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1. RESUMEN

El Valle de Mexicali (zona semiarida) es una regidon agricola importante en el
extremo noroeste de México. Uno de los principales problemas en la produccién
de cultivos intensivos en el Valle de Mexicali es la dependencia en el uso de
fertilizantes de fosfato y el alto contenido de sales en el agua de riego de los
cultivos. Una alternativa biotecnologica amigable con el ambiente es el uso de
bacterias nativas de la rizosfera de mezquite (Prosopis grandulosa Torr.). Con el
objetivo de identificar cepas nativas del valle de Mexicali con potencial
biotecnoldgico como inoculantes microbianos. En el presente trabajo se aislaron y
caracterizaron cepas bacterianas en base a su capacidad de acidificacion de
medio, indice de solubilizacion de fosforo, tolerancia a la salinidad y produccion de
fitohormonas. El andlisis de las 7 secuencias obtenidas del gen 16S ribosomal
mostraron una homologia del 99%, 4 de ellas con el género Acinetobacter, que se
depositaron en el Gen Bank con las siguientes nomenclaturas y numeros de
acceso: ICA01 (KJ190162.1), ICAO2Ba (KJ190163.1), ICA03Bs (KJ190164.1) e
ICAO4Ma (KJ190165.1) y 3 secuencias mas identificadas como Bacillus subtilis,
denominadas 1, 2 y 3. Ensayos in vitro demostraron la capacidad antagonica de
las cepas de B. subtilis contra hongos fitopatégenos del género Fusarium aislados
de plantas de algoddn (Gossypium hirsitium L.) enfermas; se amplificaron en cada
una estas cepas genes que codifican para biosintesis de antibiéticos polipeptidicos
(sboA, gk e ituA), a excepcion de la cepa Bacillus subtilis 2, donde solo dos genes
se detectaron (sboA y gk). Se observd acidificacion de medio en las 7 cepas
aisladas, sin embargo, solamente las pertenecientes al género Acinetobacter
mostraron capacidad solubilizadora, al formar un halo caracteristico en medio
sélido Pikovskaya; el mayor indice de solubilizacion se observo en ICA02Ba, la
mayor disminucion de pH y por lo tanto, mayor cuantificacién fésforo soluble en
medio liquido se detecté en ICA04 Ma. Todos los aislados fueron capaces de
sintetizar fitohormonas, la mayor produccién se registré en la cepa ICA02Ba. Los

estudios realizados en campo, se llevaron a cabo en parcelas del Valle de
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Mexicali, inoculando semillas de algodon con la cepa ICA02Ba, seleccionada
debido a los resultados obtenidos durante su caracterizacion en el laboratorio,
comparados con las demas cepas. Los resultados en campo evidenciaron que la
bacteria influyd en el crecimiento y desarrollo de las plantas de algodon
comparadas con el control, como resultado de la interaccion planta-
microorganismo que estimulé la disponibilidad de nutrientes, observada en mayor
crecimiento vegetal y biosintesis de hormonas de crecimiento, detectada en la
medicion en el laboratorio, comparadas con el control. Por otra parte, los
experimentos realizados en plantas de algoddén inoculadas con B. subtilis y
posterior infeccion con Fusarium, demostré el caracter biocontrol de las bacterias,
previamente obtenida en placas con cultivos duales. Finalmente, se requieren
estudios posteriores donde se ensaye la interaccion de las BSP y antagbnicas

aisladas para que en consorcio pudieran incrementar los beneficios a la planta.



ABSTRACT

Mexicali Valley (semiarid region) is an important agricultural area in the northwest
corner of Mexico country. One of the main problems in the production of intensive
crops in the Mexicali Valley is the reliance on the use of phosphate fertilizers and
the high salt content in the irrigate water applied to crops. A friendly alternative
biotechnology with the environmental is the use of native bacteria from the
rhizosphere of mesquite (Prosopis grandulosa Torr.). In order to identify native
strains Mexicali Valley with biotechnological potential as microbial inoculants. In
the present work were isolated and characterized bacterial strains based on their
ability to acidification medium, rate of solubilization of phosphorus and salt
tolerance phytohormone production. The analysis of the 7 sequences obtained by
16S ribosomal gene showed 99% homology, 4 of them within the genus
Acinetobacter, which were deposited in GenBank with the following classifications
and accession numbers: ICA01 (KJ190162.1) ICAO2Ba (KJ190163.1) ICAO03Bs
(KJ190164.1) and ICAO4Ma (KJ190165.1) and 3 more sequences identified as
Bacillus subtilis, called 1, 2 and 3. In vitro assays demonstrated the ability of
antagonistic strains of B. subtilis against phytopathogenic Fusarium, isolated from
sick plants of cotton (Gossypium hirsitium L.). Were amplified in each of these
strains genes encoding biosynthesis polypeptide antibiotics (sboA, gk and ItuA),
except for the Bacillus subtilis 2, who only two genes (sboA and gk) were detected.
Medium acidification in seven isolates was observed, however only belonging to
the genus Acinetobacter showed solubilizing capacity, to form a halo on agar
characteristic Pikovskaya. The highest rate of solubilization was observed in
ICAO02Ba, the largest decrease in pH and therefore an increased level phosphorus
soluble in liquid medium was detected in ICA0O4 Ma. All isolates were able to
synthesize plant hormones, the major production was recorded in the strain
ICAO2Ba. The field studies were carried out in plots in the Mexicali Valley, cotton
seed inoculation with ICAO02Ba strain, selected because of the previous results
obtained during characterization in the laboratory, compared with the other strains.

Field results showed that the bacteria influenced the growth and development of
3



cotton plants compared to control, as a result of the plant-stimulated
microorganism nutrient availability, observed in more plant growth and growth
hormones biosynthesis interaction detected by laboratory measurement compared
to the control. Furthermore, experiments on cotton plants inoculated with B. subtilis
and subsequent infection with Fusarium, demonstrated the character biocontrol
bacteria, previously obtained with dual culture plates. Finally, subsequent studies
are needed interested in the interaction and antagonistic bacteria solubilizing
phosphate in order to analyze consortiums that could increase profits to the plant

under yield conditions.



2. INTRODUCCION

En la actualidad el hambre es un problema de dimensién mundial que
conduce al aumento y propagaciéon de enfermedades en la poblacibn como
consecuencia de la desnutricion (FAO, 2013). Esta necesidad ha llevado a la
utilizacion de materiales de alta eficiencia en la agricultura, variedades vegetales
con ciclos de producciébn mas cortos, agroquimicos que surten las necesidades
nutricionales y provean proteccion frente a factores bibticos adversos (plagas y
enfermedades) (Voinnet, 2005). Sin embargo, estas estrategias utilizadas en la
agricultura moderna han generado impactos ambientales negativos entre los que
se destacan la contaminacion de aguas freaticas, eutrofizacion, aumento de gases
de invernadero y acumulacion de sustancias toxicas en la cadena tréfica, son
algunos de los graves problemas que se presentan por el uso indiscriminado de
agroquimicos Singh y Kapoor (1994).

En busca de reducir los dafios al ambiente, en los dltimos afos, se han
desarrollado estrategias para reemplazar los fertilizantes quimicos. Los
microorganismos han demostrado cumplir funciones que mantienen el equilibrio
del suelo y promueven el crecimiento de forma directa e indirecta y poseen una
serie de mecanismos complejos que interactian entre si para establecer
relaciones benéficas, especialmente con las raices de las plantas (Ahmad et al.,
2009). El estudio y entendimiento de los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal han sido temas de gran importancia en muchas
investigaciones a nivel mundial (Arshad y Frankenberger, 1991). Entre los
procesos de mayor importancia se encuentra el de la solubilizacion de fosfatos, el
cual, mediante distintos mecanismos, logra la liberacion del ion fosfato, haciéndolo
asimilable por la planta (Barber, 1984). La importancia de este proceso
microbiolégico radica en que el fésforo se encuentra limitado en el suelo y es un
nutriente vital para el desarrollo de la planta (Holford 1997).

Diversos géneros bacterianos se han destacado como potenciales
solubilizadores de fosfato y pueden ser utilizados como biofertilizantes que podrian

permitir la formulacion de un producto agricola de calidad y sin generar
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consecuencias al ambiente (Bobadilla y Rincén, 2008). Segun Ogut et al., (2010)
las cepas pertenecientes al género de Acinetobacter fueron las solubilizadoras
mas efectivas comparadas con otros géneros como Pseudomonas, Enterobacter,
Enterococcus, Pantoea, y Bacillus, los cuales han demostrado efecto en diversos
cultivos.

La aplicacion de microorganismos se realiza a través de la utilizacién de
inoculantes sobre las semillas y sobre el suelo, con el fin de establecer una
asociacion benéfica entre la planta y el microorganismo. La inoculacion de
bacterias solubilizadoras de fésforo segun resultados de diversos estudios, se ha
traducido en mayor produccién agricola a través de una mayor captacion de
fésforo por la planta (Zaidi, 1999). La disponibilidad de fésforo en suelo puede ser
facilitada por la accion de bacterias solubilizadoras de fosfato (Goldstein, 2007;
Ponmurugan y Gopi, 2006; Saber et al., 2005 y Kucey et al., 1989).

En México, especificamente en la regidon noroeste, los estudios realizados
con bacterias solubilizadoras de fésforo son escasos, la gran mayoria han sido
desarrollados por investigadores del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste (CIBNOR), como es el trabajo que describe el aislamiento de BSP
provenientes de manglares (Vazquez et. al., 2000) y otro de Puente et. al., (2004)
donde observaron que la colonizacion de Azospirillum (BSP) en cactus, promueve
crecimiento, aumento en la secrecion de protones y acidos organicos provocando
la disminucién de pH de la rizosfera, convirtiendo al fésforo a su forma disponible
para las plantas. En la region sureste, existe otro grupo de investigadores que se
ha interesado por las bacterias solubilizadoras de fésforo, el Colegio de
Posgraduados (COLPOS Tabasco), en el que se integraron BSP a biofertilizantes
y evalué su efecto en el crecimiento de Musa paradisiaca AAA Simmonds y Citrus
aurantium L. ambos realizados por Rivera-Cruz, et al., (2008) y (2010),
respectivamente.

Por otra parte, Rojas et al., (2001), observé que la accion conjunta de
bacterias fijadoras de nitrégeno (Phyllobacterium sp) y solubilizadoras de fésforo
(B. licheniformis) aisladas de raices de mangle, provocaron un incremento en la

fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosforo, lo cual indica una promocion de la
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actividad diazotrofica en bacterias fijadoras de nitrogeno al asociarse con otras
bacterias (Holguin y Bashan, 1996). Lo anterior sugiere que la formulacion de
inoculantes mixtos basado en una seleccién previa de cepas puede tener un
efecto benéfico en las plantas. Para el caso especifico de cultivo de algodén a
nivel internacional se han desarrollado estudios a nivel de campo que indican
mejoras en la produccion y calidad de fibra (Kumar et al., 2014; Qureshi, et al.,
2012; Akhtar et al., 2010; Egamberdiyeva y Hoéflich, 2004). Sin embargo en el
noroeste de México, no se han realizado estudios sobre el uso de inoculantes en
este cultivo.

En la region noroeste, el valle de Mexicali B.C., se caracteriza por ser una
region arida pero altamente productiva, destacando el cultivo de algodén a nivel
nacional, con una superficie de siembra de 25 mil ha, para el ciclo primavera-
verano (SAGARPA, 2014). No obstante, la presencia de suelos con altos niveles
de salinidad pueden afectar la absorcion de fdsforo por la planta e incrementar el
uso de fertilizantes quimicos al suelo. Por lo que una alternativa biotecnolégica
para reducir el uso de fertilizantes quimicos y favorecer la disponibilidad de fésforo
hacia la planta es el uso de bacterias solubilizadoras de fésforo asociadas a la

flora nativa del valle de Mexicali.



3. ANTECEDENTES
3.1 Historia del uso de microorganismos benéficos del suelo

Antes de 1683 no se conocia la existencia de las bacterias, hasta
que en ese afo van Leewenhoek las describio; su utilizacion para estimular el
crecimiento de las plantas se remonta siglos atras. Teofrasto (287 a.C.) y Virgilio
(30 a.C.) sugerian mezclar el suelo donde se habian cultivado leguminosas con
suelo donde no se habian cultivado, para remediar sus defectos y adicionarle
fuerza (Tisdale y Nelson, 1975). Desde el siglo XVIII se inocularon hongos en
plantulas de encino para incrementar la produccién de trufas, que son hongos que
tienen alto valor econémico por su enorme importancia gastronémica. Las trufas
eran colocadas en los “cajetes” donde las plantulas de los encinos eran
sembradas. Esto ocurri6 mucho antes de que en 1885 se acufiara el vocablo
“micorriza” (Smith y Read, 1997).

A finales del siglo XIX, la practica de mezclar suelo con semillas, se
convirti6 en un método recomendado para inocular leguminosas en Estados
Unidos; poco después, Nitragin registro la primer patente para inocular plantas con
bacterias del género Rhizobium sp. En los afios 1930°s y 1940°s, la inoculacion
con bacterias rizosféricas asociativas con cepas de los géneros Azotobacter y
Bacillus fue utilizada a gran escala en Rusia y Europa del Este. Sin embargo,
estas practicas no tuvieron éxito y fueron abandonadas durante la Segunda
Guerra Mundial (Barea et al., 2005; Bashan, 2008). Todo apuntaba que el futuro
de los biofertilizantes era promisorio en el desarrollo de la agricultura del siglo XX.
Sin embargo, la asombrosa industrializacion y urbanizacion que surgio después de
1945, demandé una gran cantidad de materias primas y alimentos. Es aqui donde
la demanda de los fertilizantes, que son capaces de generar una rapida respuesta
productiva, tuvieron su extensa utilizacion (Duxbury, 1994).

Por casi 100 afos se han producido inoculantes de Rhizobium, alrededor
del mundo producidos particularmente por compafias pequefias. Algunas
leguminosas, tales como la soya en Brasil, solamente se inoculan, no se fertilizan

con nitrogeno. En la mayoria de paises en desarrollo de Asia, Africa,
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Centroamérica y Suramérica, y en México, la tecnologia de los inoculantes no ha
tenido mayor impacto en la productividad de las granjas familiares, debido en gran
parte a que no se utilizan inoculantes o los que se usan son de baja calidad
(Bashan, 2008). En afios recientes en el noroeste mexicano y Argentina, se ha
iniciado la inoculacién semi-comercial a gran escala con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) y bacterias promotoras de crecimiento en plantas (BPCP) del
género Azospirillum, principalmente; se han investigado otras especies
bacterianas, las cuales raras veces han alcanzado las practicas agricolas
(Bashan, 2008).

Con las crisis energéticas en la década de 1970, el estudio de los
biofertilizantes avanzé rpidamente en algunos paises europeos y asiaticos; sin
embargo, el avance fue menor en México y paises latinoamericanos (Okon y
Labandera-Gonzalez, 1994).

En los afios treinta y cuarenta principalmente, la inoculacién con bacterias
rizosféricas no simbibticas y asociativas, tales como la fijadora de nitr6geno
Azotobacter, o como la solubilizadora de fosfatos Bacillus megaterium fue utilizada
a gran escala en Rusia y Europa del este. Sin embargo, estas practicas no dieron
resultados conclusivos y fueron abandonadas durante la segunda guerra mundial.

