoras de nitrdgeno o solubilizadoras), 2)
fitoestimulantes; cuando las bacterias contenidas producen sustancias de tipo
hormonal que inducen el crecimiento de plantas, 3) biocontrolante; cuando las
bacterias contenidas antagonizan el crecimiento de patdgenos en asociacion
con las plantas, entre otros ejemplos. Para que un inoculante tenga una amplia
aplicacion es necesario que la inoculacion sea practica, economica y facil de
manejar para el agricultor, debe proveer inoculo suficiente para la planta, ser
competitivo con las normas comerciales vigentes, asi mismo tener una larga
viabilidad en las condiciones de almacenamiento. Recientemente se describio
un inoculante multi-especies compuesto por seis especies bacterianas
compatibles y altamente competitivas; el cual se ha utilizado exitosamente en
plantas de maiz en condiciones de laboratorio y en campos de los estados de
Hidalgo y Tlaxcala. Por su impacto y para su comercializacibn es necesario
evaluar la supervivencia de dichas bacterias cuando el inoculante es
almacenado bajo distintas condiciones. En el presente trabajo las bacterias del
inoculante multi-especies fueron sometidas de manera individual y en mezcla a
cinco condiciones diferentes de resguardo, durante seis meses. Las
condiciones evaluadas fueron fotoperiodo a temperatura ambiente y obscuridad
a temperatura ambiente, -20°C, 30°C y 4°C. Para la cuantificacion bacteriana
se realiz6 el método de goteo por sellado en placa masivo observandose donde
se observo que en mezcla las bacterias tienen una mejor supervivencia que de
manera individual asi se dedujo que las condiciones Optimas de
almacenamiento en mezcla son: en obscuridad temperatura ambiente (entre
25-30°C) y 4°C. Ademas, se evalud la capacidad del inoculante milti-especies
para promover el crecimiento de plantulas de papa de la variedad Atlantic;
observandose efectos positivos en la supervivencia de la planta.



INTRODUCCION.

En el planeta existe una gran diversidad de especies bacterianas las
cuales se encuentran en los diferentes ecosistemas realizando diversas
funciones e interacciones con otros organismos; las bacterias pueden tener
propiedades benéficas desde una perspectiva biotecnoldgica, agricola,
ecoldgica, en bioremediacion y biomedicina (Lucy et al., 2004). Un ejemplo de
interés agricola es que hay bacterias que colonizan la rizosfera y el rizoplano.
El término rizésfera se refiere al suelo circundante que se encuentra bajo la
influencia de raices de las plantas; las cuales son capaces de exudar una
amplia gama de compuestos organicos, el rizoplano en cambio es la superficie
de la raiz de las plantas donde también estan fuertemente adheridas las
particulas del suelo (Kennedy, 2005). En estos ambientes se llevan a cabo
diferentes interacciones bacteria-planta como por ejemplo la produccién de
fitohormonas, la disponibilidad de nutrimentos, la reduccién de poblaciones de
patogenos de la raiz y la fijacion de nitrdgeno, lo que en conjunto contribuye en
el efecto del crecimiento de la planta (Cérdova-Bautista et al., 2009)

Las bacterias que se encargan de colonizar la rizésfera como la raiz que
a su vez tienen un efecto sobre el crecimiento de la planta se llaman
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR por sus siglas
en Inglés); las cuales se encuentran ya sea en vida libre, como enddfitas (viven
sin causar dafio en el interior de las células y los tejidos de plantas superiores
durante una parte considerable de su ciclo de vida) y pueden habitar en
espacios intracelulares o en el tejido vascular a estas se le llaman bacterias
endofitas (Dibut et al., 2009). La presencia de rizobacterias en la rizosfera
puede tener un efecto neutro, perjudicial o beneficioso sobre el crecimiento de
las plantas (Antoun & Prévost, 2005). Se ha reportado que las bacterias que
producen un efecto benéfico sobre el crecimiento de las plantas lo realizan por

dos mecanismos importantes:

1.- Mecanismos indirectos.
En los mecanismos indirectos las bacterias benéficas producen
metabolitos que pueden inducir respuesta de defensa en plantas contra los

posibles patdégenos presentes en el entorno o bien producir algunas sustancias



inhibitorias contra esos patégenos; lo cual conduce a plantas mas sanas y con
menos posibilidad a ser atacadas por un patégeno. El fendbmeno mas estudiado
es la producciébn de metabolitos que pueden funcionar como antagonicos
suprimiendo o inhibiendo los microorganismos perjudiciales para el desarrollo
de la planta. Los metabolitos inhibitorios pueden ser de diversos tipos como por
ejemplo los sideréforos, antibidticos, enzimas liticas (glucanasas, quitinasas),
bacteriocinas, entre otros. Adicionalmente, la induccion de mecanismos de
degradacion de xenobidticos presentes en suelos contaminados podria
significar un mecanismo de efecto benéfico indirecto, sobre todo si los
contaminantes presentes afectan el crecimiento de las plantas; asi las bacterias
al degradar los toxicos ayudarian a la planta a tener un mejor desarrollo
(Jiménez Delgadillo et al., 2001).

2.-Mecanismos directos.

Cuando ocurre un mecanismo directo hay una mejora del estado de los
nutrientes de la planta (Antoun y Prévost, 2005), ya sea por su valor nutrimental
o su efecto hormonal. Los ejemplos incluyen la fijacibn de nitrégeno,
solubilizacion de fosfatos minerales, produccién de sustancias o moléculas
volatiles (tipo fitohormona) y fitohormonas en rizésfera; como acido Indol
acético (AIA), giberelinas, auxinas y citoquinas.

La conjuncién de los mecanismos da como resultado la promocion
evidente del crecimiento en la plantas, observando un incremento en la
emergencia, el vigor y peso de las plantulas, un mayor desarrollo en sistemas
radiculares y un incremento de hasta 30% en la produccion de cultivos de
interés comercial, tales como papa, rabanos, jitomate, trigo y soya (Canstante
Pérez, 2012).

Rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas (PGPR).

Las PGPR son importantes por poseer diversos mecanismos en la
promocién del crecimiento de las plantas, ya que favorecen el crecimiento de
las raices y los pelos radiculares; lo cual mejora la absorcién de agua y de
nutrientes del suelo produciendo un mejor desarrollo e incremento del tamafio
global de las plantas (Caballero-Mellado, 2004). Por esta razon, en las ultimas

décadas se ha realizado una busqueda intensiva de bacterias que sean
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benéficas para la agricultura, a continuacion se describen algunos géneros
bacterianos que actian como PGPR:

El género Azospirillum (del francés Azote-nitrégeno y del grupo Spirillum-
espiral) comprende bacterias Gram negativas, de vida libre, fijjadoras de
nitrogeno y asociadas a la rizésfera de la planta, se encuentran en zonas
templadas, tropicales y subtropicales, son bacterias motiles con la capacidad
de adaptar sus flagelos a diferentes ambientes (Parra et al., 2001). La especie
mas estudiada de este género es Azospirillum brasilense, debido a que es
una bacteria con la capacidad de fijar de nitrégeno; lo cual es comun en el
género. Las colonias de A. brasilense son rojo escarlata crecidas en medio
“Rojo Congo”, produce fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas y
la auxina mas estudiada es el acido 3-indol-acético (AlA). La bacteria tiene un
flagelo polar cuando se encuentra en medio liquido y ademas tienen un cilio en
la parte lateral cuando estd en medio solido, se encuentra en ambientes

tropicales a temperaturas de 30°C-40°C (Cassan et al., 2008).

