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RESUMEN

Las bacterias promotoras del crecimiento de plantas han sido extensamente estudiadas y recientemente
se han disefiado formulaciones multiespecies de segunda generaciéon. Una de las formulaciones se
denomina INOCREP y est4d compuesta por 6 especies bacterianas benéficas. INOCREP estimula el
crecimiento de plantas mucho mejor que los monoinoculantes y se ha explorado su funcién en diversas
plantas de interés agricola. Una formulacion derivada de INOCREP que esta diluida 10 veces respecto
a la formulacion original, se ha propuesto como una formulacién para jardin; esta se ha explorado en
diversas plantas bajo condicién de maceta, permitiendo a las plantas un buen desarrollo. Existen tres
formas para inocular las bacterias de la formulacién multiespecies en jardines: a nivel de semilla, a
nivel de plantula y a nivel de plantas desarrollas. En este trabajo se muestra un panorama del estado

del arte de la formulacion INOCREP vy su derivado de jardin.

Palabras clave: inoculantes bacterianos, INOCREP, inoculante multiespecies, fitoestimulacion,

jardines.

ABSTRACT
Plant growth-promoting bacteria have been extensively studied and the second generation of

multispecies inoculants have recently been designed. INOCREP is a multispecies formulation
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composed of six beneficial bacterial species. INOCREP stimulates plant growth much better than

monoinoculants; its promoting traits have been studied in several plants of agricultural interest. A

formulation derived from INOCREP that is diluted ten times respect to the original formulation has

been proposed as a garden formulation. INOCREP-garden has been explored in various plants under

pot conditions, enhancing plant development. There are three ways to inoculate the bacterial

formulation in gardens: on the seeds, seedlings, and developed plants. This work provides an overview

of the state of the art of the INOCREP formulation and its garden derivative.

Keywords: bacterial inoculants, INOCREP, multiespecies inoculant, phytostimulation, gardens.

INTRODUCCION
La salud de las plantas depende, ademas de la

nutricion, de una correcta interaccion con las
bacterias benéficas, esa interaccion puede
ocurrir a nivel de rizosfera, rizoplano, en la
region epifita e incluso en la region endofitica
[1-4].

caracterizadas como benéficas para las plantas

Diversas  bacterias han  sido
entre las que destacan bacterias de los géneros
Azospirillum, Rhizobium, Gluconacetobacter,
Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter [5-7].
Algunas especies de los géneros mencionados,
que han sido aisladas y ampliamente
caracterizadas, se han usado para formular
inoculantes que promueven el crecimiento de
plantas [2,4]. La mayoria de las formulaciones
son monoinoculantes (contienen un solo
microorganismo) o  Bi-inoculantes (2
microorganismos); estos ultimos con el fin de

aprovechar los mecanismos de accién de dos
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microorganismos esperando su accion sinérgica
[8-10]. Los mecanismos mediante los cuales
las bacterias benéficas promueven el
crecimiento de las plantas han sido mostrados
revisiones [1,2,4,11].
incluyen a la produccion de fitohormonas, la
de

solubilizacién de minerales esenciales como

en multiples Estos

fijacion  bioldgica nitrégeno, la

zinc y fosforo, la produccion de ACC
desaminasa, el antagonismo de patdgenos, el
desencadenamiento de una respuesta de
defensa, entre otros (4). Con el fin de
aprovechar estos mecanismos, se ha propuesto
el desarrollo de inoculantes multiespecies que
contengan bacterias compatibles y que puedan
interaccionar con las plantas para desencadenar
crecimiento

una mayor estimulacion del

[12,13].
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Desarrollo de inoculantes multiespecies de

segunda generacion

Para  acortar camino, las  primeras
formulaciones multiespecies de segunda
generacion se disefiaron con bacterias que ya se
han estudiado en sus capacidades para
promover el crecimiento de plantas, se conocen
sus mecanismos moleculares para la
fitoestimulacion 'y son reconocidas como
benéficas [13]. Sin embargo, con el tiempo se
han ido incorporando bacterias promotoras del
crecimiento de plantas que resultan interesantes
por sus caracteristicas de tolerancia a diferentes
estreses y sus capacidades antagonistas de
patdgenos [14]. Para lograr el desarrollo de esta
tecnologia se tienen que realizar 8 estudios
adicionales respecto a los monoinoculantes.
Ademas la vida de anaquel de una formulacion
multiespecies debe ser estudiada y comparada

con respecto a los monoinoculantes [15].