Los dos descubrimientos mas importantes para la tecnologia de inoculacion
de plantas se dieron a finales de los afios 70°s por un lado, se encontré que
Azospirillum mejoraba el crecimiento de plantas no leguminosas, afectando
directamente el metabolismo de la planta. Por otra parte, se iniciaron estudios
intensivos en bacterias como agentes de control biolégico de plagas,
principalmente Pseudomonas fluorescens y P. putida. En afios recientes han sido
evaluados varios géneros de BPCP tales como Bacillus, Flavobacterium, varios
microorganismos relacionados con Azospirillum y bacterias enddfitas tales como
Gluconobacter (Bashan y Honguin, 1994). Aunque los inoculantes de Rhizobium
han estado en el mercado por cerca de un siglo, sélo recientemente han aparecido
las primeras preparaciones comerciales de BPCP y HMA (Dobbelaere et al. 2001).
Se reconoce que los productos bioldgicos han tenido una penetracion menos

espectacular que los pesticidas quimicos en el mercado. Se han hecho grandes
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promesas que no han llenado las expectativas del mercado (Bashan, 2008). La
respuesta inmediata a la inoculacion del suelo con BPCP varia
considerablemente, dependiendo del tipo de bacteria, especies de plantas, tipo de
suelo, densidad del inoculante y condiciones ambientales (Bashan et al., 1996). En
general, poco después de que la bacteria ha sido introducida en el suelo, su
poblacion declina progresivamente, éste fenomeno (aunado a la produccion de
biomasa bacteriana y al estado fisiolégico de la bacteria en el inoculante) puede
impedir la acumulaciéon en la rizésfera de una poblacion de BPCP lo
suficientemente grande para obtener una respuesta positiva en la planta (Bashan
y Levanony, 1990). El principal obstaculo es el hecho de que el suelo es un
ambiente heterogéneo e impredecible, donde en muchos casos las bacterias
inoculadas no pueden encontrar un nicho vacio donde puedan sobrevivir, con
excepcion de suelos esterilizados, condicion que no existe en agricultura a gran
escala. Estas bacterias deben competir con una microflora nativa a menudo mejor
adaptada y afrontar la predacion por protozoarios. En este sentido, el inoculante
proporciona a la bacteria introducida un microambiente mas apropiado (aun
temporalmente), que evita la rapida disminuciéon de la poblacion bacteriana una
vez inoculada en el suelo. El primer objetivo a tomar en cuenta cuando se
considera la inoculacion con bacterias benéficas, es encontrar la mejor bacteria o
el mejor HMA disponible. Como siguiente paso es necesario estudiar la
formulacién especifica del inoculante. En términos practicos, la formulacion
escogida determina el éxito potencial del inoculante. Muchas bacterias que han
sido reportadas en la literatura cientifica como potenciales bacterias benéficas
nunca han aparecido en el mercado comercial, tal vez debido a una formulacion
inapropiada o a que no hay real éxito en los experimentos intensivos de campo,
necesarios para establecer el valor practico real de cada inoculante. La
optimizacion técnica de una formulacion del inoculante es independiente de la
cepa bacteriana usada, debido a que la mayoria de las cepas de la misma especie
bacteriana o del HMA comparten muchas propiedades fisiologicas (Bashan et al.,
1996). Puede asumirse que un proceso tecnoldgico desarrollado para una cepa

especifica es facilmente adaptable a otra cepa de la misma especie, solo con
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modificaciones menores. Este principio normalmente no puede aplicarse en el
caso de diferentes géneros bacterianos. Aparte de esta regla de oro, las
combinaciones cepa-formulacion deben ser mejoradas en los casos de
preparaciones que se sabe causan estrés a la bacteria, tales como formulaciones
en polvo o liquidas. Formulaciones avanzadas de hongos micorrizicos son aun
mas complicadas, debido a la necesidad de mantener en la formulacién también el
material vegetal necesario para estos hongos. Hoy en dia, las “formulaciones”
usadas en México son simplistas (raices y suelos de plantas colonizadas por
HMA) (Bashan, 2008).

El grupo de microorganismos que estan involucrados en procesos que
afectan la transformacion de fosforo del suelo y son componentes integrales del
ciclo del fésforo. Los microorganismos participan en la solubilizacién del fosfato
inorganico y en la mineralizacion del fosfato organico, asi como en su
inmovilizacion (Richardson, 1984).

Los microorganismos solubilizadores de fosfato abundan en la rizésfera,
representando un 10% de la poblacion microbiana del suelo. Existe una gran
variedad de microorganismos incluyendo bacterias Gram negativas y positivas,
incluso algunas especies de estreptomicetos (Babenko, 1984).

Pikovskaya (1948), encontré que la disponibilidad de fésforo en los suelos
estd estrechamente relacionada en el desarrollo vegetal, ademas logro
estandarizar el primer medio para el aislamiento de microorganismos
solubilizadores de fosfato. Como resultado de este trabajo, a finales de la década
de los 50°s aparecié en el mercado la fosfobacterina, el primer biofertilizante
producido en Rusia, a base de microorganismos solubilizadores de fosfato
(Urbanek, 1987; Menkina, 1963; Cooper, 1959). Subba-Rao y Bajpai (1965)
reportaron la presencia de hongos con capacidad fosfato solubilizadora en la
rizosfera de cultivos de maiz, soya y chile en suelos acidos. Los hongos aislados
eran pertenecientes al género Aspergillus sp. Pocos afios después, en la India
Sundara y Sinha (1963) confirman la habilidad de varios microorganismos para
solubilizar formas inorganicas, como el fosfato tricalcico, ademas de las formas

organicas.
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Posteriormente, se desarroll6 un producto comercial de tipo fosférico
obtenido por la fusion de roca fosférica con azufre elemental y activado con la
inoculacion de bacterias del género Thiobacillus (Urbanek, 1987). En Cuba, en
1997, Herrera establecié un cepario de microorganismos solubilizadores de
fosfato, junto con microorganismos que sintetizan sustancias promotoras de
crecimiento vegetal, organizado y dirigido por el Ministerio de Agricultura Cubano,
reportd 40 cepas con capacidad solubilizadora, entre las que se destacan los
géneros bacterianos de Bacillus, Pseudomonas y Arthrobacter, 12 cepas de
hongos y 5 actinomicetos. Dichas cepas son la base para la formulacion de un
nuevo producto denominado fosforina, que incrementa la produccion de algunos
cultivos entre 5% y 25% y reduce aplicacion de fertilizantes fosforados entre 50% y
100%. Los inoculantes a base de bacterias solubilizadoras de fosfato incluyen
especies de Bacillus, Escherichia, Arthrobacter y Pseudomonas los cuales segun
Datta et al., (1982) pueden ser adicionados en combinacion con P,Os en una
cantidad aproximada de 30-35 kg -ha™.

En Colombia, Bohorquez et al., (1999) aislaron bacterias solubilizadoras de
fosfato a partir de la rizosfera de tomillo (Thimus vulgarices L), identificadas como
Acinetobacter calcoaceticus, Serratia marcencens y Klebsiella pneumoniae.

En la India el trabajo de Sahu y Jana (2000) logré ampliar el valor de la roca
fosforica combinado con bacterias solubilizadoras de fosfato, para ser utilizado
como fertilizante en estanques de peces, obteniendo buenos resultados con el
plancton en el nivel de ortofosfatos en el agua, en este mismo pais los
biofertilizantes fosforicos como la fosfobacterina han mostrado de 10-15% mas
produccion en las cosechas.

Durante los udltimos 10 afios, el conocimiento sobre los microorganismos
solubilizadores de fosfato (MSP) ha aumentado significativamente. Entre los MSP
se encuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (del
inglés: plant growth promotion rhizobacteria). Estas bacterias son de vida libre en
el suelo y son capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizésfera de la
planta y favorecer su crecimiento o desarrollo (Bashan, 1998). Las rizobacterias

12



pueden ser benéficas o antagonicas para la planta (Lemanceau, 1992). Las
bacterias solubilizadoras de fosforo pertenecen al grupo de las PGPBs y son
capaces de solubilizar fosfato inorganico de diferentes compuestos, como son el
fosfato bicélcico, fosfato tricalcico y rocas fosforicas. Con el término rocas
fosforicas se conoce a los minerales que contienen fosforo como es el caso de las
apatitas, incluyendo fluorapatita, cloroapatita e hidroxiapatita. Hay grandes
depodsitos en Rusia, Estados Unidos, Africa del Norte y China; también existen
importantes reservas en Brasil, Peri y México (Sperber 1958; Hoffland, 1992).
Existen 13 géneros de bacterias con la capacidad de solubilizar fosfato:
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter,
Azospirillum y Erwinia (Sperber, 1958; Goldstein, 1986; Rodriguez y Fraga, 1999).

El estudio de las bacterias promotoras de crecimiento se ha realizado desde
hace muchos afios. Las bacterias promotoras del crecimiento poseen varios
mecanismos, entre los cuales se debe destacar la fijacion biolégica de nitrégeno
(FBN), sintesis de fitohormonas, sinergismo con otros microorganismos benéficos
para las plantas, inhibicién de la produccion de etileno por parte de las plantas y la
solubilizacion de elementos como el fosforo, el cual es de vital importancia en el
desarrollo de las células vegetales (Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005;
Boddey et al., 2001). Teniendo en cuenta las caracteristicas de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, se han realizado varios esfuerzos formular y
utilizar a estos microorganismos como biofertilizantes, los cuales pueden ser
definidos segun Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado (2005), como productos
gue contienen microorganismos Vvivos, los cuales ejercen un efecto benéfico en las
plantas, utilizando diferentes mecanismos. Ejemplos claros de como las bacterias
pueden intervenir en los ciclos biogeoquimicos pueden observarse en las
bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP), ampliamente utilizadas como principios
activos de biofertilizantes empleados en la agricultura moderna.

En cuanto a investigaciones de campo, Pandey et al. (2006) han
demostrado el potencial biotecnolégico de la aplicacion de microorganismos

nativos en la promocion de crecimiento vegetal. La inoculacion de suelos o
13



semillas con microorganismos solubilizadores de fosfato ha sido ampliamente
utilizada para mejorar el crecimiento y la produccion de las cosechas (Banerjee et
al., 2010). Por otra parte, Guang-Can et al. (2008) reportaron una correlacion
positiva entre el nimero de bacterias solubilizadoras de fosfato en la rizosfera y la
toma de fosfato y rendimiento de grano en varios cultivos agricolas.

Segun Banerjee et al. (2010), los microorganismos solubilizadores de
fosfato han sido aislados de suelos rizosféricos de varias plantas de interés
agricola como arroz (Chaiharn y Lumyong, 2009), trigo (Ahmad et al., 2008), soya
(Son et al., 2006) mostaza (Chandra et al., 2007), berenjena y chile (Ponmurugan
y Gopi, 2006). Scervino et al. (2010) evaluaron la capacidad de solubilizacién de
varias fuentes de fésforo por parte de aislamientos fungicos aislados de la
rizosfera de varios cultivos, que tienen la capacidad de ser agentes
biocontroladores contra hongos patégenos como Sclerotinia sclerotiorum, vy
encontraron que cada aislado muestra diferentes patrones de produccion de
acidos organicos, involucrados en la solubilizacién de sales de fosfato.

Una alternativa de manejo para mejorar el estado nutricional de los suelos
es el uso de mecanismos bioldégicos que permitan restituir su fertilidad, sin

perturbar y/o empeorar su condicion (Dodd et al., 1990).

3.2 Bacterias solubilizadoras de Fosforo

El fosforo, después del nitrégeno es el nutriente inorganico mas requerido
por las plantas y microorganismos. En el suelo, es el factor limitante del desarrollo
vegetal pues las concentraciones de Foésforo asimilables son muy bajas,
normalmente varian entre 5 y 30 mg-kg™. Esto se debe a que el fésforo soluble
reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio, que provocan su
precipitacion o fijacién, disminuyendo su disponibilidad para las plantas. Los
fosfatos inorganicos aplicados como fertilizantes quimicos también son
inmovilizados en el suelo y como consecuencia no pueden ser aprovechados

totalmente por los cultivos (Alexander, 1980; Atlas y Bartha, 1997).
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Por otro lado, el fosforo es importante por su participacion en los proceso de
reproduccion y en la constitucion genética de las plantas por ser un componente
de los &cidos nucleicos. Interviene ademas en muchas reacciones bioquimicas
relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas en las
que participa como intermediario, donando o aceptando energia en rutas
bioquimicas especificas (Dominguez et al., 2001). Giaconi y Escaff (1993) afirman
que la presencia de este elemento es indispensable para la buena fecundacion de
las flores, estimula el desarrollo del sistema radical y aumenta la resistencia del
vegetal a las enfermedades. Ademas, es uno de los nutrientes que regula los
efectos derivados de la presencia de un exceso de nitrégeno.

Existen bacterias capaces de transformar las formas insolubles del fosforo
en formas solubles, a través de reacciones enzimaticas, haciéndolo disponible
para las necesidades de las plantas (Sudhansu, 1998). La inoculacién de semillas
0 suelos con bacterias capaces de solubilizar fosfato, mejora entonces la
absorcién del fosfato del suelo, asi como el aplicado de manera artificial, dando
como resultado el aumento del rendimiento de los cultivos (Nautiyal, 1999).

Muchos autores atribuyen la solubilizacién de fosfato inorganico insoluble
por los microorganismos, a la produccion de acidos organicos y acidos quelantes
de azlcares, la produccién de estos &cidos organicos resulta en la acidificacion

del medio que rodea a la célula bacteriana (Rodriguez y Fraga, 1999).

3.2.1 Mecanismos de transformacion del fésforo
3.2.1.1 Mineralizacién de fésforo organico

En particular, las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) solubilizan tanto
fosfato organico, como inorganico (Banik y Dey, 1982; Goldstein et al., 2003). El
fosfato organico es mineralizado por la enzima fosfatasa excretada por algunos
microorganismos, produciendo la liberacion de éste (Gerretsen, 1948; Kucey et al.,
1989). Las bacterias Bacillus megaterium, Bacillus mesentericus y Pseudomonas

putida mineralizan las formas organicas de fosforo (ortofosfato) (Tarafdar vy
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Claassen, 1988; Das et al., 2003). Los suelos cultivados normalmente tienen bajas
cantidades de fésforo disponible para las plantas, la deficiencia de este elemento
se constituye en un limitante serio para la productividad vegetal. El fésforo se
encuentra en diferentes compuestos organicos como fosfolipidos, fosfoazucares,
fosfatos de inositol, acidos nucleicos, ATP, entre otros, que llegan al suelo
mediante aporte de excretas de animales y de hojarasca (Chen et al., 2006; Kang
et al., 2002; Pradhan y Sukla, 2005).

3.2.1.2. Inmovilizacién de fésforo

En la inmovilizacion de fésforo éste es incorporado en componentes
celulares, formando nueva biomasa microbiana, constituyendo acidos nucleicos,

fosfolipidos y otras sustancias protoplasmaticas.

3.2.1.3 Solubilizacién de fosforo

La solubilizacién ocurre por produccion de acidos organicos e inorganicos y
mecanismos de oxidoreduccion. Las cepas de Pseudomonas sp, Bacillus sp y
Rhizobium sp son los microorganismos con mayor poder de solubilizacion de
fosfatos minerales; asi como la accion de fosfatasas 4cidas las cuales juegan un

papel importante en la mineralizacion de fésforo en el suelo (Alexander, 1994).

3.2.1.3.1 Produccioén de acidos

La habilidad de los microorganismos de solubilizar complejos de fésforo ha
sido atribuida a la habilidad de reducir el pH de los alrededores, ya sea mediante
la liberacion de &cidos organicos o protones. Acidos organicos como el citrato,
lactato, succinato, entre otros, que son secretados por las bacterias
solubilizadoras de fosforo, contribuyen a la solubilizacion de fosforo en la rizosfera.
En general, se acepta que el mecanismo mas comun de solubilizacion del fosfato
mineral es la accion de acidos organicos sintetizados por las BSP (Goldstein,

1995; Wan y Wong, 2004). Los acidos organicos secretados pueden directamente
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disolver fosfatos minerales como resultado de un intercambio de anién o pueden
guelar ambos iones de hierro y aluminio asociados con fosfato (Bajpai y Sundara-
Rao, 1971). Finalmente la forma insoluble de fésforo es convertida a soluble en
iones de monobasico (H,PO.) y dibasico (HPO4*), un proceso referido como
solubilizacion de fosfato mineral (Figura 1), lo que permite un incremento en la
disponibilidad de fosforo para las plantas y en su momento, su captacion por éstas
(Gyaneshwar, et al. 2002), dicha conversion se lleva a cabo por bacterias que
utilizan la ruta metabdlica de la glucosa para la produccion de estos acidos,

provocando la liberacion del fosforo al medio (Plazas, 2007).