Pseudomonas putida es una bacteria saproéfita del suelo, Gram negativa,
aerobia, moévil, posee una dioxigenasa inicial, una toluenodioxigenasa, se
caracteriza por poseer la capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos (de
tipo xileno o etilbenceno) y otros xenobidticos; los cuales usa como fuente de
carbono en condiciones aerdbicas evitando de esta manera la contaminacion
medioambiental producida por dichos compuestos (Ramos et al., 2005), P.
putida es capaz de producir auxinas, giberelinas, citoquininas y acido 3-indol-
acético (AlA); coloniza efectivamente la rizosfera de plantas y es antagonista

de patégenos asociados a las raices (Patente y Lopez de Mesa, 2006)

Gluconacetobacter diazotrophicus se aislo por primera vez por Cavalcante y
Dobereiner en raiz y tallos de cafia de azucar en diversas regiones de Brasil
(Cavalcante y Débereiner, 1988), es una bacteria endofita y se encuentra en
los tejidos vasculares como Xilema y en los espacios intracelulares. En
condiciones de laboratorio tiene la capacidad de fijar nitrégeno en presencia de
nitratos. El crecimiento Optimo de esta bacteria se presenta a 30°C de
temperatura y resulta mas abundante en medios de cultivo que contienen 10 %

de sacarosa y pH de 5.5 (Mufioz- Rojas y Caballero-Mellado, 2001). La bacteria
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también se ha descrito asociada a la rizOsfera de plantas y promueve su
crecimiento via independiente a la fijacidn bioldgica de nitrégeno; quizas por la
produccion de AIA (Mufioz-Rojas y Caballero-Mellado, 2003).

Burkholderia unamae es una bacteria Gram negativa que ha sido aislada de
la rizésfera de maiz, cafia de azucar y café (Caballero-Mellado et al., 2004).
Estas bacterias crecen en medio BAc formando colonias de color amarillento
redondas y contrasta con el medio ya que se tifie de azul una vez crecida la
cepa, tiene la capacidad de fijar nitrogeno con diferentes fuentes de carbono,
solubilizan fosfatos insolubles, producen sideroforos; lo cual la hacen una

bacteria con capacidad de antagonizar fitopatdgenos protegiendo a la planta.

Bradyrhizobium sp. Son bacterias Gram negativas, producen alcalinidad y
son fijadoras de nitrégeno se caracterizan por hacer simbiosis con la familia de
las leguminosas formando nédulos, en estudios recientes se ha demostrado
gue pueden colonizar otras plantas, estas bacterias presentan un crecimiento
lento, son de vida libre, produce sideréforos, solubilizan fosfatos inorganicos, es
productor de acido indolacético (AlA) y promueve el crecimiento de las plantas
(Cuadrado et al., 2009).

Sphingomonas sp. Comprende bacterias Gram negativas, en forma de bacilo,
aerobias y quimioheterétrofas (tanto la energia como el carbono pueden
obtenerse del metabolismo de un mismo sustrato organico). Estas bacterias se
encuentran distribuidas en varios ambientes tanto acuaticos como terrestres, se
han aislado cepas de este género en aguas contaminadas, material médico y
recientemente en la superficie de las plantas. Diversos organismos del género
tiene la capacidad de degradar diferentes compuestos xenobibdticos y algunos
componentes de tipo herbicida y plaguicida utilizados en campo, también se
sabe que el género es capaz de producir sustancias que antagonizan tanto a
hongos como bacterias fitopatdgenas por esto es considerada una bacteria de

interés biotecnoldgico (Basta et al., 2004; Boltner et al., 2008).
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Inoculantes Microbianos.

Para potenciar el crecimiento de las plantas y obtener mejores
rendimientos en la agricultura se han utilizado los microorganismos benéficos,
en especial aquellos de tipo PGPR (Lucy et al., 2004). Estos han tenido
diversas denominaciones, tradicionalmente se usaban los términos de “inoculo”
o “inocular” que es la introduccion de gérmenes en un sustrato cualquiera,
también de manera informal se han nombrado “fertilizantes bacterianos” y para
la comercializacion de estos inoculantes en el mercado se les llama
biofertilizantes. Sin embargo, en términos mas adecuados deben denominarse
“inoculantes microbianos” que se definen como formulaciones que contienen
uno 0 mas microorganismos dentro de un soporte; cuya funcién es la de
transportar de forma viable a los microorganismos desde donde son producidos
hasta el campo donde son utilizados (Bashan, 1998). Estos pueden
subclasificarse de forma general en funcion de la actividad que tienen las
bacterias y algunos ejemplos se dan a continuacion: 1) Biofertilizantes, cuando
los microorganismos que contienen aportan algun nutriente esencial para la
planta a partir del medio que lo rodea, por ejemplo las bacterias fijadoras de
nitrogeno, bacterias solubilizadoras de fosfatos minerales, etc. 2)
Bioestimulantes, cuando los microorganismos que contiene la formulacion
interaccionan con las plantas aportando alguna molécula de tipo hormonal que
acelera el crecimiento célular de raices y por consiguiente la mejor absorcion
de nutrientes. 3) Bioremediante, cuando los microorganismos tienen vias
metabdlicas de degradacion de contaminantes o sustancias xenobioticos que
son nocivas para el medio ambiente o las plantas. 4) Biocontrolante, cuando los
microorganismos que contiene realizan antagonismo contra patégenos, lo que
conduce a plantas mas sanas y con menos posibilidad de ser atacadas por
patdgenos. No obstante, en la actualidad han comenzado a desarrollarse
formulaciones complejas que contienen mezclas de bacterias con distintas
capacidades y poseen mas de una funcion, estas formulaciones han sido
designadas con el nombre de inoculantes de “segunda generacion” y se
observan mas efectivas que los monoinoculantes (Morales-Garcia, 2013;
Mufioz-Rojas, 2013)

Los inoculantes microbianos de una o mas especies tienen la capacidad

de estimular e incrementar la productividad vegetal, se aplican a la semilla,
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suelo y/o planta con el fin de sustituir parcial o totalmente los fertilizacion
sintética y asi disminuir la contaminacién generada por los agroquimicos; estos
microorganismos generalmente estan en soportes que tienen un formato facil
de usar y econOmico; pueden ser organicos, inorganicos o sintéticos (Bashan.,
1998; Armenta-Bojorquez et al., 2010)

El método comunmente empleado en la produccién de inoculantes,
consiste en aislar del suelo o de las raices de las plantas determinados
microorganismos nativos de tipo benéfico y luego de un proceso de seleccion,
tomar cepas que puedan ser reproducidas para alcanzar elevadas poblaciones
celulares, de forma tal que cuando sean formuladas e inoculadas al suelo
cumplan el objetivo de influir en la planta de manera benéfica (Vifals et al.,
1999).

Para que un inoculante tenga una amplia aplicacion es necesario que la
inoculacién sea practica, econdmica y facil de manejar para el agricultor, debe
proveer un inéculo suficiente para la planta; debe ser competitivo con las
normas comerciales vigentes, asi mismo tener una larga viabilidad en las
condiciones de almacenamiento (Bashan et al., 1997). Las principales
caracteristicas para los inoculante son las siguientes (Estrada-Bonilla, 2008 y
Bashan., 1998)

a) Caracteristicas quimicas y fisicas: los soportes de los inoculantes
deben esterilizarse facilmente y en lo posible deben ser uniformes en
cuanto a sus caracteristicas fisicas y quimicas. También deben tener
una calidad constante, una alta retencion de agua (para los soportes
hamedos) y ser adecuados para el mayor nUmero de especies y cepas

bacterianas como sea posible.

b) Cualidades de fabricacion: el inoculante debe ser facilmente fabricado
por la industria existente, permitiendo la adicion de nutrientes, ademas
de poderse calibrar su pH facilmente. La materia de la cual esta hecho

debe tener precios razonables y una oferta adecuada.

c) Manejabilidad en el campo: un buen inoculante tiene que ser

facilmente manejable, la cual es una de las principales preocupaciones

12



para el productor, también debe proporcionar una rapida y contralada
liberacion de bacterias al suelo, ademas de poder ser aplicado con

maguinaria estandar.

d) Caracteristicas ambientales: El soporte del inoculante no debe ser
téxico, debe ser biodegradable, sin contaminantes, reduciendo el riesgo
de contaminacién al ambiente y la dispersion de células a la atmésfera o

agua subterranea.

e) Calidad de almacenamiento: Un inoculante debe tener suficiente
periodo de vida de anaquel (uno o dos afios a temperatura ambiente a
menudo es necesario para el éxito de integracion en el sistema de
distribucion agricola en algunos paises). No obstante, la mayoria de
inoculantes que estan en el mercado tienen un periodo de estabilidad de
solo 4 meses.