1) Las bacterias de las formulaciones
multiespecies deben ser compatibles entre ellas
(no antagonizarse). Para ello, se estudia su
capacidad de antagonismo bajo diferentes
condiciones y tipos de ensayo [12,16,17]. Por lo
general los ensayos de antagonismo que se
realizan son la prueba de inhibicién simultanea
y ensayos en agar en doble capa [18]. Se
elaboran tablas donde se muestran los
resultados de antagonismo y se seleccionan

aquellas bacterias que no se antagonizaron en
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las distintas condiciones exploradas [13,16].

2) Se desarrollan experimentos de
tolerancia a diferentes formas de estrés, por
ejemplo: desecacion, salinidad, congelacion,
entre otros [19-21]. Se seleccionan, las mas
tolerantes a los diversos estreses. Una
metodologia que contribuye a la busqueda
exhaustiva de bacterias altamente tolerantes es
la cuantificacion por el método goteo por
sellado en placa masivo (GSPM) [22]. Este
método permite la cuantificacion masiva de
microorganismos, antes y después del estrés, en
poco tiempo y es muy accesible para realizarse
en laboratorios de bajos recursos. Un tema en
particular que es de gran interés es la tolerancia
a la desecacion, debido a que las bacterias con
esta capacidad son candidatas para ser
utilizadas como inoculantes de plantas para la
agricultura y/o la rizorremediacion de suelos
contaminados en zonas aridas o semidesérticas
[19,23].

3) Las bacterias seleccionadas en el paso
1y 2, se usan para elaborar consorcios de
bacterias que contengan miembros promotores
del crecimiento de plantas, de mecanismos
conocidos, no patdgenas, compatibles y
tolerantes a desecacion. Una vez que se han
logrado  estas  caracteristicas en las
formulaciones, no significa que seran exitosas
para promover el crecimiento de plantas, por lo

que se deberd explorar su capacidad de
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interaccion con la planta y de promover el
crecimiento cuando estan en consorcio. No
obstante, primero se deben disefiar medios de
seleccion, para entender que ocurre durante la

cointeraccion.

4) Se disefian medios de seleccion para
cada cepa del consorcio, por ejemplo, en un
consorcio que contiene 6 bacterias compatibles,
se requieren 6 medios de seleccion. Cada uno
permite el crecimiento de una de las 6 especies
bacterianas y discrimina el crecimiento de las
otras 5 [12]. Este es uno de los pasos més
criticos, porque se tienen que explorar las
capacidades de las diferentes bacterias para
poder conseguir las condiciones deseadas y
frecuentemente hay bacterias que usan las
mismas fuentes de carbono o toleran los
mismos compuestos. Entre las condiciones que
se exploran es el uso de fuentes de carbono,
nitrégeno, capacidad de tolerar compuestos
toxicos, capacidad de resistencia a los
antibidticos, tolerancia a metales pesados, entre

otras caracteristicas [13,16,17].

5) Se estudian metodologias para una
identificacion molecular réapida (ej. Restriccion
del gen 16S DNAr 6 la amplificacion de bandas
especificas de genes de cada bacteria [13,16].
Esto es importante para realizar pruebas
confirmatorias de que lo que capturan los
medios de seleccidn realmente corresponden a

las especies bacterianas que deben ser
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cuantificadas, especialmente cuando se hacen

los estudios a nivel de interaccion en plantas.

6) Se explora la capacidad de las
bacterias del consorcio para interaccionar con
plantas y se estudia la diferencia entre la
cointeraccién de consorcios versus cepas solas
[12,13,16]. En particular, se estudia la
capacidad de las cepas para adherirse a semillas
o plantulas, asi como la capacidad de las
bacterias para colonizar la rizésfera o si fuera el
caso el interior de los tejidos de las plantas.
Estos estudios se realizan en plantas inoculadas

con las bacterias solas y en consorcio.

7) Se explora la capacidad de promocion
de crecimiento de las bacterias de los
consorcios bajo condiciones de laboratorio e
invernadero y se compara contra la inoculacion
de cepas individuales [13,16]. Esta es la prueba
de fuego, pues no todos los inoculantes
multiespecies son capaces de promover el
crecimiento de las plantas, a pesar de que las
cepas individuales si lo consiguen. Es posible
que la expresion de genes cambie cuando las
bacterias estan en consorcio [24] y es un tema

que debera ser estudiado en un futuro cercano.

8) Se explora la capacidad de los
consorcios para promover el crecimiento de
plantas en diferentes escenarios reales [12].
Esta ultima fase, es la més dificil, en cuanto a
presupuesto se refiere, debido a que se requiere

una mayor cantidad de insumos y también se
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requiere de agricultores dispuestos a explorar
los nuevos productos pare el desarrollo de sus
cultivos. No obstante, esto ha sido superado por
una tercia de formulaciones multiespecies
[12,13,16,17], dos de las cuales incluso se han
patentado (MX2013007978A y MX20150
14278A) [12,17].