Caa( p04)2 + C204H2 —_— 2CaHPO,4 + Cas04

Fosfato tricalcico + Acido oxalico Fosfato dicalcico + Oxalato de calcio

Figura 1. Solubilizacién de fosfatos inorganicos.

Los &cidos organicos que solubilizan fosfato son de bajo peso
molecular y poseen uno o mas grupos carboxilo. Dependiendo de las propiedades
de disociacién y el nimero de grupos carboxilo, los acidos organicos tienen carga
negativa, por lo que pueden formar complejos con cationes metalicos en solucién
y el desplazamiento de aniones de la solucién del suelo (Stevenson, 1967; Sagoe
et al., 1998). Los &cidos organicos de bajo peso molecular provienen del
metabolismo de compuestos de alto peso molecular, como carbohidratos, péptidos
y lipidos (Baziramakenga et al., 1995). Estos juegan un papel determinante en el
ciclo biolégico de nutrientes, en la agricultura y los ecosistemas forestales. Los
acidos orgéanicos o carboxilicos son sustancias polares y son capaces de formar
puentes de hidrégeno entre si y con el agua. La mayoria de los &cidos organicos
producidos por las BSP son alifaticos, es decir, son acidos no aromaticos. El
entendimiento de la quimica y biologia de la rizésfera es esencial para la
determinacién de la movilidad y disponibilidad de los metales en la interface raiz-
suelo. La produccion de acidos organicos por las BSP tiene accion directa en la
acidificacion, quelacién, precipitacion y las reacciones de oxidoreduccion en la

rizosfera (Kucey et al., 1989).
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La solubilizacion de fosfato por los acidos organicos depende del pH y la
mineralogia del suelo. Existen dos mecanismos para que esto ocurra. El primero
es un intercambio del &acido, por ejemplo, los H* provenientes del citrato se
intercambian por el fosforo ligado a la superficie de los cristales de Al (OH)3; o Fe
(OH)3 reduciéndolos y liberando al fésforo (Andrews, 1990; Halder et al. 1990). El
segundo mecanismo depende de la concentracibn de los acidos organicos
producidos por las BSP, el cual involucra la formacion de complejos con iones de
metales provenientes de la roca fosforica (Singh y Amberger, 1998).

A veces las cantidades de produccidon de &acidos organicos no son
significativas en algunos microorganismos solubilizadores de fosfato (llimer vy
Schinner, 1995; Chen et al. 2006). Por esta raz6n, se han propuesto otros
mecanismos de solubilizacion, como la liberacion de protones (llimer y Schinner,
1995), a parte de los acidos organicos, la produccién de sustancias quelantes
(Sperberg, 1957) y acidos inorganicos (Hopkins y Whiting, 1916).

La cantidad enorme de rutas metabdlicas generadoras de &cidos por las
bacterias, han hecho imposible el desarrollo de un conocimiento unificado sobre la
microbiologia de la solubilizacion del fosfato. Lo anterior no ha ocurrido en el
estudio de fijacion de N,, donde todas las rutas deben converger a alguna
variacion del sistema de la nitrogenasa (Beever y Burns, 1980; Ohtake et al.
1996). llimer y Schinner (1995) sugieren que los acidos organicos producidos por
las BSP no son determinantes para la solubilizacion y el Unico factor determinante
para la solubilizacién de fésforo es la concentracion de H' originados que se
producen de la respiracion o asimilacion de NH,".

La oxidacion directa es una de las cuatro rutas metabdlicas para la
utilizacién de glucosa por las bacterias. Para muchas especies bacterianas, la ruta
de oxidacién directa es el mecanismo primario para la utilizacién de aldosas. La
primera oxidacion se cataliza por la quinoproteina glucosa deshidrogenasa, asi
llamada porque pertenece al grupo de enzimas bacterianas que utilizan el cofactor
quindnico PQQ (2, 7, 9-tricarboxil-1Hpirrol[ 2,3-flquinolina-4,5-diona). La PQQGDH
transfiere dos electrones directamente de las aldosas a la ubiquinona en la

membrana plasmatica, ocurren dos oxidaciones que generan protones y que estan
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mediadas por el cofactor PQQ. La oxidacion directa de glucosa al acido gluconico
genera un proton transmembranal que puede usarse para la bioenergética y
funciones de transporte de la membrana, mientras el protén del &cido glucénico
esta disponible para la solubilizacion de fosfatos. Las bacterias que producen
acido 2- cetogluconico, normalmente llevan a cabo la segunda oxidacion del acido
gluconico periplasmico a 2-cetogluconico (Liu et al.,, 1992). La fisiologia de
solubilizacion de fosfato no se ha estudiado completamente. Algunos trabajos
indican que ciertos elementos minerales juegan un papel en este proceso. Es
necesaria una concentracion de K critica (concentracidbn minima necesaria) para la
solubilizacion éptima, mientras que la concentraciéon de Mg y Na parecen ser
importantes en algunos hongos (Beever y Burns, 1980), pero no en Pseudomonas
(lllmer y Shinner, 1992). Los microorganismos pueden relacionarse entre si, dando
lugar, en muchos casos, a interacciones sinérgicas que favorecen la nutricién de la
planta e incrementan su produccion. Un ejemplo de este sinergismo lo constituye
la interaccion entre las micorrizas y los microorganismos solubilizadores de fosfato
(Toro et al., 1997).

La inoculacion de microorganismos solubilizadores de fosfato en suelo ha
demostrado el aumento de la solubilizacion de fosfatos insolubles, resultando en
un mayor rendimiento de los cultivos (Sundara et al. 2002). Existe una correlaciéon
negativa entre el pH y las cantidades de fésforo solubilizado (Asea et al. 1988).

Los &cidos organicos son constituyentes normales de la mayoria de los
suelos agricolas. Su papel dentro del suelo no ha sido aun bien definido, pero
existen numerosas evidencias que indican sus efectos fisiol6gicos en el
crecimiento de las plantas (llimer y Shinner, 1995; Scheffer y Schachtschabel,
1998; Igual et al., 2001). La concentracion de los acidos organicos en la solucion
del suelo normalmente es baja, variando de 1 a 50 mM (Baziramakenga et al.,
1995; Strobel, 2001). Los acidos organicos son importantes en la agricultura, por
gue forman complejos con metales, solubilizan metales y participan en su
transporte (Fuentes-Ramirez et al., 1999; Jones et al., 2003). Acidos como el
oxalico, citrico, lactico, tartarico y 2-cetoglucénico tienen propiedades quelantes y

solubilizadoras sobre los metales (Babu-Khan et al., 1995).
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El fenotipo mas eficiente de solubilizacion de fosfato mineral, en bacterias
Gram negativas, se ha observado como resultado de la oxidacion de la glucosa
extracelular a través de la quinoproteina glucosa deshidrogenasa (GDH) y la
gluconato deshidrogenasa (GADH) que estan orientadas en la cara exterior de la
membrana citoplasmatica de tal forma que puedan oxidar sustratos en el espacio
periplasmico; consecuentemente, los acidos orgénicos se difunden libremente
hacia el exterior de las células y pueden causar la liberacion de grandes
cantidades de fosforo soluble a partir de fosfatos minerales debido a que se
proporcionan protones y aniones de acidos organicos que se unen al metal
liberando el fosfato (Pérez et al., 2007).

Algunas cepas de Bacillus liqueniformis y B. amyloliquefaciens producen
mezclas de acidos lactico, isovalérico, isobutirico y acético. También se ha
reportado que las bacterias producen acido citrico, oxalico, propidnico, lactico,
valérico, succinico y que tales &cidos estan involucrados en la solubilizacion de
minerales de calcio en concentraciones mas bajas que el &cido glucénico. De
acuerdo con Scervino et al., (2010), la calidad del 4cido es méas importante que la
cantidad, es decir, que el tipo de &cidos organicos secretados por los
microorganismos, es importante en la solubilizacion de compuestos inorgénicos de
fésforo, incrementando asi, el potencial solubilizador de fosfato.

En la propuesta de liberacién de protones, se propone que son bombeados
al medio externo por diversas bombas de membrana asociadas, que establecen
deiferentes gradientes i6nicos para la adquisicion de nutrientes (Jones y Gadd,
1990; Sigler y Hofer, 1991; Gadd, 1993). Ademas, los protones se derivan de
acidos organicos producidos que también poseen un anién acido organico que
normalmente es capaz de formar un complejo con cation de metal (Burgstaller, y
Schinner, 1993; Hughes y Poole, 1991).

3.2.1.3.2 Reacci6n de 6xido- reduccién

La oxido-reduccion es otro mecanismo microbiano de transformacion; el

fésforo se encuentra en estados de oxidacién que varian del estado de valencia de
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la fosfina (-3) al estado oxidado del ortofosfato (+5). Las reacciones oxidacion por
los microorganismos se lleva a cabo mediante fosfito el cual se oxida en la célula a
compuestos organicos de fosfato. Las bacterias utilizan preferentemente fosfatos

en lugar de fosfito (Alexander, 1994).

3.2.1.3.3 Produccion de sidero6foros

Dentro del periodo de 1908-2008 se report6 la capacidad solubilizadora de
fosfatos por los acidos: oxalico, citrico, butirico, maldnico, lactico, succinico,
malico, gluconico, acético, gliconico, fumarico, adipico, indolacético y 2-
cetogluconico (Paredes y Espinoza, 2010). La presencia de acidos organicos
permiten la acidificacion del suelo facilitando la absorcibn de este elemento,
poseen carga negativa formando complejos al quelar los iones metélicos como el
Ca™, Mg *?, Fe ** y AI*® que se encuentran asociados con fosforo insoluble y se
transforman en fosforo soluble para la planta. Por reacciones quimicas las
bacterias son capaces de convertir el fosfato tricalcico Cas (PO,), en fosfato di y

monobasicos asimilables para las plantas (Useche, 2003).

3.2.1.3.4 Reduccién de formas minerales de fosfato férrico

En condiciones de anaerobiosis, la produccion de sulfuro de Hidrégeno
(H2S) reacciona con el fosfato férrico (FePO,) y lo precipita como sulfuro de Hierro
(FeS) liberando asi el fosfato (Figura 2), lo cual es importante debido a que el tipo
y posicion del ligando, ademas de la fuerza del acido determina su eficacia en el
proceso de solubilizacién (Lutz, 1990; Kpomblekou y Tabatabai, 1994).

2FePO,4 + 3H2S 2FeS + 2H3P0O4 + S0

Fosfato férrico + Sulfuro de hidrogeno Sulfuro ferroso  Ortofosfato Azufre

Figura 2. Reduccion de formas minerales de fosfato férrico.
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3.3 Mecanismos desarrollados por microorganismos solubilizadores de
fosforo para promover el crecimiento de plantas

En el suelo se encuentran tanto microorganismos deletéreos como
benéficos para las plantas. Los sapréfitos benéficos de una amplia diversidad de
grupos microbianos, son capaces de promover el crecimiento y la sanidad de las
plantas. En estos grupos se encuentran los capaces de metabolizar materia
organica, las PGPRs (rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) y los
hongos y bacterias antagonistas de patdégenos de la raiz. Muchas rizobacterias y
rizohongos promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas debido, entre
otros factores, a la produccion de acidos organicos, la solubilizacion de fosfato, la
solubilizacion de sales insolubles de Zinc, la fijacion asimbidtica de nitrégeno, el
incremento de la nodulacion simbiodtica de leguminosas por rizobios que fijan N, y
a la proteccion indirecta de la planta contra patdégenos, debido a sus efectos
antagonistas o a la liberacién de antibidticos. Algunos géneros que contienen
miembros con estas actividades, incluyen Streptomyces, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Burkholderia, Mortierella, Aspergillus, Trichoderma, entre otros
(Hoffland et al., 2004; Ping, 2004).

Generalmente este tipo de microorganismos actian en tres formas
diferentes: sintetizan compuestos particulares para las plantas, facilitan la
absorcion de ciertos nutrientes del suelo y disminuyen o previenen los problemas
de enfermedades en las plantas (Hayat et al., 2010).

Se han propuesto mecanismos directos e indirectos en la promocién del
crecimiento y desarrollo de las plantas por parte de los microorganismos. Los
mecanismos indirectos sobresalientes incluyen la prevencidon de efectos
deletéreos de organismos fitopatégenos del suelo mediante la produccion de
sideroforos y la sintesis de antibioticos; y la produccion de acido cianhidrico (HCN)
y de enzimas como la quitinasa y la B-1-3 glucanasa, que degradan la pared
celular de los hongos. Se denota que en este tipo de mecanismos, aquellos

microorganismos capaces de liberar algin metabolito que afecte otros
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componentes de la rizosfera, o que estimula un mejor desarrollo de la planta
Kloepper et al., (1991).

Por otro lado, los mecanismos directos incluyen la produccion de
metabolitos por parte de algunos PGPRs, los cuales estimulan el crecimiento
vegetal y ocurren independientemente del resto de la poblacibn microbiana del
suelo, indiferente del sustrato en que se encuentren. Entre los metabolitos
producidos se conocen hormonas como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y
acido abscisico. Las PGPRs tienen el potencial de contribuir a la promocion del
crecimiento de las plantas en forma sostenible. El aislamiento e identificacion de
estos y otros microorganismos del suelo como algunas especies de Bacillus y
Pseudomonas que combinan la capacidad de fijar nitrdgeno con la produccion de
sustancias capaces de promover el crecimiento en las plantas, podria incrementar
significativamente la productividad de muchos cultivos en todo el mundo

(Rodriguez y Fraga 1999).

3.3.1 Sintesis de fitohormonas

Las bacterias solubilizadoras de fosfato podrian promover el crecimiento
vegetal mediante la secrecion de hormonas de plantas, como lo son acido indol
acético y giberelinas (Kloepper, 1988).

Las fitohormonas tienen un rol muy importante como reguladoras del
crecimiento y desarrollo de las plantas. De acuerdo a la clasificacién convencional,
existen cinco grupos de fitohormonas: auxinas, giberelinas, citocinas, etileno y
acido abscisico (Perrig et al. 2007). Las fitohormonas contribuyen al
funcionamiento de diversos procesos bioldgicos en las plantas, incluyendo la
regulacion de la quiescencia y germinacion de semillas, la formacién de raices,
florescencia y la maduracion del fruto. A su vez, incrementan la resistencia de las
plantas a factores ambientales y pueden inducir o suprimir la expresion de genes y

la sintesis de enzimas, pigmentos y metabolitos (Tsavkelova, et al., 2006).
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Un aspecto importante de la interaccidon planta-bacteria y que esta siendo
cada vez mas estudiada es la produccién bacteriana de auxinas, las cuales son
responsables de la division, extension y diferenciacidon de las células y tejidos de la
planta. Este grupo de fitohormonas estimulan la germinacion de las semillas y el
tubérculo asi como la formacién de raices, controlan el proceso de crecimiento
vegetativo, el tropismo y a su vez influyen en la fotosintesis, formacion de

pigmentos y biosintesis de metabolitos (Tsavkelova et al., 2006).

3.3.1.1 Produccién de Auxinas

Las auxinas son reguladores esenciales del crecimiento y desarrollo
vegetal. El acido indol-3-acético (AlA) es la auxina mas estudiada debido a su
clara accion en la formacién de dominios apicales, diferenciacion vascular y en el
desarrollo de organos (Tsavkelova et al., 2006; Blakeslee et al., 2005). Varios
géneros bacterianos han sido reportados como productores de AlA, entre los
cuales se pueden citar Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. (Ahmad et
al., 2006), Azospirilum sp. (Lugtenberg et al., 2002), Pantoea agglomerans
(Caballero et al., 2007; Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005).