La formulacion de inoculantes bacterianos puede clasificarse de acuerdo a
su aspecto: 1) Inoculantes con formulacion en polvo, estos se utilizan en
semillas antes de la siembra y mientras mas pequefia sea la particula del
inoculante, mejor sera su adherencia a la superficie de la semilla. 2) Otro tipo
de inoculante son los microorganismos en polvo que estan disueltos en un
liguido (comunmente agua) este se aplica en el surco o sumergiendo la semilla
antes de ser sembrada y lleva por nombre inoculantes en base de lodo. 3) Los
granulados son inoculantes que se aplican directamente en el surco junto con
las semillas y 4) los inoculantes liquidos que comunmente son hechos de
formulaciones de caldo o liguidas, principalmente agua pero también se utilizan
aceites minerales u organicos; en este caso la semilla se sumergen antes de la
siembra. A pesar que son los mas usados pueden tener una mayor
contaminacion en el transcurso de transporte o almacenamiento, la posibilidad
de conservacion es escasa, dada la rapida pérdida de viabilidad que sufren
muchos microorganismos en estas condiciones (Bashan, 1998; Vifals et al.,
1999).
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Caracteristicas Solanum tuberosum cv. Atlantic.

La papa o patata (Solanum tuberosum) pertenece al orden Solanales, en
la familia Solanaceae en el género Solanum L., es una planta dicotiledonea
perene (aunque son cultivadas como anuales) presenta un sistema aéreo y uno
subterraneo; el primero esta conformado por el tallo, hojas, flores y frutos, el
segundo por raices, estolones y tubérculos. Las plantas de papa miden entre
0.50-1.4 m de alto, presenta flores de color blanca, rosa, purpura o azul
dependiendo la variedad, su germinacion se da entre temperaturas de 15° a
25°C, su reproduccidon es asexual, por medio de tubérculos que es lo mas
comUn para su propagacion y su desarrollo, abarca de 3 a 7 meses
dependiendo de la variedad (Sistema de Informaciéon de Organismos Vivos
Modificado; Rico-Gallegos, 2009). Los registros indican que se doméstico en
Bolivia pero se estima que el altiplano Peruano-Boliviano es el centro de origen
de este importante producto el cual se cultiva en casi todo el mundo ocupando
el cuarto lugar de importancia después del trigo, arroz y maiz (Casaca, 2005)

En México se consume una gran cantidad de papa por los nutrientes que
contiene como almidén, vitamina C y el complejo B, una pequefia porcion de
proteina y varios minerales. La produccion de papa en México se desarrolla en
dos ciclos otofio-Invierno y primavera-verano tanto en condiciones de riego
como temporal (Hernandez et al., 2000), su produccion en el afio 2011 fue de 1
433 239 toneladas (t) en 54, 551 hectareas (ha) de las cuales 69 252 t fueron
aportadas por el Estado de Puebla en 4 256 ha (el sector alimentario en México
2012). Solanum tuberosum L tiene diferentes variedades de interés agricola
como la papa blanca donde la alfa es la variedad dominante y en México se
cultiva en las llanuras y valles del norte, en el bajio y en la parte centro del pais,
la variedad de color “rosita” se cultiva en las Sierras del centro del pais, unas
de las variedades de papa blanca de interés por su uso industrial agro-
alimentario es Solanum tuberosum. L. cv. Atlantic (papa gigante), la cual tiene
un ciclo de cultivo de 80 a 90 dias, presenta tubérculos oblongos alcanza
alturas de 40-50 cm, florea a los 50 o 60 dias después de la siembra, el color
de la flor es lila pélido, es recomendable un fotoperiodo de 14h/10h
luz/obscuridad y wuna temperatura de 16°C-22°C, es susceptible a

enfermedades como el tizon tardio. La produccion de esta variedad ocupa el
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3% de la produccion total la cual es consumida por la industria (Biarfies et al.,
1995; Arroyave, 2005).

En este trabajo, ademas se seleccionaron colonias de bacterias de las
diluciones mas altas que crecieron en los medios selectivos. Tanto cepas de
referencia como aquellas captadas por los medios de seleccion fueron
sometidas a extraccion de DNA gendmico y a amplificacion del gen 16S DNAr.
Los genes amplificados en cada caso fueron cortados con diferentes enzimas
de restriccion (metodologia ARDRA) y la digestion fue sometida a electroforesis
para su visualizacion en transiluminador, con la finalidad de comprobar que las
bacterias rescatadas en planta son las que fueron inoculadas en el inicio

experimental.

ANTECEDENTES.

Del Castillo y Montes de Oca (1994) estudiaron el efecto del uso de
bacterias solubilizadoras de fosforo (P) y fijadores de N, sobre el rendimiento
de este cultivo en las variedades Atlantic y Desiree donde se analizaron
diferentes dosis de fertilizantes minerales a 50 y 100% con aplicacion de
fosforina (Fb) y Azotobacter (AZ), solos y combinados en diferentes dosis y
momentos de aplicacion. Se encontré que la aplicacion del 50% fue similar a la
inoculacion de AZ; donde se encontraron mejores rendimientos fue al combinar
el 100% del fertilizante mineral con ambos biopreparados, con incrementos
entre 4y 5 t/ha.

Matos y Zufiiga (2003) evaluaron la supervivencia de las cepas PLL113
de Bradyrhizobium sp. y PLC213 de Rhizobium sp. en dos inoculantes: turba y
mezcla de suelo-composta no estériles y fueron almacenados a 4°C durante
seis meses, observando que las poblaciones de ambas cepas disminuyeron
con el paso del tiempo. Sin embargo, se encontré que las cepas tuvieron mejor
supervivencia en el soporte de turba que en el suelo-composta.

Santillana (2006) realiz6 diversos experimentos en la busqueda de un
biofertizante utilizando tres cepas de Pseudomonas sp., con el uso de un medio
especifico donde las bacterias se pudieron desarrollar, determiné la
supervivencia de las cepas y la dosis eficiente para el frijol, maiz, papa y

tomate, en condiciones de invernadero; observando que el medio donde se
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desarrollan podia ser sustituido por uno de menor costo. La viabilidad de las
cepas en el inoculante fue de tres meses y con respecto las dosis del
inoculante no se encontraron diferencias significativas, pero si en el peso seco
del maiz y frijol inoculadas a diferencia de las no inoculadas.

Zago y colaboradores (2006) observaron los efectos en la inoculacion de
Azospirillum brasilense y co-inoculacion con Bradyirhizobium japonicum en
aplicaciones simples y dobles en cultivo de sorgo en campo, dando como
resultado que la co-inoculacion simple y doble dieron mejores resultados en
rendimiento en comparacion al control.

Rico Gallegos (2009) evalu6 la capacidad de promover el crecimiento
vegetal de bacterias del género Azotobacter y del grupo Actinomicetos aislados
de la papa, bajo condiciones de invernadero, obteniendo un efecto positivo
sobre la promocién del crecimiento de S. tuberosum mediante incremento del
namero de tubérculos y en la planta.

Zuno-Floriano y colaboradores (2009) inocularon papa (Solanum
tuberosum L.) cv. Alpha con Pseudomonas sp., la cual fue propagada
mediante cultivo de tejido y a los 38 dias de edad se inocularon con 100 uL de
la suspensién bacteriana con 10° UFC/mL observando una biopelicula
alrededor de la raiz a los 7 dias después de la inoculacién mientras que en las
no inoculadas esta biopelicula no se observé. Esto mostr6 que Pseudomonas
sp. tiene una buena colonizacion ya que se observd una concentracion de 1.92
x 10° UFC/g en el tejido de la planta de papa después de cinco semanas.