En resumen esas nuevas formulaciones
multiespecies contienen bacterias compatibles
entre ellas y con las plantas, son altamente
tolerantes a condiciones adversas, poseen
mecanismos diversos de promocion de
crecimiento y se ha comprobado su capacidad
para promover el crecimiento de las plantas
bajo distintas condiciones [16,17,25]. A estas
formulaciones se les ha designado el nombre de
inoculantes bacterianos de segunda generacion
[6,13].

Los inoculantes de segunda generacion surgen
COMO una respuesta para incrementar de forma
mas contundente el rendimiento de los cultivos
agricolas [16,26]. Sin embargo, pueden ser
excelentes para mitigar el cambio climético
[27], debido a que evitan el uso excesivo de
fertilizantes quimicos [28]. El cambio climatico
se ha intensificado en los Gltimos dias debido a
las actividades humanas [29] y es urgente
cambiar las practicas agricolas para evitar mas
dafos al entorno. Los inoculantes microbianos
de segunda generacion promueven el

crecimiento de las plantas de forma eco-
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sustentable y no dafian al medio ambiente
[13,24].

INOCREP wun inoculante de segunda

generacion muy prometedor

La Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla es pionera en el desarrollo de
inoculantes de segunda generacion y las
patentes MX2013007978A y
MX2015014278A [12,17] son ejemplos de
formulaciones multiespecies que pronto estaran
disponibles para su uso en el mercado
mexicano. Se ha realizado el escalamiento de
uno de los inoculantes de segunda generacién y
se cuenta con el registro de la marca
(INOCREP) [30,31]. Esta formulaciéon esta
conformada por Azospirillum brasilense Sp7,

Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5,

Paraburkholderia unamae MTI-641
(anteriormente Burkholderia unamae MTI-
641), Sphingomonas sp. OF-178,

Bradyrhizobium sp. MS22 y Pseudomonas
putida KT2440. La cantidad total de bacterias
que contiene la formulacion esté en el rango de
10° UFC/mL. Todas las cepas de la formulacion
INOCREP poseen caracteristicas promotoras
del crecimiento de plantas [13] y sus
mecanismos de promocién de crecimiento
vegetal han sido reportados (Tabla 1). Por
ejemplo, A. brasilense Sp7 y G. diazotrophicus

PAI 5 promueven el crecimiento de plantas a
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través de la produccion de fitohormonas como
el &cido indol acético [32,33], P. unamae MTI-
641 produce ACC desaminasa [34,35] y 4 de las
especies bacterianas estan implicadas en la
fijacién biologica del nitrégeno (Tabla 1).
Ademas, algunas de las bacterias también
poseen otras caracteristicas relevantes como
por ejemplo la capacidad de llevar a cabo la
bioremediacién de compuestos xenobioticos,

entre las que destacamos a P. putida KT24340,
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Sphingomonas sp. OF-178 y P. unamae MTI-
641 (Tabla 1). Todas tienen la capacidad de
producir sustancias inhibitorias, por lo que
tienen un potencial para llevar a cabo el
biocontrol de fitopatdgenos y algunas bacterias
como P. putida KT2440 han sido reportadas
con la capacidad de desencadenar la respuesta
sistémica inducida en plantas; protegiéndolas

del ataque de patdgenos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas relevantes de las cepas que conforman la formulacion INOCREP.

Cepa bacteriana FBN Produccion Produccion Inductor de ACC Solubilizacién | Bioremediacion
de de sustancias | respuesta desaminasa | de fosfatos
fitohormonas | inhibitorias sistémica en
plantas
A. brasilense Sp7 + [36] +[32] +[37,38] +[39] ND + [16] + [40]
Bradyrhizobium sp. MS22 +[41] ND ND ND ND + (resultados ND
no
publicados)
G. diazotrophicus PAI 5 +[33] +[33] + [42-44] + [45] ND +[16] - [46]
P. unamae MTI-641 +[34] ND +[34] ND +[35] +[47] + [47]
P. putida KT2440 - [48] +[49,50] +[16,50] +[51,52] - [50] +[16,50] +[53,54]
Sphingomonas sp. OF-178 | ND ND + [16] ND ND + [16] + [55]

FBN significa Fijacion Biologica del Nitrdgeno, ND significa no determinado.