La sintesis de AIA en rizobacterias, esta ligada principalmente a tres rutas
metabdlicas ampliamente conocidas por tener como precursor al triptéfano
(Patten & Glick, 2002). La primera ruta es la del acido indol-3-piruvico (IPyA),
presente en plantas y en varios microorganismos como en el caso de Azospirillum
sp. y Pseudomonas sp. (Baca y Elmerich, 2007; El Sorra et al., 2007). En la
segunda ruta la formacién de la triptamina a partir del triptéfano se presenta como
una via alternativa para la produccion de AlA. La produccion de AlA en algunas
cepas fitopatdgenas, como Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens y
Erwinia herbicola, presenta en comun la sintesis de AIA via indol-3-acetamida
(IAM). Sin embargo, esta ruta metabdlica también ha sido estudiada en bacterias
simbidticas como Rhizobium spp. (Tsavkelova et al., 2006). Baca y Elmerich
(2007) sugieren una cuarta ruta metabdlica dependiente de triptéfano, esta ruta es

la del indol-3-acetonitrilo (IAN), que ha sido caracterizada en plantas y bacterias,
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en la cual participan activamente enzimas como las nitrilasas encargadas de
generar el AIA a partir del indol-3-acetonitrilo. Entre las enzimas involucradas en la
ruta del acido indol- 3-pirdvico se encuentran aminotransferasas aroméaticas
encargadas de convertir al L-Trp en IPyA, estas enzimas estan reguladas por los
genes AAT1 y AAT2, los cuales presentan su mayor expresion en presencia de
altas concentraciones de triptéfano (Tsavkelova et al., 2006; Baca y Elmerich,
2007), asi mismo, la indolpiruvato descarboxilasa (homotetramero) presenta una
importante accion para la obtencion del AIA. Esta enzima esta regulada por la
expresion del gen funcional IDPC, el cual esta estrechamente ligado con la
presencia del acido indol-3-prirdvico. En la ruta del IAM la accién secuencial de
dos enzimas es evidente, la triptéfano 2-monooxigenasa y la indol-3-acetamida
hidrolasa, encargadas de catalizar el triptéfano hasta acido-3-indol acético (Inzé et
al., 1984; Thomashow et al., 1984; Schrbeder et al., 1984; Baca y Elmerich, 2007).

La habilidad para sintetizar &cido indol acético (AlA) ha sido detectada en
diversos géneros bacterianos rizosféricos tales como: Azospirillum, Agrobacterium,
Azotobacter, Alcaligenes, Enterobacter, Erwinia, Acetobacter, Pseudomonas,
Bacillus y Xanthomonas (Tsavkelova et al., 2006), asi como algunas especies del

género Streptomyces (Manulis et al., 1994).

3.3.1.2 Produccion de Giberelinas

Las giberelinas son moléculas complejas de di-terpenos tetracarboxilicos
(Baca y Elmerich, 2007), capaces de incrementar el crecimiento de los tallos,
interrumpir el periodo de latencia de las semillas para germinar, inducir la
brotacion de yemas, asi como, promover el desarrollo de los frutos (floracién); a la
fecha, se han caracterizado 136 especies quimicas de giberelinas (Bottini et al.,
2004); varias especies quimicas de giberelinas como las GA;, GAz y GA; son
codificadas por un solo gen, que fue mutado para determinar el efecto en la
promocién de la elongacion de las raices en varios cultivos de interés (Bottini et
al., 2004). Este tipo de hormonas producidas por microorganismos, se

describieron inicialmente en hongos, sin embargo, varios géneros bacterianos,
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entre los que se pueden incluir A. lipoferum y A. brasilense, se han caracterizado
por producir giberelinas en un rango de 20 a 400 pg- mL™, producidos por
concentraciones celulares de 108 UFC-mL™. Otros géneros bacterianos que han
sido reportados como productores de giberelinas son Acetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae y Bacillus sp. (Bottini et al., 2004), las cuales son
capaces de producir una gran variedad de giberelinas. La biosintesis de
giberelinas esta catalizada por tres clases de enzimas entre las que se puede
encontrar terpeno ciclasas, la citocromo P450 monooxigensa y las dioxigenasas,
gue estan involucradas en la sintesis de Ga; y Gai», las cuales son las principales

responsables en la elongacion de los tejidos (Fukuda et al., 1993).

3.3.2 Uso como agente de biocontrol

Algunas bacterias promueven el crecimiento vegetal de forma indirecta,
mediante la restriccion o inhibicion de crecimiento de patdégenos, como resultado
de la coevolucion (Tilak et al., 2005; Usharani et al., 2013).

El uso de las BSP ofrece una alternativa atractiva para reemplazar los
fertilizantes quimicos, pesticidas y suplementos; la mayoria de los aislamientos
resulta en un incremento significativo del peso de la planta, longitud radicular y
produccion de materia seca de tallo y raices (Siddiqui, 2006).

Algunas BSP, especialmente si son inoculadas en semillas, antes de
plantarse, son capaces de establecerse en las raices del cultivo. Sin embargo,
también se puede considerar su uso en sistemas de manejo en los que se
reduzca las tasas de agroquimicos, por ejemplo, en la practica de trasplantes,
para aumenta la resistencia a nematodos y otras enfermedades en el campo
(Kloepper et al., 2004).

El uso de PGPB es una practica comun en muchas regiones del mundo
como agentes biocontroladores, sin embargo la capacidad antagdnica demostrada
en el laboratorio muchas veces en campo tiene resultados inconsistentes; por lo

gue es necesario se investigue a fondo el mecanismo de colonizacién, mecanismo
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de accion, formulacion y aplicacion, que pueda facilitar su desarrollo como
promotor o reductor de enfermedades (Chakraborty et al., 2010).

Bacillus subtilis es una bacteria ampliamente usada como agente biocontrol
debido a su amplio rango de hospedero, su habilidad para formar endosporas y
producir distintos compuestos biol6gicamente activos (Nagorska et al., 2007).

Por otra parte, Jousset et al., (2009) determinaron que Acinetobacter
calcoaceticus es antagonista debido a su capacidad de producir sideroforos, dicha
capacidad fue observada contra fitopatdgenos como Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Coletotrichum capsicum y Fusarium oxysporum.

El uso de bacterias solubilizadoras de fosfato que ademas sean agentes
biocontrol, lo han estudiado recientemente algunos autores, como Khan et al.,
(2007) que utilizaron microorganismos solubilizadores de fosforo para controlar la
secadera en tomate producida por Fusarium oxysporum, otro trabajo homdlogo es
el de Akgul y Mirik (2008) donde inocularon BSP en pimiento y observaron una
disminucién significativa de la presencia del patdgeno, Phytophtora blight,

causante de la enfermedad de tizon en pimientos, comparada con el control.

3.3.2.1 Modo de accién de bacterias antagénicas

Las bacterias tienen la capacidad de adherirse a la superficie
radicular (rizoplano). Algunas de ellas son mas especializadas ya que pueden
penetrar el tejido de la raiz (endodfitas) y asi tener acceso directo a compuestos
organicos presentes en el apoplasto; desde esta posicion privilegiada, la bacteria
no tiene que encarar las condiciones ambientales dificiles de la rizosfera
(Kanchana et al., 2014).

Las bacterias, ademas de poseer una gran capacidad colonizadora pueden
también sintetizar antibioticos, lo que resulta en una mejor proteccion a la planta
contra patégenos y mayor produccion agricola (Weller, 1988).

Las caracteristicas deseables en un microorganismos biocontrol son: rapido
crecimiento y colonizacion en distintos ambientes, habilidad para competir con

otros microorganismos por nutrientes, capaz de metabolizar distintos sustratos
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como nutrientes, sobrevivir bajo estrés, habilidad de sintetizar amplio rango de
metabolitos o antibidticos contra diversos patégenos de plantas y finalmente
promover el crecimiento vegetal. Es deseable que tengan un largo periodo de
almaceén, como el caso de Bacillus que puede formar esporas, facilitando asi su
tiempo de anaquel (Paulitz y Bélanger, 2001). Ademas, la ventaja de utilizar
bacterias como agentes biocontrol, es amigable con el ambiente y no genera

resistencia en patdgenos (Jacobsen et al., 2004).

3.3.2.1.1 Produccion de lipopéptidos

Diversas cepas de Bacillus tienen la capacidad de sintetizar
compuestos de tipo lipopeptidico, los cuales han sido muy estudiados por sus
actividades antagonicas hacia patdgenos vegetales (Chen et al., 2009; Leclere et
al., 2005; Leon et al.,, 2009). En particular, los lipopéptidos como fengicina,
surfactina e iturinas han mostrado su efectividad para suprimir el crecimiento de
fitopatogenos (Chen et al.,, 2009; Ongena et al., 2005; Tsuge et al.,, 2001).
Lipopéptidos de la familia de iturinas, tales como iturina A, presentan actividades
antagonicas especificas hacia hongos patdgenos, pero no contra bacterias
(Maget-Dana y Peypoux, 1994; Ongena et al., 2005). Asi mismo, se ha observado
que dichos lipopéptidos muestran actividades hemoliticas. Esto dltimo ha sido
relevante como un sistema de pre-busqueda para identificar actividades
fungitoxicas (Rojas-Solis, et al., 2013).

Otras especies de Bacillus, como Bacillus amyloliquefaciens FZB45, de la
cual se ha secuenciado completamente su genoma, revela caracteristicas
interesantes a destacar. Por ejemplo, el 7.5% del total del genoma corresponde a
elementos genéticos involucrados en la sintesis de péptidos no ribosomales
(Koumoutsi et al., 2004). Ademas de tener actividades antifungicas, la cepa de
Bacillus amyloliquefaciens FZB45 exhibié promocion de crecimiento vegetal por
diversos mecanismos directos, como la produccion de fitohormonas (Idris et al.,
2002).
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3.3.2.1.2 Induccién de mecanismos de resistencia sistémica

Existen géneros bacterianos, como el de Bacillus, capaces de inducir
resistencia sistémica (ISR), que es un mecanismo por el cual la planta defiende
sus sistema y es inducida principalmente por bacterias (principalmente PGPR)
para enfrentar una infeccion (Kloepper, et al., 2004). Algunos autores comparan
ISR con Resistencia sistémica adquirida (ASR), que no involucra la presencia de
la bacteria. La bacteria puede ser similar fenotipicamente, incluso cuando la
induccion de mecanismos Yy la respuesta de la planta son distintos (Compant et al.,
2005). En el caso de Bacillus es interesante notar la diversidad de especies que
pueden inducir respuesta sistémica en plantas. Algunos ejemplos son: B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides y B.
sphaericus, por nombrar algunos (Ryu et al., 2003; Kloepper et al., 2004; Ongena
et al., 2007, Rudrappa et al., 2010; Niu et al., 2011). El efecto benéfico de la
induccion de esta respuesta en la planta por Bacillus, es que protege a la planta
de infecciones por varios patdégenos ocasionadas por virus, bacterias, nematodos
y hongos (Kloepper et al., 2004). Algunos lipopéptidos como surfactina y fengicina,
son producidos por B. subtilis pueden también inducir resistencia sistémica en
plantas (Ongena et al., 2007). En afios recientes, muchos estudios han intentado
discernir los mecanismos que inducen resistencia sistémica en plantas,
encontrando que compuestos volatiles juegan un papel importante en esa
induccién. Algunos ejemplos de especies inductoras de resistencia sistémica a
través de emisiones de compuestos volatiles son B. subtilis GBO3 y FB17, B.
cereus AR156 y B. amyloliquefaciens IN937 (Ryu et al., 2003; Rudrappa et al.,
2010; Niu et al., 2011).

Recientemente, se ha sugerido que B. subtilis FB17 produce acetoina (3-
hidroxi-2-butanona) que es responsable de desencadenar ISR en plantas de A.
thaliana (Rudrappa et. al., 2010). En cuando al conocimiento que se tiene de la
sefalizacion de vias que responden a compuestos volatiles, particularmente de B.
subtilis GBO03, ISR fue inducido mediante vias dependientes de etileno,

independientes de acidos salicilico y jasmonico (Ryu et al., 2004).
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Algunos autores proponen que las PGPR pueden exhibir un mecanismo
general para desencadenar ISR en plantas a través de vias dependientes de
etileno y jasmonato (Pieterse et al., 1998; Compant et al.,, 2005). ISR es
importante en la prevencion o reducciéon de fitopatdgenos. Compuestos de

lipopéptidos volatiles son responsables en gran parte, de la induccion.

3.4 Uso de bacterias solubilizadoras de féosforo en México

En México se recomienda la utilizacion de biofertilizantes desde la Cumbre
de la Tierra, celebrada en Rio de Janeiro en 1992, es considerado su uso, desde
entonces, como biotecnologia “apropiable”, que es un término creado para las
herramientas biotecnoldgicas que contribuyen al desarrollo sostenible de un pais 'y
que proveen beneficios tangibles a los destinatarios que ademas son sustentables,
culturalmente aceptables y amigables con el ambiente.

Las investigaciones existentes que involucran el aislamiento de bacterias
solubilizadoras de fosfato inorganico de la rizosfera de manglares, incluyen a A.
germinans y Laguncularia racemosa, en el cual, Vazquez et al., (2000) observaron
que en cultivo liquido Bacillus licheniformis solubiliz6 350 mg de fosfato de calcio
por litro de suspension bacteriana, cantidad suficiente para abastecer a una planta
pequefia de mangle de su requerimiento diario de fésforo. Experimentos
realizados con cultivos mixtos de bacterias han revelado interacciones sinérgicas
benéficas entre los componentes del cultivo; por ejemplo, la bacteria fijadora de
nitrégeno Phyllobacterium sp. aislada de las raices del mangle, incrementé la
fijacion de nitrogeno en 200% cuando crecio en cultivo mixto con B. licheniformis,
bacteria solubilizadora de fosfato (Rojas et al, 2001). Asi mismo, la solubilizacién
de fosfato por B. licheniformis se incrementé cuando crecié en cultivo mixto con
Phyllobacterium sp., la inhibicion o promocion de la actividad diazotrofica en
bacterias fijadoras de nitrdgeno al asociarse con otras bacterias parece ser un
fenbmeno comun (Holguin y Bashan, 1996), lo que sugiere el disefio de
inoculantes mixtos basado en una seleccion de cepas que interactien

sinérgicamente en beneficio de las plantas.
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Los primeros biofertilizantes microbianos distribuidos en grandes cantidades
en el campo mexicano en grandes cantidades en el campo mexicano fueron los
otorgados en el programa Alianza para el campo de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) durante el ciclo
agricola primavera-verano y otofio-invierno de 1999 — 2000. Los microorganismo
utilizados fueron Azospirillum brasilense, Glomus intraradices y Rhizobium etli. En
total se distribuyé material biol6gico para biofertilizar 1,882,263 ha en casi todo el
pais. Desde un principio tuvieron una amplia aceptacion por los productores. Se
han utilizado en cultivos perennes con diferentes sistemas de manejo debido a
sus importantes y multiples funciones en la agricultura, como en la nutricién de los
cultivos, especialmente con nitrégeno-fésforo (Aguirre-Medina et al, 2009).

Es importante destacar que con la mayor aplicacion de Azospirillum en
México, en que se cubrieron cerca de dos millones de ha de maiz, se obtuvieron
incrementos en produccion de 26%, segun reportes de Caballero-Mellado et al,
(2000).

El frijol es el segundo cultivo de importancia en México y el primero en la
dieta del segmento de poblacion con menos recursos econdmicos, debido a su
gran importancia, el Centro de Ciencias Gendmicas (CCG), basados en estudios
de genética y regulaciéon de la fijacibn de nitrégeno, obtuvieron dos cepas
mejoradas de Rhizobium etli, que al aplicarse como biofertilizante en frijol, mejoran
significativamente su rendimiento y aiun mejor, su contenido nutritivo del grano.
Una de esas cepas aisladas es la denominada Rhizobium etli, aislada en Celaya,
Guanajuato, caracterizada y nombrada con el nahuatl para frijol (etl) por la Dra.
Esperanza Martinez-Romero (Martinez-Romero et al, 1998).