Estrada-Bonilla (2008) evalu6 la viabilidad de cuatro bacterias
diazotroficas en turba: Azospirilum brasilense Sp245, Azospirillum
amazonense Y2, Herbaspirillum seropedicae ZAE94 y Rhizobium tropici BR322
sometidas a tres temperaturas: temperatura ambiente (19°-26°C), nevera (4°-
10°C) e incubadora (30°C) por 150 dias; obteniendo como resultado que el
principal factor que afecta a las poblaciones de un inoculante es la temperatura,
de igual forma observd que la condiciobn favorable para almacenar los
inoculantes evaluados es a temperatura ambiente (19°-26°C) y se observo que
el género Azospirilum sp. no es muy tolerante a las condiciones de
almacenamiento.

Morales Garcia y colaboradores (2008) llevaron a cabo estudios de

antagonismo entre diferentes cepas bacterianas de los géneros Pseudomonas,
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Gluconacetobacter, Azospirillum, Sphingomonas, Burkholderia y
Bradyrhizobium, Enterobacter, Azotobacter y Klebsiellla, notando que
individualmente producen sustancias inhibitorias y que algunas especies a
pesar de esa produccion son capaces de coexistir en conjunto. Con los datos
anteriores se formul6é un inoculante con seis especies bacterianas capaces de
coexistir a pesar de producir sustancias inhibitorias (Morales-Garcia, 2013). Las
bacterias que conforman al inoculante multi-especies son: G. diazotrophicus
PAP®, Bradyrhizobium sp. MS22, B. unamae MTI-641, Sphingomonas sp.
OF178, A. brasilense Sp7 y P. putida KT2440; todas las cepas son parte de
una formulacién liguida denominada EMMIM-1 cuyo soporte es agua (Mufioz-
Rojas et al., 2013), y con el uso de medios selectivos para cada especie se
realizaron estudios de inoculacion de semillas de maiz con estas cepas
individualmente como en mezcla; mostrando que pueden colonizar y coexistir
en la rizésfera.

Morales Garcia y colaboradores (2012) evaluaron la promocién de
crecimiento del inoculante multi-especies y lo compararon con un inoculante
comercial (Azospirillum brasilense y Micorriza) en plantas de maiz de diferentes
variedades (criollas) en campos de temporal, observando que el porcentaje de
germinacion fue mayor para plantas inoculadas con el multi-inoculante en
referencia a las plantas no inoculadas y plantas inoculadas con inoculante
comercial. Con el multi-inoculante las plantas de maiz alcanzaron una mayor

altura y grosor del tallo que las plantas (Morales-Garcia, 2013).
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JUSTIFICACION

La papa es una de las principales hortalizas producidas en México su
uso es de interés alimenticio e industrial, la variedad Atlantic es la destinada a
la industria agro-alimentaria. Sin embargo, para los pequefios productores no
es rentable esta variedad, debido a su baja productividad ocasionada por los
requerimientos nutricionales, las diferentes enfermedades y el clima afectando
la productividad de sus sembradios. Una manera para evitar estos riesgos de
infeccion es la utilizacion de elevadas dosis de fertilizacion nitrogenada y
diversos compuestos quimicos contra microorganismos y plagas, pero su uso
excesivo hace que se eleven los costos de la produccién y afectan de forma
adversa al medio ambiente, asi como a las poblaciones bacterianas que
habitan en la rizosfera (2000; Franco, 2008).

Una alternativa para incrementar el crecimiento de la papa, de la
variedad Atlantic, es utilizar el inoculante multi-especies con el propésito de
potenciar la absorcion de fertilizantes y evitar o disminuir la utilizacion de los
agroquimicos; reduciendo los efectos contaminantes producidos por lixiviacion.
Ademas de la capacidad de promover el crecimiento de las plantas, el
inoculante multi-especies contiene bacterias que inhiben patégenos por lo que
las plantas inoculadas podrian estar mas sanas, es por ello que en este trabajo
se exploro6 la capacidad de inoculante multi-especies EMMIM-1 para promover
el crecimiento de papa y se determinaron las condiciones més adecuadas para

mantener la formulacion en condiciones de anaquel.
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HIPOTESIS.

El inoculante multi-especies en condiciones de almacenamiento tendra
una buena viabilidad en mezcla con respecto a las cepas independientes y
tendra un efecto benéfico en la crecimiento de Solanun tuberosum cv. Atlantic

con respecto al control.

OBJETIVO GENERAL.

@ Evaluar la viabilidad de bacterias de un inoculante multi-especies en
condiciones de almacenamiento y observar su efecto sobre el

crecimiento de Solanum tuberosum cv. Atlantic.

OBJETIVOS PARTICULARES.

@ Determinar una condicion ideal para el almacenamiento del inoculante
EMMIM-1.

@ Evaluar la altura de plantas de Solanun tuberosum cv. Atlantic de los
tratamientos inoculados con EMMIM-1 y no inoculados.

@ Evaluar la supervivencia de las plantas de Solanun tuberosum cv.

Atlantic, en los dos tratamientos (inoculado y no inoculado).
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MATERIAL Y METODOS

Experimento I: Supervivencia de las bacterias que conforman al
inoculante multi-especies EMMIM-1.

El primer experimento consistio en monitorear la supervivencia de las
cepas que forman al inoculante de manera individual como en mezcla,
sometiéndolas a cinco condiciones diferentes de almacenamiento: fotoperiodo
de 24 h luz, 24 h obscuridad con una temperatura de 22°C y humedad 58%,
30°C,-20°C, 4°C. Las formulaciones tanto individuales como en mezcla fueron
obtenidas de forma liquidas, en acuerdo con Morales-Garcia (2013) y los
medios de seleccion usados, asi como los tiempos requeridos para el

crecimiento de las bacterias hasta fase estacionaria (tabla 1).

Tabla 1. Bacterias utilizadas para el inoculante y sus medios de seleccion asi como el

tiempo de incubacion.

Especie bacteriana Medio de seleccion Horas de
incubacion

P. putida KT2440 LB +Cm° 24 h

A. brasilense Sp7 Rojo Congo 48 h

Bradyrhizobium sp. MS22 | TESMA Ge™, AK*®, TE®® | 24 h

B. unamae MTI-641" BAC-CRO® 24 h
G. diazotrophicus PAI 5" | LGI 48 h
Sphingomonas sp. OF178 | LB5%-Cm®, CTX>° 24 h

Las células se crecen en los medios de seleccion sdlidos en placas de
40 X 40 cm con aproximadamente 125 ml de medio de cultivo gelificado. La
cosecha se llevo a cabo agregando 100 ml de agua destilada estéril a cada
placa. Para desprender las cepas se utilizaron seis espatulas estériles, de cada
100 ml obtenidos se colocaron 20 ml en frascos estériles de 400 ml de
capacidad y se aforaron a 300 ml obteniendo seis frascos con las seis baterias
independientes. Para realizar la mezcla se tomaron 20 ml de cada cepa en un
frasco estéril de capacidad de 400 ml, haciendo un total de 120 ml que se
aforaron a 300 ml (en total seis frascos con cepas individuales y un frasco con
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el inoculante multi-especies). De cada frasco se tomaron alicuotas de 500 ul y
se colocaron en 200 tubos Eppendorf., dividiéndolos en 40 tubos para
colocarlos en las cinco condiciones antes mencionadas (Imagen 1).

Para la obtencion de UFC/ml se utilizé el método de Goteo por Sellado
en Placa Masivo (GSPM) (Corral Lugo et al., 2010) el cual consiste en realizar
diluciones seriadas en placas de ELISA con 96 pocillos con capacidad de 200
microlitros; en ellos se colocan 180 pl de agua estéril en los pozos de dilucién.
En este trabajo se usaron cinco muestras por tratamiento y 100 ul de muestra
de suspension original para su conteo; de esta se toman 20 ul y se realizan las
diluciones en cada pozo, con un replicador previamente esterilizado a
condiciones de autoclave. El replicador dispensa en la placa una gota de
aproximadamente 1.6 pl y se incubaron a 30°C, posteriormente se contaron las
colonias (Fig.1) y se obtuvo la relacién de la supervivencia bacteriana (BSR) la
cual es la relacion del registro del numero de células bacterianas presentes en
una suspension después de algun estrés en referencia con el numero
observado antes del estrés BSR= (logAe/logBe x 100, (Ae Antes de un estrés
B después de un estrés) (Mufoz-Rojas et al., 2006). Los datos obtenidos se
evaluaron para saber si hay una diferencia significativa mediante un analisis de

t de Student con el programa sigma plot de Handel Scientific Inc.
d
C

v % A 4 100 {l de muestra

Cepas de manera individual

Figura 1. Preparacion del inoculante multi-especies como de las cepas individuales donde a).
A.brasilense Sp7, b). G. diazotrophicus PAI 5, ¢). Sphingomonas sp. OF178, d). B. unamae

MTI-641", e). P. putida KT2440 y f). Bradyrhizobium sp. MS22. Se muestra como se realizé el
monitoreo de Goteo por Sellado en Placa Masivo (GSPM)
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Experimento II: Evaluacién de la capacidad del inoculante multi-especies
EMMIM-1 para promover el crecimiento de Solanum tuberosum cv
Atlantic.