INOCREP fue

inicialmente disefiada para maiz [12], a nivel de

Aunque la formulacion
laboratorio e invernadero se ha explorado en
otro tipo de plantas, como el jitomate, el frijol,
el crisantemo y la papa, todo ha quedado
documentado en tesis de posgrado y
licenciatura y ain no ha llegado a fase de
publicacion [15,56-59].

A nivel de campo, con el apoyo de un proyecto
FINNOVA (CONACYT), se exploro la
funcionalidad de esta formulacion en diferentes

tipos de cultivos de interés agricola en distintas
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regiones de la Republica Mexicana con
resultados exitosos, entre los que podemos
destacar al maiz, jitomate, el frijol, cebada,
trigo y hiervas aromaticas (resultados en fase de
analisis de datos). Cada vez son mas los
usuarios que exploran esta tecnologia por sus
caracteristicas amigables con el medio
ambiente y la potenciacion del rendimiento de
los cultivos, por lo que resulta una formulacién
muy prometedora para su uso a nivel de campo
(Figura suplementaria 1).

La formulacion INOCREP se ha explorado en
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cultivos de maiz de diferentes variedades y
regiones geograficas con resultados muy
alentadores [13]. Por ejemplo, en el periodo de
2019, este producto se aplico en maiz, en varias
regiones del estado de Puebla, con el fin de
evaluar los rendimientos tras el crecimiento y
desarrollo de los cultivos. Estos ensayos se
realizaron con la ayuda del Comité Estatal de
Sanidad del Estado de Puebla (CESAVEP), en
conjunto con la Direccion de Innovacion y
Transferencia del Conocimiento de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla
(DITCo-BUAP). Se observaron resultados
positivos en la mayoria de los campos
inoculados con variacion en los rendimientos
posiblemente debido a las condiciones
ambientales y de suelo propias de cada region
(Figura suplementaria 2).

El tiempo de vida de anaquel de la formulacién
INOCREP ha sido estudiada y se sabe que la
formulacién liquida es estable hasta por dos
afios bajo temperaturas de refrigeracion [15].
Sin embargo, se siguen estudiando las
condiciones para obtener una formulacion en
polvo para que el transporte sea mas factible
[60].

Inoculantes de segunda generacion en
plantas que crecen en macetas
Recientemente se ha observado que los

inoculantes de segunda generacion también se
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pueden utilizar para lograr una agricultura
urbana exitosa especialmente en macetas. Se ha
explorado su uso en techos de casas, jardines de
tamafo diverso, patios o incluso en una oficina
con el uso de focos led. Algunos ejemplos de
plantas inoculadas con inoculantes de segunda
generacion bajo condiciones de maceta se
muestran en la figura 1, sin embargo, otras
plantas también han sido inoculadas con la
formulacion INOCREP, observando sus
beneficios (figura suplementaria 3) [61].

En 2019 se impartieron en la region de San
Andrés Cholula, Puebla, México y con apoyo
de ese municipio, una serie de cursos para
mostrar a la poblacion interesada, a como
incorporar las bacterias de la formulacién
multiespecies INOCREP en sus plantas (Figura
2). Para ello se desarrolld6 una formulacion
multiespecies especial para jardin, muy
econdmica, que se caracterizd por estar en una
dilucién 1:10 respecto de la formulacion
INOCREP original. Los jardines urbanos no
requieren una dosis tan concentrada como la
que se requiere para ser usada en el campo,
debido a que la extension a inocular es mucho
menor. Asi, la formulacion de jardin viene en
una presentacion liquida conteniendo 250 mL
de una suspension bacteriana (1X108 UFC/mL)
(Figura 3). La formulacién de jardin se puede
resuspender hasta en 25 L de agua, esta nueva

suspension estd lista para llevar a cabo la
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inoculacion.

o , , ré T el

Figura 1. Ejemplos de plantas inoculadas con la formulacion INOCREP para jardin, creciendo en
macetas. A) Frambuesa en maceta. B) Suculentas creciendo en condiciones de oficina alimentadas
con agua, materia organica y un foco led. C) Arbol de pera coexistiendo con cilantro en maceta. D)
Arbol de Leucaena leucocephala coexistiendo con plantas de mala madre (Chlorophytum comosum).
E) Flor de muerto (Cempazuchitl silvestre).

pudieran estar disponibles. La inoculacion de

SAN
3 LA SE( ARIA DE
é}}{‘gﬁfﬂ FOMENTO AGROPECUARIO

INVITA AL TALLER DE:

“FORMACION ¥ CAPACITACION PARS LA las bacterias se puede realizar en varias formas
PRODUCCION DE HUERTOS FAMILIARES™

R £ A ® y tres son las que destacan para el desarrollo de
E g

plantas de un hogar: inoculacion de semillas,

inoculacion de plantulas e inoculacion de

plantas ya desarrolladas [62,63].