En el noroeste mexicano prevalecen condiciones ambientales adversas,
incluyendo sequias frecuentes, falta de suficiente irrigacion, alta salinidad y
erosion del suelo, que pueden disminuir rapidamente la poblacién de cualquier
especie bacteriana introducida en el suelo, a menos que se tomen las
precauciones necesarias para inoculacion, por lo que la agricultura en zonas
semiaridas de paises en desarrollo es un desafio mayor para la tecnologia de

inoculacion, sin embargo, en este tipo de agricultura las bacterias promotoras de
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crecimiento vegetal pueden tener una contribucién importante en caso de que
puedan desarrollarse inoculantes baratos y de facil aplicacion. Con una instruccion
apropiada, el productor de pequefias parcelas familiares podria aplicar los
inoculantes en el tiempo justo y en las dosis exactas (Bashan, 2008).

En México, la mayoria de inoculantes se utilizan en leguminosas y en
menor extension para cereales y forraje; este Ultimo recientemente ha ganando

importancia en el noreste mexicano (Bashan, 2008).

3.4.1 Biofertilizantes a base de bacterias solubilizadoras de fosforo en

México

La interpretacion del término biofertilizante es muy amplia, representa
desde microorganismos, abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de plantas.
De manera general, se puede decir que son productos que contienen
microorganismos, que al ser inoculados pueden vivir asociados 0 en simbiosis con
las plantas y le ayudan a su nutricibn y proteccion (Vessey, 2003). Estos
microorganismos se encuentran de forma natural en el suelo y abarcan diversos
grupos; sin embargo, su poblacién es afectada por el manejo de suelo y uso
excesivo de agroquimicos (Caballero-Mellado et al., 1992; Grageda-Cabrera et al.,
2003). Hay una confusion entre los términos “inoculantes microbianos” (comun en
la literatura cientifica), y “biofertilizante” (comun en los circulos agricolas) (Bashan,
2008). El “inoculante microbiano” es una formulacion que contiene una o mas
cepas (o especies) de bacterias benéficas en un acarreador (organico, inorganico
o sintético) de facil uso y econdmico. El inoculante es el medio de transporte
bacteriano desde la fabrica hasta la planta. Los efectos deseados del inoculante
en el crecimiento de la planta pueden incluir fijar nitrégeno en leguminosas, actuar
como agentes de biocontrol de enfermedades transmitidas en el suelo, mejorar la
absorcion de nutrientes, solubilizar minerales en el suelo y producir hormonas que
mejoren el crecimiento de la planta en general. En algunos paises, los
procedimientos para registrar un inoculante bacteriano pueden ser largos y

costosos (Bashan, 2008).
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Por otra parte, el “biofertilizante” es un término equivocado pero
ampliamente utilizado, que significa “inoculante bacteriano” y se refiere a
preparaciones de microorganismo(s) que pueden ser un sustituto parcial o total
para la fertilizacion quimica (tales como los inoculantes de rizobia). Sin embargo,
en estos fertilizantes no se tiene en cuenta si hay otros efectos bacterianos en el
crecimiento de la planta. La razon por la cual se utiliza el término “fertilizante” es
que en algunos paises esto facilita su registro para uso comercial (Vessey, 2003).
Méas tarde, Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado (2005) definieron un
biofertilizante como "un producto que contiene microorganismos Vvivos, que ejercen
efectos benéficos directos o indirectos sobre el crecimiento y rendimiento de los
cultivos a través de diferentes mecanismos".

Los beneficios que presenta el uso de microorganismos en la agricultura se
pueden concretar de la siguiente manera: a) Fitoestimulantes, estimulan la
germinacion de las semillas y el enraizamiento por la produccion de reguladores
del crecimiento, vitaminas y otras sustancias; b) Biofertilizantes, incrementan el
suministro de los nutrimentos por su accion sobre los ciclos biogeoquimicos, tales
como la fijacién de N, la solubilizacién de elementos minerales o la mineralizacion
de compuestos organicos; c) Mejoradores, mejoran la estructura del suelo por su
contribucion a la formacién de agregados estables; d) Agentes de control biolégico
de patogenos, desarrollan fendmenos de antagonismo microbio-microbio; e)
Biorremediadores, eliminan productos xenobidticos tales como pesticidas,
herbicidas y fungicidas; y f) Mejoradores ecofisiolégicos, incrementan la
resistencia al estrés tanto bidtico como abidtico (Ahmad et al., 2006).

Durante el siglo pasado, se produjeron formulaciones de acarreadores de
turba para rizobia efectivos y aceptados en todo el mundo, sin embargo, su
desarrollo ha alcanzado casi su limite. Los acarreadores sintéticos, transferidos de
conceptos experimentales a inoculantes comerciales, ofrecen un mayor potencial y
flexibilidad para la industria de la inoculaciéon. Si bien es cierto que la industria es
aun renuente al desarrollo de este tipo de acarreadores, debido a que en las
practicas agricolas contemporaneas los inoculantes sintéticos con frecuencia son

demasiado costosos para el cultivo objetivo, la biorremediacion de contaminantes
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podria sostener el desarrollo de tales inoculantes avanzados. Muchos tipos de
formas encapsuladas de microorganismos se han desarrollado para su uso en la
biorremediacion. Muchos proyectos de este tipo son financiados por los gobiernos
de paises en desarrollo o por grandes industrias contaminantes en paises
desarrollados, los dos con muchos mas recursos que un agricultor individual. A
pesar del alto costo, los inoculantes mas eficientes indudablemente seran usados
en procesos de biorremediacion, especialmente en emergencias. Los resultados
de estos estudios pueden proporcionar nuevos materiales para inoculacién y
formulaciones con un reducido costo de desarrollo, para su uso en agricultura
(Bashan, 2008).

La agricultura en paises en desarrollo es definitivamente la mayor
promotora de inoculantes microbianos que sean “ambientalmente amistosos”. No
obstante, en México debe ponerse especial atencibn a las necesidades y
restricciones de los pequefios agricultores que necesitan formulaciones de facil
aplicacion y economicas. A corto y mediano plazo, la investigacion deberia
enfocarse en el desarrollo de inoculantes sintéticos de mejor calidad y mas
econdémicos, sosteniendo al mismo tiempo la producciéon de inoculantes de turba
para la agricultura (Malusa y Vassilev, 2014).

En la actualidad, se ha incrementado la produccién nacional de inoculantes
(INIFAP) apoyada inicialmente por el gobierno mexicano y ahora por productores o
gobiernos estatales, que esta disponible a mayor escala para los agricultores a lo
largo del pais. A pesar de este positivo desarrollo, la aplicacion a gran escala de
inoculantes microbianos encara serias dificultades en la mayoria de paises en
desarrollo, incluido México. Las practicas agricolas en paises en desarrollo o bajo
condiciones semiaridas son dos ejemplos en los cuales los inoculantes
bacterianos pueden encontrar sus mayores retos (Bashan, 2008).

En paises latinoamericanos, existe una amplia gama de factores tanto
favorables como desfavorables que influyen en la calidad, produccion vy
distribucion de los biofertilizantes. En ocasiones, las empresas no cuentan con
almacenes apropiados a gran escala o la estructura necesaria para su

transportacion. En otros, la tecnologia e infraestructura para su produccion no esta
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desarrollada. Es evidente que se necesita un organismo regulatorio que ejerza un
fuerte control de los inoculantes presentes en el mercado para evitar que el
agricultor adquiera productos de baja calidad (Elliott y Lynch, 1995).

En México, la mayoria de la produccion actual de biofertilizantes se realiza
por pequefias empresas, instituciones de educacion e investigacion y por el
INIFAP, apoyada por el gobierno federal y/o por gobiernos estatales. A pesar de
este desarrollo, la distribuciobn y aplicacion a gran escala ha tenido serias
dificultades, principalmente por problemas de promocién y distribucion (Bashan,
2008).

En el Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla (ICUAP), se formulé un biofertilizante a base de Chromobacterium
violaceum y Acinetobacter calcoaceticus, que son BSP, denominado
BlOfosfoBUAP, el cual posee bacterias que producen fosfatasas y acidos
organicos para liberar el fésforo, ademas de fitohormonas; en el 2010 Moisés
Carcafio Montiel, su creador, indico que el producto estd dentro del “Proyecto
Estratégico de Bioeconomia. Promocion y Transferencia de Tecnologia para el
uso de Biofertilizantes (Carcafio-Montiel, et al., 2010).

Un grupo de investigadores que se ha interesado recientemente por la
formulacion de biofertilizantes a base de bacterias solubilizadoras de fosforo, el
Colegio de Posgraduados (COLPOS, Tabasco), se evalué el efecto del
biofertilizante en el crecimiento de Musa paradisiaca AAA Simmonds y Citrus
aurantium L. (Rivera-Cruz, et al.,, 2008 y 2010, respectivamente). Estos
investigadores estudiaron la efectividad y dosis eficiente de biofertilizantes hechos
a base de sustratos organicos como cascara de naranja, cachaza y estiércol de
pollo, utilizados para inocular cultivos de interés agricola, en los que observaron
promocion de crecimiento de las plantas, las propiedades quimicas del suelo y las
densidades bacterianas del suelo.

En la literatura es comun encontrar sélo aquellos reportes exitosos del uso
de inoculantes. Por consiguiente, es dificil identificar los factores involucrados con
la poca o nula respuesta de los cultivos. La aplicacion eficaz de inoculantes a base

de Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium (Sessitsch et al., 2002);
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Azospirillum (Caballero-Mellado et al., 1992; Okon y Labandera-Gonzalez, 1994);
Azotobacter (Lakshmanan, 2000; Somers et al., 2004), Pseudomonas (Gravel et
al., 2007), microorganismos solubilizadores de fosfato (Lugtenberg y Kamilova,
2009) y Trichoderma (Gravel et al., 2007), para mejorar la nutricién de las plantas
y la produccion agricola esta bien documentada.

La cantidad de bacterias solubilizadoras de fosfato presentes en los suelos
no es suficiente para garantizar una buena concentracion de fosfato disponible
para las plantas que alli se encuentren. Por esta razén, al inocular plantas con
bacterias con capacidad fosfato en el suelo; ademas etas cepas son capaces de

producir sustancias promotoras de crecimiento vegetal (Glick, 1995).

3.5 Uso de solubilizadoras de fosforo en algodon

El cultivo del algoddn es tipico de las zonas céalidas, en donde destaca Baja
California. A nivel mundial, México se coloca en el 3er. lugar en condiciones
agroecologicas idoneas en diversas regiones del pais con un excelente
rendimiento para la siembra de algodén, segun el Comité Nacional Sistema
Producto Algoddn, A.C, quienes ademas proyectan que el afio 2016 se espera la
creacion de 43,000 empleos, un ingreso adicional al PIB del sector primario sea de
$15,400 millones de pesos, que México sea autosuficiente en fibra de algododn,
convirtiéndose en exportador de producto terminado al 2020 (SAGARPA, 2011).

Una de las limitantes en el cultivo es el suministro adecuado de fésforo a la
planta ya que la presencia de suelos alcalinos, favorecen que este elemento
tiende a ser inmovilizado, constituyéndose en un elemento poco movil hacia la
planta (Amezquita, 1992). En este sentido, el uso de microorganismos
solubilizadores de fosforo, puede mejorar la produccién y calidad de fibra,
resultado de una mejor absorcion de fosforo (Kumar et al., 2014; Qureshi, et al.,
2012; Akhtar et al., 2010; Egamberdiyeva et al., 2004). Sin embargo, todos estos
trabajos previos fueron realizados en Asia; por lo que resulta muy atractiva la
busqueda y posterior aplicacion de BSP en México. En especial en suelos de

regiones aridas que pese a los factores ambientales adversos, son altamente
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productivos, como es el noreste de la Republica Mexicana, donde se encuentra el
valle de Mexicali, que es uno de los mayores productores de algodon a nivel
nacional. En esta region los suelos son altamente salinos, por lo que resulta mas
atractiva la busqueda de bacterias nativas solubilizadoras de fosforo, para
aprovechar las reservas naturales de fosforo. Estos organismos ademas deberan
tener capacidad de potenciar el crecimiento vegetal, asi como caracter antagonico,
que provoque una disminucion del uso de fertilizantes quimicos y lograr el

fortalecimiento de la practica de una agricultura mas amigable con el ambiente.
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4. JUSTIFICACION

En condiciones naturales, se ha demostrado que la relacién
microorganismo-planta ha contribuido al mantenimiento, funcionamiento vy
estabilidad de los ecosistemas. Sin embargo en la practica agricola, ésta relacion
de interdependencia ha sido menospreciada y poco estudiada, se interrumpioé una
simbiosis que evoluciond con las pantas, desde que se inicié la colonizacién de la
tierra. Como respuesta a la problemética ambiental generada por el uso
indiscriminado de fertilizantes de sintesis quimica y a las inadecuadas practicas
adoptadas; se esta trabajando en encontrar soluciones. Actualmente se llevan a
cabo investigaciones para la formulacion y produccion de soluciones bioldgicas de
fertilizacion que permitan un desarrollo 6ptimo de las plantas con una adecuada
nutricion. Esta busqueda se enfoca en potencializar la capacidad promotora de los
microorganismos asociados a los cultivos, por medio de inoculantes, que utilizan
microorganismos promotores de crecimiento. El uso de bacterias solubilizadoras
de fosfato como microorganismos benéficos en biofertilizantes ha sido
ampliamente referenciado por distintos investigadores. Con ellos se logra
incrementar la concentracion de fésforo disponible para la planta y disminuir el uso
de fertilizantes quimicos a base de de fésforo. A nivel de campo, los productores
han implementado el uso de productos biolégicos a base de bacterias fosfato
solubilizadoras en sus ciclos normales de produccion. Con todo esto, es necesario
destacar la importancia de un estudio que se dirija especificamente a éste grupo
bacteriano en su habitat natural, como lo es el valle de Mexicali, estudiar su
potencial solubilizador, caracter antagonico y capacidad de sintesis de
fitohormonas in vitro para reunir la informacion necesaria para llevar a cabo

inoculacién microbiol6gica a plantas de interés agricola.
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5. HIPOTESIS

La formulacién de un inoculante a base de bacterias solubilizadoras de
fésforo nativas del valle de Mexicali, que sean capaces de estimular el desarrollo
fisiolégico y sanidad del cultivo de algodon como resultado de un incremento de

fitohormonas y presencia de genes relacionados con la antibiosis.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

e Aislar y caracterizar bacterias provenientes de la rizosfera de mezquite
(Prosopis glandulosa Torr.) del Valle de Mexicali, para evaluar su capacidad

de solubilizacion de fésforo en el cultivo de algodén.

6.2 Objetivos especificos

e Identificar molecularmente los aislados bacterianos procedentes de la
rizosfera de mezquite mediante la amplificacién de la regién 16S ribosomal.

¢ Identificar los parametros 6ptimos de crecimiento, produccion de biopelicula
y tolerancia a diferentes concentraciones de salinidad de los aislados

bacterianos procedentes de la rizosfera de mezquite.

e Identificar la capacidad antagonica y los genes relacionados con la
antibiosis de los aislados bacterianos procedentes de la rizosfera de

mezquite.

e Evaluar la capacidad de solubilizacion de fosforo de aislamientos
bacterianos procedentes de la rizosfera de mezquite en medios especificos

y selectivos.

e Determinar la capacidad de produccion de AGs (giberelina) y acido indol-3-
acético (auxina) de los aislados bacterianos procedentes de la rizosfera de

mezquite, mediante pruebas bioquimicas.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de los aislados bacterianos procedentes
de la rizosfera de mezquite en parametros de germinacion en semillas de

plantas de interés agricola.
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Evaluar los cambios en crecimiento y produccion de fitohormonas (auxinas
y giberelinas) en plantas de pepino previamente inoculados con los aislados

bacterianos procedentes de la rizosfera de mezquite.