Se utilizaron treinta tubérculos en buenas condiciones (sin
enfermedades fitopatogenas) y se colocaron en obscuridad a 25 °C y 65 % de
humedad relativa, aproximadamente por veinte dias; condiciones que permiten
gue el numero de brotes por tubérculo sea mayor y de mejor calidad.

Una vez que se obtuvieron papas con los brotes, estos fueron cortados
con un bisturi estérili en cuadritos de un centimetro cuadrado
aproximadamente, evitando dafios al brote. Con ayuda de pinzas estériles, los
brotes fueron colocados en frascos de 100 ml de capacidad que contenian 25 g
de vermiculita estéril. Se inocularon 30 brotes con 15 ml de inoculante
aforandolo a 40 ml con agua destilada estéril. Para el caso de los controles se
les agregaron 40 ml de agua destilada estéril y se pusieron a condiciones de
fotoperiodo 16 h de luz y 8 h de obscuridad, con una temperatura de 30°C y
una humedad relativa de 60 %. Ambos tratamientos fueron regados con 4 mi

de medio MS y cada semana con agua.

La adherencia de las bacterias a los brotes fue medida a las 24 horas en
acuerdo con Morales-Garcia (2013) y a los veinte dias se cuantificd la
colonizacion. En ambos casos se tomaron cinco muestras de los dos
tratamientos y se utilizaron 10 ml de agua estéril para generar las suspensiones
respectivas que fueron cuantificadas por el método GSPM, obteniendo las
UFC/ml de las cepas que lograron adherirse a los brotes y colonizar las
plantas. Los datos obtenidos fueron evaluados por analisis estadisticos usando
la t de Student para conocer si hay una diferencia significativa en los
tratamientos con el programa sigma plot de Handel Scientific. Los parametros
que se midieron fueron: nimero de plantas que sobrevive, altura de las plantas
a 10 dias después del inicio de crecimiento del brote a los 20 dias y 30 dias

después de la primera inoculacion.
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Amplificacién del gen 16sDNAr y su corte con enzimas de restriccion.

Las seis especies bacterianas que conforman al multi-inoculante se
crecieron en un medio liquido de seleccion (Morales-Garcia et al., 2011) a 30
°C hasta fase estacionaria. A partir del crecimiento bacteriano se extrajo DNA
gendmico mediante el Kit de extraccion de DNA de PROMEGA después se
realizd6 una electroforesis para detectar el DNA y se tomaron fotografias. A
partir de los DNAs purificados obtenidos se realizo la amplificacion del gen 16S
DNAr usando oligonucleoétidos universales fdl y rd1l con las condiciones de
PCR siguientes: 95 °C 3 minutos, 30 X (95 °C 1 minuto, 57 °C 1 minuto, 72 °C
1 minuto), 72 °C 5 minutos, T final 4 °C. Los amplificados fueron purificados y
cortados con las enzimas de restriccion Roché Hhal y Tagl (tabla 2) bajo
condiciones estipuladas por el fabricante. Se visualizaron y se tomaron

fotografia de los bandeos obtenidos.

Tabla 2. Secuencia de oligonucle6tidos universales fd1 y rd1 utilizados en PCR y los

cortes especificos de las enzimas de restricciéon Hhal y Taq|

fdl FORWARD rdl REVERSO Hhal Taql
5-GTTTTCCCAGTCACGTTGTA-3' | 5-TTGTGTGCGGATAACAATTTC-3' | GCG'C | T'CGA
C'GCG | AGC'T
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Resultados
Supervivencia bacteriana bajo distintas condiciones de almacenamiento.
El nimero de bacterias contenidas en las suspensiones utilizadas para

los experimentos de almacenamiento varia entre 10°-108 UFC/ml (tabla 3).

Tabla 3. Numero de bacterias tanto individual como en mezcla, presentes en las

suspensiones antes de someterlas a almacenamiento.

Especie bacteriana Individual Log del Mezcla Log del
UFC/ml UFC/ml
P. putida KT2440 6,71E+08 1,10E+07
A. brasilense Sp’ 2,16E+08 1,40E+07
Bradyrhizobium sp. MS 22 1,17E+07 5,30E+07
B. unamae MTI-641" 3,70E+07 9,00E+06
G. diazotrophicus PAI 5" 2,83E+06 9,00E+06
Sphingomonas sp. OF178 1,77E+07 2,00E+07

Después de someter a las bacterias de manera individual como en
mezcla en cinco condiciones de almacenamiento por seis meses se puede
observar que de manera individual la cepa P. putida KT 2440 (grafica 4) no se
ve afectada en su BSR la cual se mantiene en un rango de 60 a 70 en
condiciones de Luz a temperatura ambiental (T,), resultados similares se
obtuvieron en 30 °C, mientras que en -20 °C, obscuridad T, y 4 °C se mantiene
una BSR de 70 a 90 después de 6 meses (a). En la mezcla se puede notar
qgue en la condicion luz T, la bacteria P. putida tiene una BSR de 50 a
comparacion de las otras condiciones las cuales se mantienen en rango de 65-
75 de BSR. Sphingomonas sp. OF178 (grafica 5) en condicion de Luz T,
obscuridad T, y en 30 °C tiene una BSR de 65 a75, pero se mantiene en una
BSR de 85-95 en condiciones de congelacién a -20 °C como en 4 °C. En la
mezcla se nota que la cepa Sphingomonas sp. OF178 se mantiene con una
BSR de 70-85 en las cinco condiciones evaluadas. En el caso se de la bacteria
Bradyrhizobium sp. MS22 (gréfica 6) se puede observar que al estar sometida
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de manera individual la bacteria tiene una BSR de 85-105 en 20°C, obscuridad
Ta y 4°C mientras que en luz T, y 30 °C su BSR es de 40-65. En mezcla
Bradyrhizobium sp. MS22 tiene un rango de BSR de 50 a 75 siendo la
condicion de 4 °C donde se observo la méas alta supervivencia y luz T, la mas
baja. En general el comportamiento de la supervivencia bacteriana tanto en
mezcla como individual, la condicibn de 4°C es favorable para una buena
supervivencia de estas bacterias, sin embargo en la cepa A. brasilense Sp’
(grafica 7) de manera individual tuvo una poblacién menor en la condicion de
4°C (BSR 54) en referencia a la condicion de -20 °C (BSR 61). Esta bacteria
estuvo en un rango de BSR entre 70-75, bajo las condiciones de obscuridad a
Ta, 30 °C y Luz Ta. En mezcla la BSR de A. brasilense sp’ fue similar en las
cinco condiciones ya que estan en un rango de 57-65. B. unamae MTI-641" cae
a niveles no detectados a los seis meses de evaluacion (BSR 0), en varias
condiciones evaluadas: luz y obscuridad T, 30 °C y -20 °C (tabla 8). No
obstante en la condicion de 4 °C, se observo una BSR de 29 a los 6 meses de
evaluacién para esta bacteria de forma individual. B. unamae MTI-641" en
mezcla se comportd de manera similar bajo las cinco condiciones de
almacenamiento exploradas; ya que se obtienen BSRs en un rango de 40 a 50.
Un comportamiento parecido se observé en la cepa G. diazotrophicus PAI5"
(grafica 9), donde a los cinco meses se mostraron valores de BSR de 0 bajo las
siguientes condiciones: 30 °C y -20 °C y a los 6 meses en las condiciones de
4°C, luz y obscuridad T,, también se observo una BSR de 0. En mezcla G.
diazotrophicus sobrevive en un rango de BSR de 35 a 45, en las condiciones
luz, oscuridad T,, -20 °C y 30 °C, mientras que en la condicién de 4 °C tiene

una BSR de 60 la cual fue muy superior.
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Gréfica 4. Supervivencia de Pseudomonas putida KT2440 en cinco condiciones diferentes, durante seis meses de almacenamiento, de manera

individual (a) como en mezcla (b).
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Adhesion, colonizacion de las cepas que conforman al inoculante multi-
especies en Solanum tuberosum CV Atlantic.