Figura 2. Recorridos de los cursos que se dieron en el
municipio de San Andrés, Cholula, Puebla.

Las plantas inoculadas con esta formulacion

pueden crecer en cualquier sitio de una casa,

aprovechando los espacios minimos que Figura 3. Formulacién multiespecies para jardin.
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Inoculacion de semillas

Esta se realiza colocando las semillas
requeridas en un contenedor pequerio (frasco o
vaso). Se cubren con inoculante de jardin sin
diluir y se dejan en inmersion durante una hora
(Figura 4). Posteriormente las semillas se sacan
y estan listas para el sembrado. La suspension
sobrante puede usarse para seguir inoculando
semillas o bien para adicionarlo a algunas

plantas del jardin.

Figura 4. Inoculacidon de semillas de aguacate.

Inoculacion de plantulas (germinados de
distintas plantas)

En este caso se recomienda diluir la
formulacidn en el volumen que se requiera para
inocular el total de plantulas, el punto maximo
de dilucion es hasta 25 L. En caso de ser pocos
germinados se recomienda usar la formulacion
de jardin sin dilucion. Para esto se coloca un
contenedor (ejemplo un vaso), se coloca un
poco de inoculante de jardin y posteriormente
se colocan las plantulas de tal forma que quedan
sumergidas (especialmente la raiz) (Figura 5).
Después de una hora, las plantulas se siembran

en suelo o el soporte que se use para el
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crecimiento de las plantas. Cabe mencionar que
el manejo de las plantulas debe hacerse con
cuidado para mantener su integridad.

Figura 5. Inoculacion de plantulas de melén.

Inoculacion de plantas en desarrollo y
plantas adultas

Las plantas jovenes o incluso adultas también
se pueden inocular, para aprovechar dos
caracteristicas importantes de las bacterias
presentes en los inoculantes de segunda
generacion: 1) la proteccién de las plantas ante
un evento de estrés por desencadenamiento de
una respuesta inducida por rizobacterias
[51,64] y 2) el antagonismo de las bacterias
benéficas contra patdgenos [14,18]. En funcion
de la cantidad de plantas, se diluye Ia
formulacidn, recordar maximo en 25 L de agua,
si se requiere mayor volumen, es mejor usar dos
dosis de jardin. La suspension obtenida se
coloca en un atomizador y se asperja en toda la
region aérea, para el caso de arboles es
suficiente con atomizar la base del tronco
(Figura 6).
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Figura 6. Inoculacion de un arbol de aguacate.
Fotografia propia que fue solicitada por la gaceta de la
BUAP [61].

Existen otras formas de inoculacion, pero esas
no serdn abordadas en este escrito. En los
distintos foros donde se realizd la imparticion
de cursos la gente fue muy participativa y el
reto siguiente sera llevar esta tecnologia a las
ciudades para el desarrollo de plantas en
jardines urbanos e incluso en condiciones de
oficina o casas que no tienen la fortuna de
contar con luz solar; para este caso la
experiencia nos muestra que los focos led son
suficientes para mantener el crecimiento activo
de una planta en condiciones de bajo consumo
de energia.

Es importante destacar que después de la
inoculacion de semillas, el nimero de bacterias
sobrante es variable dependiendo del tipo de
semillas que fue inoculado y la suspension final
es una mezcla de bacterias de la formulacion
INOCREP con otras bacterias provenientes de
la las semillas (observaciones no publicadas).
Sin embargo, la suspension sobrante puede ser

usada para inocular a otras plantas, para
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aprovechar la formulacion en su totalidad y sin
consecuencias adversas para las plantas que

reciben el sobrante.

CONCLUSION

Las formulaciones multiespecies de segunda
generacion promueven el crecimiento de
plantas y aun existe poca difusion de estos
productos. Sin embargo, representan una
excelente alternativa para el desarrollo de
plantas a nivel de macetas para jardines. Estas
formulaciones pueden potenciar el desarrollo
de las plantas en un estado saludable en
espacios  pequefios que  puedan  ser
aprovechados. Existen tres formas principales
para inocular las formulaciones multiespecies
de segunda generacion: inoculacién en
semillas, inoculacion en plantulas e inoculacion
aérea en plantas ya desarrolladas. Estos
productos ya se estan comercializando en
México para el desarrollo de plantas de jardin
sanas, evitando el uso de productos toxicos al
ambiente. El reto actual serd llevar este
conocimiento a las ciudades para su aplicacion
en agricultura urbana y techos verdes, con el fin
de contribuir a la reversion de dafios en el

ambiente.
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