Evaluar el efecto de la inoculacion de los aislados bacterianos procedentes
de la rizosfera de mezquite en la produccion de fitohormonas, fenoles y
flavonoides, capacidad antioxidante, crecimiento y eficiencia fotosintética en

el cultivo de algoddn en condiciones de campo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Aislamiento de microorganismos

El aislamiento de las bacterias solubilizadoras de fosfato se llevé a cabo en
el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencias Agricolas de la
Universidad Autébnoma de Baja California, donde se desarrolld6 el resto del

proyecto.
7.1.1 Recoleccién de muestras

Las bacterias empleadas en este trabajo de investigacion fueron aisladas a
partir de muestras de suelo rizosférico de arboles de mezquite ubicados en el
Valle de Mexicali, en el Ejido Nuevo Ledn, de zonas no cultivadas (32°24'34 N /
115°11'16 O). La recoleccion de muestras se realiz6 al azar, de una profundidad de
10-15 cm, tomadas por triplicado, con un peso de 100 g aproximadamente (Figura

3). Las muestras se conservaron en bolsas polietileno a temperatura ambiente,

hasta su analisis, que no excedio un tiempo méaximo de 12 horas.

Figura 3. Proceso de recoleccion de muestras de suelo. a) Recoleccién de muestras de
suelo rizosférico (15 cm de profundidad), b) muestras en bolsas de polietileno
transportadas al laboratorio. ¢) muestras de 1 g de rizosfera tamizadas.

7.1.2 Aislamiento e identificacion de BSF

Para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos inorganicos se
utilizé el medio Sundara, Rao y Sinha (1963). De cada muestra se tamizaron 10 g

de suelo rizosfeérico, los cuales fueron diluidos en 9 mL de agua destilada estéril,
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dilucién 10" se mezclaron con vortex durante 2 minutos y se realizaron diluciones
seriadas desde 10™ hasta 10 de suelo. A partir de cada dilucién se sembré 0.1
mL de cada dilucién en placas de medio solido Pikovskaya (Anexo 1). Las cajas
de Petri fueron incubadas a 30°C entre 5-7 dias, se seleccionaron las colonias
bacterianas que crecieron acidificando el medio de cultivo y que formaran halos de
hidrolisis. El criterio para seleccionar las cepas solubilizadoras de fosfato, se llevo
a cabo evaluando el halo de solubilizacién de zonas de aclaramiento (Valero,
2003) (Figura 4).

W ekl

Figura 4. Proceso de aislamiento de BSF. a) Diluciones decimales de muestras de suelo
en agua destilada. b) Extendido en placa de la diluciéon 10®. c) Crecimiento en medio
Pikovskaya de flora nativa luego de 48 h de incubacion a 30°C + 2. d) Seleccién de cepas
solubilizadoras y e) aislamiento de BSF en Pikovskaya a las 72 h de incubacion.

7.1.3 Aislamiento e identificacibn de bacterias con actividad

antagonica

Durante la identificacion de cepas solubilizadoras de fosfato, se identificaron
colonias con capacidad antagonica frente a la flora nativa (Figura 5), por lo que se
aislaron en placas de medio soélido nutritivo (Anexo 2) para su posterior analisis.

Figura 5. ldentificacion de cepas bacterianas con capacidad antagoOnica frente a
fitopatoégenos, en medio APD. a) Identificacion de colonias bacterianas que inhiben
crecimiento fngico. b) Aislamiento de 3 cepas bacterianas.
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7.2 ldentificacion molecular de microorganismos

A partir de una colonia aislada de bacterias, que se cultivd en tubo con
caldo nutritivo , se obtuvo material genético por medio de la técnica descrita por
Méndez-Trujillo (2013) de cada una de las cepas aisladas, posteriormente se
amplifico el gen 16S ribosomal con los iniciadores universales denominados 27F y
495R (Anexo 7); cada amplificacion se llevé a cabo en un termociclador MultiGene
de Labnet, el programa de PCR se realiz6 como sigue: iniciacion a 94°C por 5 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 54°C
por 40 s y extension a 72°C por 3 min. Extension final a 72°C por 7 min. Después
de cada reaccion, 5 uL del producto de PCR fue analizado en gel de agarosa 1%,

conteniendo 1 pgmL' de bromuro de etidio y fotografiado con un

fotodocumentador transiluminador.

Posteriormente se purificaron los productos de PCR con Quick PCR
Purification de Invitrogen™, y los productos se enviaron a secuenciar. Las
secuencias obtenidas que se compararon con la base de datos del Genbank

mediante el algoritmo de BLAST.

7.3 Caracterizacién bioquimica de BSF
7.3.1 Acidificacion de medio

A partir de colonias previamente aisladas, se colocaron preinéculos en
caldo nutritivo, en matraces Erlenmeyer con capacidad de 500 mL. Se colocaron
200 mL de caldo nutritivo, inoculados con las cepas solubilizadoras de fésforo, a
una concentracion de 3x10° UFC-mL™?, utilizando como control un matraz
inoculado con agua estéril, durante 3 dias se incubaron a 26°C a 120 rpm. Se
realizaron lecturas a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h de haberse iniciado el ensayo. En
cada medicion se tomd una alicuota de 7 mL para centrifugar a 10,000 rpm

durante 10 min y con un electrodo HI 9813-5 de HANNA instruments® se
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realizaron las mediciones en los sobrenadantes. Cada medicién se realizd por

triplicado.

7.3.1.1 Pruebas cualitativas de solubilizacidon

El indice de solubilizacion de fosfato se ensay6 en medio Pikovskaya solido,
mediante la inoculacion de BSF en medio PK soélido, a partir de un inéculo
ajustado a 3x10° UFC-mL™. Tras la incubacién a 30 + 2 °C, durante 7 dias se
midio periédicamente el diametro del halo alrededor de la colonia, para obtener el
indice de solubilizacién (IS), mediante la formula propuesta por Kumar y Narula,
(1999): IS = (Diametro colonia + Didmetro de halo)/ Diametro de colonia; asi como
también la capacidad e inicio de solubilizacion (Anexo 13) segun lo descrito por

Kundu et al., (2008) y Dos Santos Hara y De Oliveira, (2005), respectivamente.

7.3.1.2 Prueba cuantitativa de solubilizacién

Las bacterias capaces de solubilizar el fosfato tricalcico en medio sélido, se
analizaron, con kit de BioAssay Systems, QuantiChrom® Phosphate Assay Kit
(DIPI-500), el cual mide el ion fosfato directamente de las muestras, mediante el
método colorimétrico que emplea verde malaquita y molibdato, que forman un
complejo coloreado estable, especificamente con fosfato inorganico. La intensidad
del color se midi6 a 620 nm, el dato fue directamente proporcional a la
concentracion de fosfato en la muestra. La lectura de muestras se realizé6 en un

espectrofotémetro Biomate 3 de Thermo Scientific®.

7.3.2 Tolerancia a medio salino

Como parte de la caracterizacién bioquimica de las BSF se considero
importante conocer la capacidad de crecimiento en un medio nutritivo con 4

concentraciones distintas de NaCl, que fueron: 0.01, 0.1, 0.5 y 1 M. El proceso
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consistid en inocular matraces con cada una de las cepas solubilizadora de
fésforo, y se realizaron lecturas a los 0,3, 6, 12, 24, 48 y 72 h, después de la
inoculacién, como control se uso medio inoculado con agua destilada. Los datos
reportados son promedios de tres réplicas en términos de D.O. (600 nm) y
UFC-mL™,

7.3.3 Formacion de biopelicula

Se analiz6 la capacidad de formacion de biopelicula de las cepas
solubilizadoras de fésforo aisladas, a través del método descrito por Arruebarrena
Di Palma et al., (2012); se obtuvieron las lecturas de D.O de los cultivos y se
tifieron las biopeliculas formadas con cristal violeta para medir absorbancia de las
muestras. Los datos fueron normalizados usando la siguiente formula: Biopelicula

normalizada = D.O. crecimiento / D.O. Cristal violeta.

7.3.4 Cuantificacion de produccion de fitohormonas

7.3.4.1 Cuantificacion de acido indol-3- acético (AlA)

La deteccion cuantitativa del andlisis de acido indol-3 acético se llevo a
cabo con el método sugerido por Gordan y Weber (1951), con algunas
modificaciones que propusieron Brick et al., (1991). Se inocularon 3x10° UFC-mL™
en 10 mL de caldo nutritivo suplementado con L-triptéfano (100 ug-mL™),
contenido en tubos de vidrio, protegidos de la luz, incubados a 120 rpm a 26°C
durante 24 h, transcurrido el periodo de incubacion, se tomé una alicuota de 2 mL
para cosechar las células por centrifugacion (10,000 rpm) durante 10 min, a 1 mL
de sobrenadante se la adicion6 1 mL de reactivo de Salkowski (Anexo 4), la
reaccion se incubd a 28°C durante 1 h en oscuridad. La concentracion de AlA se
determind con espectrofotometro Biomate 3 de Thermo Scientific (A540 nm),

comparado una curva estandar (Anexo 5).
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7.3.4.2 Deteccion de Giberelina-3 (AG3)

Se realizé la cuantificacion de la giberelina-3, bajo el esquema de trabajo de
Holbrook et al. (1981) con algunas modificaciones. En matraces Erlenmeyer con
capacidad de 125 mL se inocularon 3x10° UFC-mL™ de BSF, incubados en 25 mL
de caldo nutritivo a 26°C durante 24 h a 120 rpm. A continuacién se cosecharon
las células y se tomaron 15 mL de sobrenadante, se agregaron 2 mL de reactivo
de Zinc-acetato (Anexo 6). Transcurridos 2 minutos, se adicionaron 2 mL de
ferrocianido de potasio (Anexo 6). La mezcla se centrifugé a 2000 rpm durante 15
minutos. Se tomaron 5 mL del sobrenadante, se adicionaron 5 mL de HCI 30%. Se
incubé a 26°C durante 75 min y se realizaron lecturas en el espectrofotometro
Biomate 3 de Thermo Scientific® (A254 nm), a partir de un blanco de HCI 5%, los
resultados se calcularon a partir de una curva de concentraciones conocidas
(Anexo 6).

7.4 Determinacion de caracter antagonico contra fitopatdogenos

7.4.1 Cultivos duales

A partir de aislados bacterianos, denominados como Bl1, B2 y B3, que
presentaron una inhibicion de microorganismos, se procedid a evaluar su
capacidad antagénica mediante la técnica de cultivo dual. Las cepas aisladas se
confrontaron con hongos fitopatégenos nativos de la zona de estudio. El proceso
consistié en colocar al hongo fitopatdégeno al centro de la caja Petri con agar papa
dextrosa (Anexo 3) y se procedié a investigar en 4 modelos de crecimiento la
capacidad de inhibicion de crecimiento (Anexo 6), mediante el registro del
diametro de crecimiento de ambos microorganismos. Esta actividad se realizo
diariamente hasta el noveno dia. El porcentaje de inhibicién de crecimiento (%IC),
de cada aislado se calcul6 mediante la siguiente férmula:

%IC = ((Diametro Control- Diametro tratamiento)/ Diametro Control) 100
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7.4.2 Analisis morfologico de fitopatdgeno en contacto con bacterias

antagoénicas

La microscopia de fuerza atomica (MFA) desarrollada en este trabajo fue
realizada en la Facultad de Ingenieria de la UABC-Mexicali, con el objetivo de
observar cambios morfologicos en el fitopatdgeno, luego de ser expuesto al
contacto directo con Bacillus. A partir de inculos ajustados (10° bacteria/espora),
se crecieron en cadmara humeda (Anexo 9) disefiada para poner en contacto
ambos microorganismos Yy obtener alicuota que pueda ser observada en
microscopio de fuerza atémica, de acuerdo a la metodologia descrita por Slimene
et al., (2012) para de esta manera poder evaluar el efecto en la morfologia del

hongo fitopatdgeno.

7.4.3 Identificacion de genes lipopeptidicos

A partir de DNA total de cada cepa bacteriana antagonista (B1, B2 y B3), se
realiz6 PCR bajo el siguiente esquema: iniciacién a 94°C por 5 min, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 58°C por 30 s
y extensién a 72°C por 1 min. Extensién final a 72°C por 7 min, utilizando los
oligonucledtidos indicados para identificar los genes polipeptidicos de subtilisina,
subtilosina e iturina (Anexo 7). Después de cada reaccién, 5 uL del producto de
PCR fueron analizados en gel de agarosa 1%, conteniendo 1 pg-mL™* de bromuro
de etidio y fotografiado con un fotodocumentador transiluminador. Los productos
de PCR se purificaron y secuenciaron por Life Technologies Corporation®
(California, USA). Las secuencias obtenidas en este trabajo se analizaron en el
algoritmo de BLAST para su comparacion en la base de datos de secuencias
nucleotidicas de la NCBI, para encontrar homologia con genes previamente

reportados.
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7.5 Efecto de cepas solubilizadoras de fosforo en la germinacion de
semillas

El efecto de las BSF, sobre el crecimiento vegetal se determiné en distintas
semillas, mediante el siguiente proceso: a partir de un inéculo ajustado (Anexo 8),
se inocularon 25 mL de caldo nutritivo adicionado de sacarosa al 10% (adherente),
contenidos en matraces con capacidad de 125 mL, para el control, se empled
caldo nutritivo estéril sin la adicibn de microorganismos; se les adiciond las
semillas (previamente desinfectadas con hipoclorito de Sodio al 5% y enjuagadas
con agua destilada estéril), los matraces se incubaron a temperatura ambiente en
agitador a 100 rpm durante 8 horas y al término del periodo de incubacion, se
decant6 el medio y las semillas se colocaron en cajas Petri con papel absorbente
estériles, que se dejaron secar por 12 h (Figura 6), transcurrido el tiempo, las
semillas inoculadas fueron sometidas a la técnica de Recuento de Unidades de

Colonia (Anexo 10), para verificar la presencia bacteriana.

Figura 6. Procedimiento realizado para observar el efecto de las BSF sobre la
germinacion de semillas. a) Preindculo ajustado, semillas desinfectadas. b) Inoculacion de
matraces y colocacion de semillas. c) Cultivos al termino de su periodo de incubacion
(extremo izquierdo aparece el control, sin adicion de bacterias). d) Cajas Petri
conteniendo semillas germinadas y medicion de longitud de radicula.
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7.5.1 Parametros fisiolégicos en plantulas inoculadas con BSF

Los experimentos que se realizaron en plantulas siempre partieron de la
inoculacién de semillas (Anexo 8), teniendo como control un tratamiento sin la
presencia de microorganismos. Cada tratamiento tuvo 10 réplicas. Para el analisis
de germinacion, la unidad experimental consistio de 10 semillas tratadas
colocadas en una caja de Petri estéril que contenia papel filtro y 5 mL de agua
estéril. Se incubaron a 30°C durante el periodo en dias que cada experimento
indica (dependiendo del tipo de semilla) y se midieron longitud radicular apical,
namero de raices secundarias, arquitectura radicular, peso fresco y peso seco.
Para la evaluacion de la promocién de crecimiento, se consider6 como unidad
experimental vasos de unicel con peat-moss estéril, con y sin semillas inoculadas.
Cada tratamiento consistié de 10 réplicas. El periodo total de tiempo de incubacion
fue de 28 dias, los datos fueron recabados a los 14 y 28 dias de crecimiento. Los
parametros de crecimiento que se registraron fueron: longitud de tallo, arquitectura
radicular, area foliar, cuantificacion de AGgs, AIA, flavonoides, fenoles totales y

antioxidantes.

7.5.2 Plantulas de algodon tratadas con bacterias antagoOnicas

expuestas posteriormente a fitopatégeno

Se investigd la capacidad de las cepas con caracter antagénico de prevenir
o disminuir el dafio ocasionado por la presencia de F. solani hb. El analisis se
inicié con la inoculacién de semillas de algoddén con las bacterias antagonicas, se
utilizé como control semillas sin la adicion de bacterias; se sembraron en macetas
conteniendo sustrato estéril peat moss. A los 14 dias de la inoculacion, se agregé
una suspension del fitopatdgeno, cada tratamiento constd de 3 réplicas de 10
semillas cada una. El periodo total de incubacion fue de 28 dias (contados a partir
del dia de la siembra), los pardmetros fisiolégicos que se contemplaron fueron:

longitud radicular y de tallo, arquitectura radicular, porcentaje de dafio radicular,
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puntos de infeccién, area foliar; las variable bioquimicas tomadas en cuenta
fueron: AlA, AG3 antioxidantes, flavonoides y fenoles.