Se inocularon los brotes de papa con una suspension bacteriana del
inoculante miulti-especies. La adhesion bacteriana se tomo entre 12 a 24 h
después de la inoculacion donde se observO que P. putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178 y A. brasilense Sp7 se adhieren en el orden de 10° a
10" UFC/brote, en el caso de B. unamae MTI-641", G. diazotrophicus PAIl 5" y
Bradyrhizobium sp. MS22 se observé una adhesién de 10° a 10* UFC/brote (ver
grafica 6).

Adhesion

10

o 6,5562 6,6961 6,4280
E
O 67 ab a 4,3903
L 4,1427
=2 3,8484
5 |
©
g *7 c
—

2 -

0 T T T

1 2 3 4 5 6

Cepas inoculadas en Mix

[ Pseudomonas putida KT2440
[ sSphingomonas sp. OF178
I Bradyrhizobium sp. MS22

B Burkholderia unamae MTI-641"
I Azospirillum brasilense Sp’
[ Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5"

Grafica 6. Adhesion de las bacterias del inoculante multi-especies después de 12-24
horas de ser inoculadas en el brote de papa las letras nos indican una denotan una
diferencia estadistica significativa (t-student P< 0.05).
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La colonizacion se realiz6 a los 20 dias después de la inoculacion del
brote donde se observé que P. putida KT2440 y A. brasilense Sp7 alcanzaron una
colonizaciéon entre 5X10° UFC/ml. Sin embargo, Sphingomonas sp. y G.
diazotrophicus PAI 5" colonizaron en un orden alrededor de 2X10°> UFC/ml. Por su
parte Bradyrhizobium sp. MS22, B. unamae MTI-641" solo alcanzaron de 2X10*
UFC/ml, a los 20 dias después de la inoculacion.

Colonizacién
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Grafica 7. Colonizacion del inoculante multi-especies a los 20 dias después de la

inoculacion sobre el brote de papa. Las letras denotan una diferencia estadistica
significativa (t-student P< 0.05).
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Estimulacion de crecimiento de la papa por el inoculante multi-especies
EMMIM-1.

Se realizé la medicién de longitud de los brotes de papa antes de ser
inoculados y sembrados. Se tomaron medidas de longitud (cm), 10, 20 y 30 dias
después de que las plantas fueron inoculadas. En el tiempo cero no hubo
diferencia significativa en el tamafio del brote entre los brotes destinados para los
tratamientos inoculados y no inoculados (Grafica 8). A los 10 dias después de la
inoculacién se observé diferencia significativa entre el tamafio de los brotes que
fueron inoculados con respecto a de los controles (Gréafica 9). En las siguientes
dos mediciones no se noto diferencia significativa entre los plantas controles y las
inoculadas (Gréfica 10 y Grafica 11).

Aun cuando no se observo estimulacion de crecimiento por parte de las
bacterias en tiempos 10 y 20 dias posteriores a la inoculacion, la supervivencia
brotes de papa inoculados con el inoculante multi-especies fue mayor (43.75%) al
de brotes no inoculados (25%) (Grafica 12); posiblemente debido a que estas
altimas fueron mas afectadas por hongos fitopatbgenos, observados desde los

primeros dias de ser plantadas.
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Altura de Solanum tuberosum Cv. Atlantic
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Gréfica 9. Altura de plantulas de Solanum tuberosun cv. Atlantic a los diez dias
arteriscos denotan una diferencia estadistica significativa (t-student P< 0.05).
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Debido a los resultados obtenidos en el crecimiento de las plantas de papa se
realizd6 una evaluacion de supervivencia del brote de papa con y sin inoculante
multi-especie, notando que los brotes que fueron inoculados tuvieron un 43.75%
de supervivencia que el grupo control que obtuvo un 25% de supervivencia
(Grafica 12) debido a que estas se veian afectada por hongos fitopatégenos desde

los primeros dias de ser plantadas.

Supervivencia de Solanum
tuberosum CV. Atlantic

50
45
40
35
30
25
20
15
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wu

1 2

TRATAMIENTOS

PORCIENTAJE DE SUPERVIVENCIA

Control Experimental

Grafica 12. Porcentaje de Supervivencia de Solanum tuberosum cv. Atlantic al finalizar el
experimento notando que las inoculadas tuvieron una mayor supervivencia a comparacion

del control.
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Purificacion de DNA, Amplificacion del 16SDNAr y corte con enzimas de
restriccion.

La purificacion de DNA fue exitosa (Fig 2) observando que el material
genético obtenido fue adecuado para usarlo como plantilla para su amplificacion.
La amplificacion del gen 16S DNAr se muestra en la Figura 3, observando que
todas las cepas fueron amplificadas. El material amplificado se sometié a
restriccion con las enzimas Hhal y Taql (Fig. 4), observando que la enzima Hhal
permiti6 una diferenciacion de las bandas obtenidas para las seis cepas que

conforman el inoculante multi-especies.

Figura 2. DNA gendémico de las cepas que conforman al inoculante multi-especies.
1.- Sphingomonas sp. OF178, 2.- Pseudomonas putida KT2440, 3.- Burkholderia unamae
MTI-641, 4.-Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5', 5.-Azospirillum brasilense SP’,
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Figura 3. Amplificacion del gen 16SDNAr de las cepas que conforman el inoculante multi-
especies. 1.- Sphingomonas sp. OF178, 2.- Pseudomonas putida KT2440, 3.-
Burkholderia unamae MTI-641, 4.-Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5", 5.- marcador
de 1Kb, 6. Azospirillum brasilense SP7.

Figura 4. Patrén de restriccion de las cepas que conforman al inoculante multi-especies
con la enzima Hhal y Taql. (1 y 10) Pseudomonas putida KT2440, (3 y 12)
Sphingomonas sp. OF178, (4 y 13) Burkholderia unamae MTI-641, (6 y 15)
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5", (8 y 17) Azospirillum brasilense SP’, (18)
Marcador 100 pb. (Los nimeros que no se especifican, son bacterias ajenas al inoculante

multi-especies).
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Discusioén

Evaluacion del inoculante multi-especies durante los seis meses de

conservacion.

Santillana (2006) evalué la supervivencia de tres cepas de Pseudomonas
sp. en turba durante tres meses, donde observo que la viabilidad de las cepas era
similar al término de la evaluacion, alcanzando un log del nimero de bacterias
entre 5.5 y 6.4, estos datos se obtuvieron con la cepas Pseudomonas putida
KT2440 en todas las condiciones exploradas de almacenamiento tanto de forma
individual como en mezcla, observado los hasta los 6 meses de almacenamiento.
Ya que a los tres meses del almacenamiento tanto de manera individual como en

mezcla la supervivencia fue mayor a 80.

En el presente trabajo se observdé que cuando se almacendé de forma
individual a Sphingomonas sp. OF178 su tasa de supervivencia fue mayor en las
condiciones de -20°C y 4°C a comparacion de otras condiciones a las que fue
sometida (luz, oscuridad temperatura ambiente y 30°C), esto coincide con lo
reportado por Aislabie y col.,, (2000) quienes observaron que el género
Sphingomonas sp ha sido aislado en varias ocasiones de ambientes extremos,
tales como suelos articos y antartico. Bajo estas condiciones extremas estas
cepas pueden desarrollar adaptaciones tales como la modificacion de lipidos para
mantener la fluidez de la membrana, la acumulacion de polioles y la produccion de

proteinas de choque frio y enzimas activas en frio.