Se evalud la patogenicidad observada (Venturini et al., 2013) en términos
de porcentaje de germinacion, colonizacion de semilla, descomposicion de
radicula, indice de severidad de enfermedad, indice de infeccion, asi como
también la cuantificacion de AlA, AGs , flavonoides, fenoles totales y antioxidantes
(Anexo 13). En el Anexo 11 se observan las formulas empleadas para calcular
cada parametro fisiolégico mencionado.

A continuacion se muestran los tratamientos que comprendidos en este

experimento, asi como sus respectivas nomenclaturas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Nomenclatura de tratamientos en plantulas de algodén inoculadas con
bacterias antag6nicas expuestas posteriormente a Fusarium.

Tratamiento Composicion de inoculo
Bl B. subtilis 1
B2 B. subtilis 2
B3 B. subtilis 3
Control Agua estéril
Mix B. subtilis1,2y 3
B1l+Fshb B. subtilis 1+ F. solani hb
B2+Fshb B. Subtilis 2+ F. solani hb
B3+Fshb B. subtilis 2+ F. solani hb
Control+Fshb F. solanihb
Mix+Fshb B. subtilis1, 2y 3 + F. solani hb
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7.5.3 Aplicacion de BSF en campo

Se inocularon semillas de algodén de DELTAPINE®, con inéculo ajustado
(Anexo 8) de la cepa solubilizadora de fosfato denominada Acinetobacter
calcoaceticus ICABa02 (KJ190163.1), contenida en medio de cultivo adicionado
de adherente, con un recuento de 3x10° UFC-mL™. Se inocularon las semillas y
fueron sembradas con maquinaria (Figura 7). Semillas no tratadas fueron
consideradas como control. Las coordenadas de la ubicacion del terreno son:
32°63°43 / 114°96°66 en el Ejido Vicente Guerrero, Mexicali, Baja California. En la
figura 8 se observa la ubicacion geografica de la parcela donde se desarrollo el
trabajo en campo, que comprendié una extension total de 7.4 ha. Las variables
medidas durante la aplicacion en campo se presentan en el Cuadro 2, asi como

también la calendarizacién que se programo para el andlisis del proyecto.

Figura 7. Inoculacion de semillas a nivel de campo. De izquierda a derecha: inéculo
bacteriano, semilla empleada, inoculacion en un mezclador y visita a campo.

Figura 8. Ubicacion geografica de la parcela donde se desarroll6 el trabajo en campo. La
zona roja indica el area total del cultivo.
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Cuadro 2. Calendario de actividades en la inoculacién en campo.

Fecha Dias desde Estado Observaciones
lasiembra fenol6gico**
9-03-2014 0 9 Inoculacion de semillas
27-03-2014 18 10 Muestreo*
30-04-2014 52 19 Recuento UFC - g1
04-05-2014 56 32 Inoculaciéon en agua de riego
04-06-2014 81 51 Recuento UFC - g1
29-07-2014 136 72 Muestreo*
15-09-2014 184 87 Muestreo*
24-09-2014 193 89 1semana antes de agregar defoliante.
Fotografias finales (Figura 34). Recuento
UFC-g?

"Medicion de parametros fisioldgicos y bioquimicos de plantulas de algodén

**Codificacion BBCH (Hack et al., 1992) de los estadios fenoldgicos de desarrollo del
algodén.

7.6 Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con al menos 3 repeticiones en
cada medicion, el numero de variables varié de acuerdo al tipo de experimento. Se
realizé analisis de varianza y prueba de Tukey (P<0.05), mediante el programa

STATISTICA version 8.0.

La topologia de los arboles filogenéticos se obtuvo mediante el analisis de
secuencia, realizado con el método de distancia o neighbor-Joining (Allendorf,

2011), en el programa MEGA version 6.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Aislamiento de microorganismos
8.1.1 Identificacién molecular de BSF

Los resultados de la secuenciacion del gen 16S (Figura 9), mostraron que
las cepas con capacidad solubilizadora de fésforo, presentaron alta homologia con
el género Acinetobacter, las cuales fueron depositadas en la base de datos del
GeneBank, con nomenclaturas y numeros de acceso presentados en el Cuadro 3.
Dicha homologia se confirmd con el arbol filogenético en donde se observa que
existe una clara diferencia genotipica entre las 4 cepas.

El hallazgo de cepas bacterianas solubilizadoras de Fésforo que
pertenezcan al género Acinetobacter, no es novedoso ya que en trabajos
previamente reportados, como el de Ogut et al., (2010) se realiz6 le busqueda de
bacterias solubilizadoras de fosforo es suelos de Turquia, describiendo una
coleccion de 21 aislamientos, de los cuales 7 se identificaron como Acinetobacter
sp. Sin embargo, es poco comun a comparacion de otros géneros, como
Pseudomonas y Bacillus (llimer y Schinner, 1992). Incluso, en estudios anteriores
como los de Rodriguez y Fraga, (1999) y Vazquez et al., (2000), el género no
figura, probablemente por los tipos de suelo con los que se habia trabajado.

M 1 2 3 4 M

2500 —» 2500
2000 —™» 2000
1500 —» 1500
1000 —» 1000
750 —» 750
500 —» 500
250 L —» 250

Figura 9. Amplificacion de 16S ribosomal de cepas con solubilizadoras de Fésforo.
Abreviaturas: Marcador molecular (M), ICA01 (1), ICA02Ba (2), ICA03Bs (3) e ICAO04Ma

(4).
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Cuadro 3. Identificacién de cepas solubilizadoras de Fésforo.

Nombre de aislamiento Homologia (%) Clave de acceso
Acinetobacter calcoaceticus ICA01 99 KJ190162.1
Acinetobacter calcoaceticus ICA02Ba 99 KJ190163.1
Acinetobacter sp ICA03Bs 99 KJ190164.1
Acinetobacter sp ICAO4Ma. 99 KJ190165.1

.Acineiobacter calcoaceticus strain ICA02Ba KJ190163

Acinetobacter sp. 175 165 rnibosomal RNA gene partial sequence 165-235 ribosomal RNA

Acinetobacter calcoaceticus strain GSN3 163 nbosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter sp. YZT104 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter calcoaceticus strain PDR13 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter sp. ¥3 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter sp. R4-413 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter calcoaceticus strain McR-2 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter sp. AHM1 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

— @ Acinetobacter calcoaceticus strain ICA0] KJ190162

L Acinetobacter calcoaceticus strain 107 168 ribosomal RNA gene paitial sequence.
[Acinetobacter sp. TY14McD 168 ribosomal RNA gene partial sequence.
{ | Acinetobacter sp. TY195sR 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

Acinetobacter calcoaceticus strain X128 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

r.AcineioDac!ersp. strain ICA03Bs KJ190164
L @ Acinetobacter sp strain ICA04Ma KJ190165

—
02

Figura 10. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S ribosomal, de las
bacterias solubilizadoras de fésforo aisladas, construido utilizando el método neighbor-
joining. Se indican porcentajes de con un valor de bootstrap de 1000, aparecen solamente
valores mayores a 90%. Se observa la relacibn cercana entre las 4 cepas y sus
semejantes mas cercanos dentro del género Acinetobacter.

8.1.2 Identificacién molecular de bacterias con caracter antagonista

Durante el desarrollo del trabajo se identificaron 3 cepas bacterianas que
mostraron capacidad antagodnica, las cepas se denominaron B1, B2 y B3, a partir
de la obtencion de las secuencias obtenidas de la amplificacion del gen 16S
ribosomal (Figura 11), se observo una homologia del 99% con Bacillus subtilis;

dicho resultado es congruente con lo postulado por Sivasakthi et al., (2013) que
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indicaron que Bacillus es el género mas abundante de la rizosfera y se ubica en la
vecindad inmediata de las raices de las plantas, ademas, ha sido descrito
ampliamente la capacidad que posee el género como agente biocontrol y
biofertilizante (Garcia et al., 2004; Amer y Utkhede, 2007; Hafeez et al., 2006;
Hamid y Ahmaj, 2010). Sin embargo, los trabajos reportados de Bacillus como
solubilizador que a la vez sea agente biocontrol, son escasos, como ejemplo esti
el de Tejera-Hernandez et al., (2013) donde aislaron 58 cepas identificadas como
Bacillus solubilizadores de fosfatos asociados al cultivo del arroz, obtenidos de

suelos de Cuba, sin que hayan presentado capacidad antagénica a la vez.

M

2500 —»
2000 —»

1500 ——»

1000 —»
750 —»

500 —»

Figura 11. Amplificacion de 16S ribosomal de cepas con cardcter antagonista.
Abreviaturas: Marcador molecular (M), B1 (1), B2 (2) y B3 (3).

@ Bacillus subtilis 1
—{ Bacillus sp. LH-CAB14 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

| Bacillus subtilis strain JP51-2 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
L Bacillus subtilis strain 30L2-1 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Bacillus sp. SCU-B234 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
—{ Bacillus subtilis strain NA12 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
9 Bacillus subtilis 2
4{ Bacillus sp. M64(2010) strain M64 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
Bacillus sp. BA-59-09 partial 165 rRNA gene isolate BA-59-09.
4‘— Bacillus sp. HRT 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
@ Bacillus subtilis 3
Bacillus subtilis strain 89 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

—_—
05

Figura 12. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S ribosomal, de las
bacterias antagoOnicas aisladas, construido utilizando el método neighbor-joining. Se
indican porcentajes de con un valor de bootstrap de 1000, aparecen solamente valores
mayores a 90%. Se observa la relacién cercana entre las 4 cepas y sus semejantes mas
cercanos dentro del género Bacillus.
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8.1.3 Identificacién molecular de hongo aislado de plantas de algodén

Durante la experimentacion en campo, se identificaron algunas plantas de
algodon enfermas (secas), en algunas areas bien definidas de la plantacion, por lo
que al analizarlas se identificd la presencia de un fitopatdégeno, que al analizarlo
molecularmente, mediante la amplificacion de la region ITS (Figura 13), se obtuvo
una homologia del 99% con Fusarium solani. Desde afios atras, es bien sabido
que F. solani es uno de los microorganismos que contribuyen al complejo de
enfermedades de plantas de algodon (Davis et al., 1981). Sin embargo, en los
trabajos publicados se ha dado poca énfasis a su importancia como patdgeno,
debido a que se considera que F. oxysporum es el mayor agente causal del
marchitamiento, ya que su frecuencia de aparicion es mayor al de solani, que solo
se ha encontrado afectando el cultivo en el mes de agosto (Abd-Elsalam et al.,
2006); Empero los aislados de F. solani siempre se han identificado como

mayormente virulentos comparados con otras especies (Colyer, 1988).

M 1

2500
2000

1500

1000

750

500

250

Figura 13. Amplificacion de region ITS de hongo aislado en plantas de algodén.
Abreviaturas: Marcador molecular (M) y Fusarium solani (1).

8.2 Caracterizacion bioquimica de bacterias solubilizadoras de fosforo

El criterio para hacer la seleccion de bacterias solubilizadoras de Fésforo,

se llevé a cabo evaluando la presencia de zonas de aclaramiento y acidificacion
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por parte de las colonias aisladas en medio Pikovskaya sdlido (Beltran et al., 2005)
(Figura 14). Fueron descartadas del estudio todas aquellas bacterias que no
lograran acidificar el medio de crecimiento ni formar el halo de aclaramiento en un
periodo maximo de 3 dias a 30°C y que éste tuviera un diametro mayor a 5 mm.
Los aislamientos fueron codificados de acuerdo a una numeracion interna que

indicaba la zona y el nimero de muestra de suelo aislada.

Figura 14. Aislamiento de BSF cultivadas en medio Pikovskaya, en un periodo de
incubacién de 72 h a 30°C. Acinetobacter calcoaceticus ICAO1l (1), Acinetobacter
calcoaceticus ICA02Ba (2), Acinetobacter sp ICA03Bs (3) y Acinetobacter sp ICAO4Ma

4).

8.2.1 Curva de crecimiento

Para el desarrollo de los experimentos es necesario el contar con una
poblacién metabdlicamente similar de cada cepa aislada. De tal forma que el
conocer su comportamiento en su crecimiento a través del tiempo nos permite
seleccionar el tiempo en la fase exponencial en donde todas cepas comparten la

misma densidad poblacional. En este sentido los resultados del crecimiento
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microbiano medido por los cambios en la densidad 6ptica (600nm) y UFC-mL™
mostraron que la fase exponencial de O6ptima en donde las cuatro cepas
presentaban un crecimiento similar (3x10° UFC:-mL™) sin cambios significativos
fue a las 12h (Figura 15 a, b). Es importante indicar que la cepa ICA-01, fue la que
presenté un mayor crecimiento significativo a partir de las 48 h (P <0.05), hasta el

final del experimento con respecto a las otras cepas evaluadas.

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
15
1.0

0.5
0.0

o

-4ICA02Ba
SEFLLE = 16A03Bs
S BE+11 ==ICA04Ma
- =2-|CA01
€ 4E+11
2
514E+11
o 3E+11
[
3E+11
2E+11
2E+11
1E+11
5E+10
OE-01 [ oo o=~ —

-5E+10

Crecimiento bacteriano (600 nm)

Crecimiento bacteria

0 3 6 12 24 48 72
Periodo de incubacion (Horas)

Figura 15. Cinéticas de crecimiento de BSF aisladas. Determinacion de crecimiento
bacteriano en términos de densidad 6ptica (a) y recuento de UFC-mL™ (b).
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8.2.2 indice de solubilizacién

Una vez que se conocio la curva de crecimiento de las bacterias, se
adiciond un indculo ajustado en cajas Petri con Pikovskaya para poder determinar
el indice de solubilizacién (Figura 16) que fue observado durante 1, 3y 7 dias.