La bacteria Bradyrhizobium sp. MS22 tiene una buena supervivencia tanto
de manera individual como en mezcla; notando que de manera individual tiene una
mejor supervivencia en las condiciones de 4°C y -20°C ya que a pesar de estar
seis meses en almacenamiento se mantuvo en una BSR de 100 (7 log UFC/mI) lo
cual contrasta con experimentos de Matos y Zuiiga (2003) quienes observaron
que la viabilidad de Bradyrhizobium sp. disminuyé notablemente en
almacenamiento durante 180 dias con dos soportes no estériles: turba y suelo-

composta; siendo mas marcada esa disminucién en suelo-composta. Esto se
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debid al crecimiento de otros microorganismos en los soportes impidiendo que la
cepa de interés tuviera una buena supervivencia, ya que el agotamiento de los
nutrientes y la produccion de toxicos pudieran inhibir a la cepa estudiada. En la
formulacion liguida de este trabajo, que usa agua estérii como soporte, las
bacterias en general sobreviven mejor ya que no tienen competencia contra otras
bacterias. Esto podria explicar el por qué las cepas Pseudomonas putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178 y Bradyrhizobium sp. MS22 de manera individual tienen
una supervivencia mayor a pesar del estrés al que fueron sometidos ya que estas
bacterias tienden a aprovechar todos los nutrientes que pueda tener el soporte. En
el inoculante multi-especies no se le adiciono nutrientes, pero podria haber trozos

de medio derivado del procesamiento con el que se realizo.

La supervivencia de las bacterias Pseudomonas putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178 y Bradyrhizobium sp. MS22 no fue afectada a pesar de
estar sometidas a temperaturas bajas, incluso de congelacién. Bajo estas
condiciones la fluidez de la membrana cambia, provocando la detencién de los
procesos de transporte a través de ella (Sanchez y Corrales, 2005), haciendo las
actividades metabdlicas mas lentas. Los cambios que ocurren en membrana
podrian ser claves para estudiarse en el futuro y conocer si son responsables de
cambios en la supervivencia de bacterias observada en el presente trabajo. En el
proceso de congelacion se realiza la formacién de cristales de hielo asi como el
aumento de la concentracién de soluto y la eliminacion de agua liquida por su
conversion en hielo (Mazur, 1997), hay también una reduccion de la velocidad
metabdlica, a tal punto que su metabolismo se hace imperceptible, pero suficiente
para mantener al microorganismo vivo (Sanchez y Corrales, 2005).

Los mecanismos que las bacterias realizan para resistir a la congelacion
son: la produccion de polisacaridos, que son exportados dentro del medio para
formar una cépsula alrededor de la célula (Christensen, 1999), asi se mantiene a
salvo de los cristales de hielo que se forman en la congelacion. Ciertas especies
de Pseudomonas sp. tienen complejos de proteinas de nucleacion de hielo que
permiten el crecimiento en el hielo, o también tienen proteinas de aclimatacion al

frio las que contribuyen a que sea tolerante a congelacién (Mc Grath, et al., 1994).
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Las proteinas mas estudiadas son las proteinas anticongelantes (AFPSs) las cuales
son un subconjunto de proteinas de union al hielo, y se encuentran en organismos
resistentes al frio, actuando como inhibidoras del crecimiento de cristales de hielo
y recristalizaciéon (Celik et al., 2012).

Meynell (1958) observd que la tolerancia de Escherichia coli a las bajas
temperaturas estd influenciada por el estadio de crecimiento. Las células en fase
logaritmica son extremadamente susceptibles a lesiones por enfriamiento rapido a
0°C, mientras que las células en fase estacionaria son insensibles a este estrés; lo
gue nos sugiere que las cepas de estudio fueron resistentes a bajas temperaturas
ya que previo a su almacenamiento fueron crecidas hasta su fase estacionaria.

Bajo condiciones de almacenamiento a 30°C y fotoperiodo luz T, donde la
temperatura aumenta de 26°C a 30°C el calor podria acelerar los procesos
metabdlicos de las bacterias teniendo como consecuencia la disminucion de los
nutrientes en el medio disminuyendo su viabilidad en los primeros meses de
almacenamiento y al concluir los seis meses del experimento la viabilidad
disminuy6 notablemente, a comparacion de los almacenados en condiciones de
bajas temperaturas.

Azospirillum brasilense Sp7 de manera individual tiende a ser susceptible
durante el almacenamiento en condiciones donde la temperatura oscilo de 4 °C a -
20 °C, ya que se observa una BSR menor a comparacion de las otras condiciones
(luz, oscuridad temperatura ambiente y 30°C). Sin embargo, en las condiciones
donde la temperatura vario de 25°C a 30°C se observé un descenso en la
supervivencia sin ser mayor que en las condiciones donde la temperatura fue
menor de 4°C. lo que sugiere que el género Azospirillum sp. es poco tolerante a
las condiciones de almacenamiento (Estrada-Bonilla, 2008) debido a que a 4 °C la
supervivencia de la cepa estd se ve afectada durante el almacenamiento y
también en condiciones de 30°C a pesar de que esta temperatura se aproxima a
su condicion ideal de crecimiento (30°C-40°C) (Cassan et al., 2008). La especie A.
brasilense Sp7 en mezcla muestra una supervivencia parecida en todas las
condiciones de resguardo lo que nos indica que al estar en interaccion con otras

cepas puede adquirir resistencia a bajas temperaturas ya que su BSR en las cinco
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condiciones estan entre un rango de 50-60 a comparacion de manera individal,
esto concuerda con lo dicho por. Pallo (2011) el cual evalué la supervivencia de
Azospirillum sp en diferentes soportes como solidos y liquidos durante 180 dias y
observo que en algunos soportes como turba descendio a comparacion de otros
sustratos con nutrientes. En los soportes liquidos de Azospirillum sp se observé
que a pesar de tener nutrientes en el medio acido malico-Rojo Congo la poblacién
de Azospirillum sp disminuye. Sin embargo en medios ricos de nutrientes la
supervivencia es mayor, pero implica un mayor costo en la produccién y en la
venta del producto.

Burkholderia unamae MTI-641" como Gluconacetobacter diazotrophicus PAI
5" de manera individual a los seis meses de almacenamiento en las cinco
condiciones ya no es detectable en su medio de seleccién, excepto B. unamae
MTI-6417 la cual en el la condicién de 4°C aun es detectada. En acuerdo con
Caballero-Mellado y col., (2004) al crecer a B. unamae MTI-641T en distintos
medios a diferentes temperaturas, se observd que la temperatura como el medio
de seleccidn afectaba el crecimiento de la cepa por que se sugiere evaluar otros
medios de seleccion a distintas temperaturas de crecimiento cuando se trate de
recuperar la cepa, asi pudiera ser que se logre recuperar cepas durante los 6
meses. Lo que se observd en la mezcla, fue que estas cepas a los seis meses
tuvieron una supervivencia baja lo que indica que nos permite sugerir es que en
consorcio las otras bacterias le pudieran brindan proteccion al estrés al que estan

sometidos.

Efecto del inoculante multi-especies en Solamun tuberosun cv. Atlantic.

Las bacterias del inoculante multi-especies tienen una buena capacidad de
adhesion en diversas semillas de maiz sin necesidad de usar un adherente
(Morales-Garcia., 2013) en la adhesion de Solalum tuerosum cv. Atlantic lo que se
observé es que las que tienen una mejor capacidad de pegarse a la superficie del
brote son P. putida KT2440. Este género ha sido reportado en la adhesion como
colonizacion de papa, la cual se propagé de manera in vitro teniendo un mayor

tamafio de la raiz y tallo, el peso seco y fresco de la planta fue mayor a
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comparacion de los controles (Frommel et al.,1991) asi como en propagacion de
papa por medio de cultivo de tejido de una variedad de papa (alha) donde se
observé que a los 7 dias después de la inoculacién la raiz se encontraba rodeada
por una biopelicula de bacterias (Zuno-Floriano et al., 2009). Otra cepa que resalta
en la adhesion como colonizacién de la papa cv. Atlantic es Sphingomonas sp.
OF178 la cual tiene una amplia capacidad de colonizar a las semillas de maiz
teniendo numeros altos de log por UFC/ml (Morales Garcia, 2013) asi como en
semillas de frijol (Juarez-Hernandez, 2012). Azospirillum brasilense Sp7, es unas
de las bacterias mas estudiadas por la capacidad de poder colonizar a las plantas
gramineas como el maiz y el trigo las cuales son de gran importancia econémica.
Sin embargo esta especie se le ha encontrado con la capacidad de colonizar a las
leguminosas con buenos resultados (Juarez Hernandez, 2012).

A pesar que el género Bradyrhizobium sp. se caracteriza por ser una
bacteria que hace simbiosis mutualista con leguminosas, en estudios realizados
por Cuadrado y col., (2009) encontré que este género puede colonizar a otras
plantas de interés como es el caso de este experimento donde se observd que
Bradyrhizobium sp. MS 22 fue capaz de adherirse y colonizar la planta de papa cv.
Atlactic en numeros de log UFC/ml bajos a comparacion de las cepas descritas
anteriormente. G. diazotrophicus PAI 5" se ha inoculado especialmente en cafia de
azucar de donde se aislé (Mufioz-Rojas y Caballero-Mellado, 2003) obteniendo
buenos resultados en la adhesion como colonizacion de la planta notando un
desarrollo mayor en las inoculados a comparacion de las controles. En este
experimento se observd que si es capaz de adherirse a la papa en nimero bajos
sin embargo en la colonizacion (20 dpi) el nimero de log UFC/ml aumentaron un
rango igualando a P. putida KT2440. La cepa B. unamae tiene la capacidad de
colonizar el ambiente rizosférico como endéfito de maiz (Caballero-Mellado et al.,
2004) teniendo efectos benéficos sobre el crecimiento de plantas, incrementando
el peso seco de las plantas en el rango de 16-30%; en este experimento B.
unamae MTI-641" fue capaz de colonizar a Solanum tuberosum cv. Atlactic.

A pesar de no obtener buenos resultados en la promocidén de crecimiento

de Solanum tuberosum cv. Atlactic habiendo una diferencia significativa en la
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altura a los 10 dpi (dias posteriores a la inoculacion), esto pudo ser ya que a los
cinco dias después de la inoculaciéon se le agreg6 el medio MSJ (medio nutritivo)
lo que pudo ayudar a las bacterias como a la planta en el metabolismo y asi
notarse una diferencia de longitud a comparacion con el control ya que la planta
de papa consume diversos compuestos nitrogenados (Barabaz et al., 2000) en la
evaluacion de las variedades de papa Atlantic y Desiree donde se not6 que al
aplicar el 100% de fertilizante mineral con biopreparados dio mejor resultados de
hasta 4 y 5 t/ha, que con solo el biopreparado (Del Castillo y Montes de Oca,
1994).

Santillana (2006) evalud una formulacién hecha por tres cepas de Pseudomonas
sp. en plantas el frijol, maiz, papa y tomate y no encontré diferencias significativas
en el tamafo de las plantas sin embargo en el peso seco del maiz y frijol hubo
diferencia significativa entre las plantas inoculadas de las controles. Moreno
(1988) realizo la inoculacion con Glomus fasciculatum en esquejes enraizados de
dos variedades de papa Mariva y Tomasa en condiciones de campo donde no
hubo diferencia significativa en la produccion de tubérculos ni el peso seco de las
plantas inoculadas y no inoculas. En el presente experimento no se obtuvo una
diferencia significativa casi en todas las mediciones, sin embargo, no se realizé la
medicién del peso fresco ni del peso seco, quizas en esto pudiera haber alguna

diferencia significativa de las inoculadas y no inoculas.

La produccion de papa con el método desarrollado en el laboratorio es de
bajo presupuesto asi como facil y eficaz, pero a pesar de tener las mayores
precauciones y manejar todo en condiciones de esterilidad la supervivencia de las
plantulas se vieron afectadas por enfermedades de tipo fitopatdgenas, afectando
en mayor cantidad a las plantas no inoculadas que a las que fueron inoculadas
con las seis bacterias (inoculante-multi-especies) lo que sugiere que las bacterias
qgue conforman el inoculante tiene la capacidad de producir sustancias inhibitorias
gue antagonizan microorganismos que puedan provocar enfermedades en la
planta , como es el caso del genero Pseudomonas sp. la cual disminuyo la
poblacibn de Erwinia carotovora en tubérculos semillas de la papa
(Kloepper,1982). También Soler et al., 2012 observé una disminucion de la
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enfermedad que causa Spongospora subterranea en Solanum tuberosum variedad
Diacol Capiro el cual inoculo bacterias que aislé del interior o de la raiz de la papa
(los microorganismos utilizados no fueron caracterizados).

Esto nos habré las posibilidades de encontrar bacterias benéficas que
sirvan para biocontrol de enfermedades de papa las cuales para el agricultor son
un problema que implica la utilizacion de diversos fungicidas lo cual es dafiino

para el medio ambiente como para el ser humano.

Diferenciacion molecular de las cepas que conforman al inoculante
multiespecies.

La amplificacion del gen 16S DNAr de las cepas que conforman el
inoculante multi-especies y su posterior corte con la enzima Hhal podria ofrecer
una diferenciacion rapida de las cepas para su deteccion dentro del proceso de
produccion del inoculante multi-especies, como lo muestran los resultados de este
trabajo. Ademas, el método podria apoyar a la deteccion molecular de las cepas
cuando interaccionan con las plantas. En la actualidad no existen formas rapidas y
moleculares para identificacion de las cepas que conforman a los inoculantes
bacterianos (Bashan, 1998) dentro de los procesos productivos, por lo que el corte
con enzimas de restriccion podria ser novedoso para la industria de los
inoculantes. El método de deteccion rapida también nos puede dar garantia de
que las cepas obtenidas a partir de rizosfera de plantas inoculadas corresponden
a las que se inocularon y no son cepas similares captadas en los medios de
seleccién. Por lo que esta estrategia sera Util en la corroboracion de las cepas de
diversos experimentos resguardadas en congelacion (Morales-Garcia et al., 2012)
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CONCLUSIONES:

>

Se encontré diferencia significativa en el crecimiento de Solanum
tuberosum cv.Atlantic a los diez dpi en las planta que fueron inoculadas.
Pseudomonas putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178 y Bradyrhizobium
sp. MS22 tuvieron una supervivencia (BSR) mayor de 50 en condiciones de
4°C y -20°C de manera individual.

La supervivencia en almacenamiento de manera individual de Burkholderia
unamae MTI-641" como de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5"
disminuy6 a niveles no detectadas a los cinco meses.

Azospirillum brasilense Sp7 se ve afectada en su supervivencia durante el
almacenamiento de manera individual, sin embargo en mezcla tiene una
supervivencia mas elevada (BSR alrededor de 60) en las cinco condiciones
a las que fue sometida.

En mezcla las cepas Gluconacetobacter diazotrophicus PAlI 5" vy
Burkholderia unamae MTI-641" fueron beneficiadas en la supervivencia; ya
que a las 6 seis meses de almacenamiento son detectadas en sus medios
selectivos.

La condicion ideal para un buen almacenamiento del inoculante multi-
especies es a una temperatura de 4°C.

Se recomienda utilizar el inoculante multi-especies antes de los cinco
meses de almacenamiento.

Las cepas que componen al inoculante multi-especies (excepto
Bradyrhizobium sp. MS22) se pudieron diferenciar por la enzima Hhal

PERSPECTIVAS

v Evaluar el inoculante multi-especies en tubérculos de papa.

v Evaluar la capacidad del inoculante como inhibidor de enfermedades
fitopatdgenas.

v" Hacer una evaluacién de supervivencia del inoculante multi-especies
sometido a liofilizacién para un mayor tiempo de conservacion.

v' Evaluar diferentes enzimas para tener una mejor diferenciacion de

las cepas que componen el inoculante multi-especies.
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