Los datos obtenidos de indice de solubilizacion (Cuadro 4) se obtuvieron a
partir del calculo realizado con la formula detallada en el apartado 7.3.1.1. Donde
se puede apreciar que el IS se va incrementando conforme pasa el tiempo de
incubacion, lo que indica que al séptimo dia las bacterias continuaron
solubilizando el fosforo insoluble del medio de cultivo. Los resultados también
mostraron que la cepa ICAO01 presenté cambios significativos en el IS (P<0.05),
con respecto a las otras cepas evaluadas desde inicio y hasta el final del
experimento. En el caso de las cepas ICA02Ba e ICA03Bs, los valores de IS, no
mostraron cambios significativos al inicio del experimento (P=0.05). Sin embargo,
al final del experimento la cepa ICAO2Ba fue la que presento un valor
significativamente mayor de IS con respecto a la cepa ICA03Bs e ICAO4Ma. En
contraste, la cepa ICA04Ma, fue la que presentdé cambios menores en los valores
de IS con respecto a las otras cepas evaluadas. En estudios similares realizados
en suelos alcalinos de Lucknow, India, en P. fluorescens (Nautiyal, 1999), se han
obtenido valores de IS menores que los observados en el presente trabajo. Por
otra parte, IS que alcanzaron las 4 BSF al tercer dia, es igual al de las cepas
aisladas por Alam et al.,, (2002), al séptimo dia, lo que indica un potencial
solubilizador mayor y mas eficiente. Segun la escala de clasificacion de Otalora
(2003) (Anexo 14), las cepas aisladas en este trabajo poseen una capacidad de
solubilizacion media y un inicio de solubilizacién precoz. Cabe sefialar que Ogut et
al., 2010 observaron que las cepas de Acinetobacter podian mantener la
capacidad solubilizadora a pesar de hacer hasta 6 cultivos consecutivos, lo cual es
consistente con las cepas aisladas en este trabajo; es decir, que no perdieron su

fenotipo solubilizador.
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Cuadro 4. indice de solubilizacion de las BSF en diferentes dias de incubacién

Periodo de incubacion Tratamientos
(Dias) ICAO2Ba ICA03Bs ICAO4Ma  ICAO1
1 2.572 2.562 2.47° 2.76¢
3 3.492 3.61° 3.02¢ 3.58d
7 3.912 3.85P 3.40P 4.38d

Resultados son expresados como medias de valores de cinco experimentos. Valores con
la misma letra dentro de cada linea son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

Incubacion
(dias)

ICAO2Ba

ICAO3Bs

ICAO4Ma

ICAO1

Figura 16. indice de solubilizacion de BSF en medio Pikovskaya.
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8.2.3 Acidificacion de medio

La solubilizacion de fosfatos, se ha visto frecuentemente atribuida a la
produccion de acidos organicos (Chung et al., 2005; Peix et al., 2004; Sundara et
al., 2002), por lo que la investigacion de qué tan capaces son las cepas aisladas
de acidificar el medio en el que se encuentran, resulta interesante. En el presente
estudio los resultados mostraron que todas las cepas afectaron los valores del pH
de manera significativa (P<0.05) con respecto al control desde las primeras horas
de exposicion (Figura 17). Siendo a las 24 horas en donde se observo que todas
las cepas ocasionaron un descenso significativo de los valores de pH de 7 a 5.5
con respeto al control (pH 7). No obstante, a las 48 y 72 h, las cepas ICAO01,
ICA02Ba e ICA03Bs presentaron un incremento en sus los valores de pH. No asi
con la cepa ICAO4Ma que una disminucion de los valores de pH de forma
significativa (P<0.05) con respecto a las otras cepas a partir de las 24 h y hasta el
final del experimento. Resultados similares fueron obtenidos por Fernandez et al.,
(2005) quienes estudiaron bacterias aisladas de distintas ciudades de Argentina,
indicando la competitividad que tiene el género Acinetobacter comparado con

otros géneros.
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Figura 17. Variacion de pH del medio de cultivo liquido inoculado con BSF y control sin
inéculo.
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8.2.4 Cuantificacién de fésforo soluble

La capacidad de solubilizacion de fésforo soluble en medio liquido, se
realiz6 por triplicado luego de un periodo de incubacibn maximo de 72 h de
crecimiento. Se consider6 como control la misma reaccion sin adicion de inéculo.
Los resultados indicaron que todas las cepas evaluadas presentaron la capacidad
de solubilizar el fosforo durante el periodo de incubaciéon (Figura 18). Siendo las
cepas ICA03Bs e ICA04Ma, las que mostraron los valores mas altos solubilizacién
de fosforo (P<0.05) con respecto a las otras cepas evaluadas. Es importante
seflalar que las 4 cepas aisladas, son capaces de al incrementar
significativamente, los valores de fosforo soluble con respecto al control. No
obstante, la cepa ICAO4Ma fue la que mostr6 un descenso estadisticamente
significativo del pH y el mayor valor en la solubilizacién de fésforo (Figuras 17 y
18, respectivamente); lo que es congruente con lo reportado por Hinsinger, 2001,
gue a mayor capacidad de acidificacion del medio, mayor solubilizacion de fésforo.
Resultados similares de fosforo soluble fueron detectados por Becerra et al.,

(2011) en bacterias procedentes de suelos acidos de Colombia.
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Figura 18. Cuantificacion de fésforo soluble en medio liquido por las BSF aisladas.
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8.2.5 Tolerancia a medio salino

La tolerancia a la salinidad es de interés especial en BSF provenientes de
zonas semi éridas, por lo que las cepas aisladas en este trabajo fueron
examinadas para analizar la tolerancia a medio salino en medio de cultivo liquido a
4 concentraciones de NaCl (0.01, 0.1, 0.5 y 1 M) que se mantuvieron en agitacion
constante de 100 rpm, durante 72 horas, se tomaron muestras para lecturas, en 4
intervalos de tiempo. Los datos obtenidos muestran que el crecimiento de todas
las cepas (Figura 19), se incrementd exponencialmente hasta las 24 horas de
crecimiento, en las 4 concentraciones de sal, con diferencias significativas entre
ellas (P<0.05). Posteriormente, decae la D.O. en las 4 cepas, a excepcion de la
concentracion 1 M de ICAO4Ma que continua en aumento la densidad poblacional
desde el inicio hasta el ultimo muestreo.

En términos de UFC'mL™, los datos de D.O. no mostraron el crecimiento
exponencial que se vio en la densidad O6ptica, por el contrario, se mantuvieron
bajos los recuentos, desde el inicio y hasta las 48 h, especificamente en ICA01 e
ICAO2Ba no presentaron diferencia significativa entre las 4 concentraciones de
NaCl evaluadas P<0.05).

Sin embargo, para el ultimo muestreo la concentracion que mostré tener un
efecto sobre el crecimiento bacteriano, fue la concentraciéon 0.1 M de NaCl. Cabe
sefalar que durante las mediciones, algunas cepas mostraron alta capacidad de
aglomeracion, por lo que a través del tiempo que iba disminuyendo la D.O, sin que
necesariamente las UFC'mL™ también lo hicieran; dicho fenémeno ha sido
ampliamente descrito por Klebensberger et al., (2007), donde postularon que las
células bacterianas tienen una capacidad importante de agregacion celular frente
a ambientes hostiles.

Los resultados obtenidos son congruentes con lo que tradicionalmente se
ha creido acerca de que los suelos salinos ejercen una especie de seleccion
natural, haciendo a los microorganismos tolerantes a la salinidad (Hua et al., 1982;
Douka et al., 1978); se sabe también que las bacterias que sobreviven a

ambientes salinos pueden colonizar exitosamente plantas que crecen bajo las
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mismas condiciones (Saleena et al., 2001); los resultados de este trabajo
confirman que el habitat natural de las cepas ejerce una presioén en la seleccion

para la tolerancia a la salinidad.

65



22 1E+14
=E 0.01 M NaCl ICA01 ICA01
20 0.1M NaCl 1E+14 { =& 0.01 M NaCl

0.5M NaCl =E 0.1M NaCl
¥ I== 1M Nacl 9E+13 [ & 05M NaCl
gE+13 | —& 1MNaCl

7E+13

6E+13
5E+13
4E+13
3E+13

/\ :: -

2E+13
02 -1E+13

Crecimiento bacteriano (600 nm)
Crecimiento bacteriano (UFCI'nL'l)

1E+13

3.0 4E+17

=0.01 M NaCl ICA02Ba 0,01 M NaCl ICA02Ba
=0.1 MNaCl 3E+17 301 M NaCl
251 5 0.5 M NaCl :

: =05M NaCl

=1 MNaCl 3E+17 1M Nacl

2E+17
15

2E+17

=
o

1E+17

Ind
o

5E+16

Crecimiento bacteriano (UFC mL™)

o
=)

=

OE-01

RUCTITISENo)
i o
(6]

-5E+16
1.1E11
==0.01 M NaCl ICAO3Bs ICAO03Bs
=0.1 M NaCl 1E11 }320.01 M NaCl

=0.5 M NaCl oE10 |01 M NaCl
=1 M Nacl

2.0

15

1.0 5

0.5 3

0.0

=£0.5 M NaCl
05 -1E10

w
o

w
=)

8E10 }==1M NaCl
7E10

N
«»

6E10
5E10
4E10
3E10
2E10
1E10

Crecimiento bacteriano (600 nm)
Crecimiento bacteriano (UFC 'mLY)

0

25 ICA04Ma 1E+11 ICA04Ma
001 M NeC| - 1E+11 | =001 M NaCl

. al ==0.1 M NaCl
20 [ =05M NaCl 9E+10

Z=0.5M NaCl
=1M NaCl 8E+10 ==1M NaCl

7E+10

6E+10

5E+10

1E+10

OE-01

-0.5 -1E+10
0 24 48 2 0 24 48 72
Periodo de incubacién (Horas) Periodo de incubacién (Horas)

15

1.0
4E+10
3E+10
2E+10

05

Crecimiento bacteriano (600 nm)

0.0

Crecimiento bacteriano (UFQm L‘l)

Figura 19. Efecto de 4 concentraciones diferentes de NaCl, a 4 intervalos de tiempo en el
crecimiento de 4 BSF cultivadas en medio liquido. A la izquierda se muestra crecimiento
bacteriano en términos de D.O. y a la derecha en UFC-mL™. Todos los puntos son
promedios de tres réplicas y las barras verticales indican desviacion estandar.
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8.2.6 Formacion de biopelicula

Se investigo la produccion de biopelicula de las cepas solubilizadoras de
fésforo, se midié dicha produccion a partir de un cultivo estatico de cada bacteria
a las 48 h de incubacion, teflido con cristal violeta (Figura 20a), se obtuvieron los
datos de DO con y sin tincion para obtener el dato denominado biopelicula
normalizada (Figura 20b). Parametro que relaciona el crecimiento bacteriano y la
formacién de biopelicula. La capacidad de formacion de biopelicula mostrd
cambios estadisticamente significativos entre las 4 cepas estudiadas (Figura 20 a,
b). En donde ICA03Bs, presentd un incremento significativo (P<0.05) con respecto
a los valores de las cepas ICA02Bs e ICA04Bs (Figura 20 b). En la misma figura
20 b, se puede observar que la cepa ICAO01 fue la que mostré el menor incremento
con respeto a las otras cepas evaluadas (P<0.05). No obstante, estos datos
evidenciaron la capacidad de formacién de biopelicula de las 4 BSF; lo cual es
importante a nivel de colonizacion de raices de plantas, ya que mediante ésta red
de exopolisacéaridos, las bacterias podrian ejercer una mejor colonizacion y con

ello una mayor formacion y elongacién de raices (Assmus et al., 1995).
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Figura 20. Formacion de biopelicula por las BSF aisladas, a las 48h de crecimiento
estatico. Cada barra representa el promedio de 9 mediciones con su desviacion estandar.
a) Tubos conteniendo biopelicula tefiida. b) Grafica de la cuantificacion de biopelicula
normalizada (DO de tincion de biopelicula/DO de crecimiento bacteriano).
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8.2.7 Cuantificacién de fitohormonas
8.2.7.1 Cuantificacién de acido indol 3-acético (AlA)

A partir de cultivos bacterianos, se cuantifico la presencia de AlA, las
concentraciones fueron calculadas luego de realizar mediciones de
concentraciones conocidas (curva patron) Anexo 5.

Los resultados mostraron que las 4 cepas solubilizadoras de fésforo, son
capaces de sintetizar AIA (Figura 21 a, b). No obstante, fue la cepa ICA02Ba la
que presento la mayor capacidad de produccién de AIA (46 pg'mL™) con respeto a
las otras cepas evaluadas (P=0.05). Las otras cepas aunque mostraron la
presencia de un incremento en la concentracion de AlA fueron muy similares entre
ellas ya que no hubo diferencia significativa entre ambas (Figura 21b). La
presencia de compuestos con el grupo funcional indol, los cuales son la estructura
quimica base de la ruta de biosintesis del acido indol-3-acético. Se ha observado
gue en rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal varias rutas de biosintesis
de AIA se han descrito dependiendo de los metabolitos intermedios (Spaepen et
al., 2007), la promocion de crecimiento es resultado indirecto de la estimulacion de
la via de las auxinas propiciada por la presencia de bacterias (Vacheron et al.,
2013).

AlA (ugmL1)
&

5 - T

=

ICABa02 ICAO1 ICAO3Bs ICAOAMA

Figura 21. Cuantificacion de AIA detectadas en sobrenadantes bacterianos. a) Reaccion
colorimétrica de la bacteria con el reactivo de Salkowski. b) Valores detectados por cada
aislado bacteriano.
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8.2.7.2 Cuantificaciéon de giberelina-3 (AG3)

Se cuantificd la produccion de AG; en las 4 cepas solubilizadoras de
fésforo, por medio de la técnica colorimétrica de Holbrook et al., (1981) (Figura
20). Los resultados obtenidos, indican que la bacteria que mayormente produjo la
fitohormona fue ICA02Ba (4.3 mg-mL™), seguida de ICA04Ma e ICAO1, entre las
cuales no hubo diferencia significativa (P<0.05) vy por ultimo ICA03Bs con la
menor produccion de GAjz (Figura 20b). Es importante la investigacion de la
sintesis de fitohormonas, en bacterias, debido a la importancia fisiolégica que
tienen, dicha produccion ha sido confirmada en numerosos géneros bacterianos
(Thuler et al., 2003; Bottini et al., 2004). La presencia de AIA y AG;3; en A.
calcoaceticus sugiere la existencia de rutas de biosintesis, similar a los observado
por Uma Maheswari et al., (2013), donde reportaron la produccién de AG, AlA 'y

citocininas por bacterias enddfitas.
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Figura 22. Cuantificacién de AG; detectadas en sobrenadantes de BSF. a) Accion del
HCI luego de su adiccion, durante el proceso de deteccion de giberelinas. b)
Representacion grafica de valores detectados de AG; por cada BSF.
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8.2.8 Efecto en germinacién de semillas

Para poner en evidencia el efecto de la produccion detectada de
fitohormonas, se evaluo el efecto de las bacterias solubilizadoras de fosforo sobre
la germinacion de semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.), chile (Capsicum
annuum L.) y pepino (Cucumis sativus L.), observadas durante un periodo de
incubacion realizada en cajas Petri, que funcionaron como camaras humedas para
cada tratamiento (Figura 23 y Cuadro 5). Los resultados mostraron que en el caso
de semillas de tomate y chile, hay diferencias significativas de longitud radicular
entre los tratamientos y el control (P=0.05) (Cuadro 5 y Figura 24), En pepino, los
tratamientos de ICA03Bs e ICAO4Ma no superaron la longitud del control, caso
contrario, el tratamiento con la cepa ICA02Ba, quien sobresalié con un 115% mas
que el control (Cuadro 5).

Al comparar los efectos de las bacterias en cada tipo de semilla, permite
crear la hipédtesis, de que la capacidad de promocién de crecimiento, dependera
del tipo de bacterias y semillas con el que se trabaje, ya que dentro de los factores
que contribuyen a la complejidad de la respuesta de la planta a la inoculacién, se
encuentra la variedad de la planta, ya que cada una responde de forma distinta a
la inoculacion (Bashan et al., 1996). Los resultados del presente trabajo son
similares a los observados por Diaz-Vargas, et al.,, (2001) donde se evalud el
efecto de 30 cepas bacterianas en la germinacion de lechuga (Lactuca sativa L.
var. Longifolia), en el que encontraron diferencias significativas entre los efectos
de los tratamientos que fueron desde cepas que tuvieron mismo efecto que el
testigo, hasta un 300% de aumento en volumen radical observada en otras cepas.
Otro caso de los efectos que pueden variar dependiendo de la semilla hospedante,
es el de la cepa bacteriana R1B (aff. Beijerienckia) que mostr6 efectividad en la
promocion de crecimiento en lechuga y capulin (Diaz, 1998; Manjarrez et al.,
1998), pero cuando fue aplicada a aguacate no mostré efecto positivo significativo,
por el contrario, el diametro de tallo y volumen radical fueron significativamente

menores al obtenidos en plantas control (Reyes et al., 1999).
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Las diferencias entre las semillas empleadas y las cepas inoculadas son
congruentes con la premisa de que muchas bacterias promotoras de crecimiento
vegetal pueden generar modificaciones a la composicion quimica y por lo tanto,
propiedades estructurales de las paredes celulares en raices (El Zemrany et al.
2006; Zhang et al.,, 2007). Los resultados sugieren que las bacterias aisladas
tienen el potencial para emplearse en la produccion de plantulas de interés
horticola.

Figura 23. Cajas Petri empleadas como cdmaras himedas durante experimentos de
germinacion.

Cuadro 5. Longitud de radicula (mm) de semillas de tomate, pepino y chile.

Periodo de incubacion (Dias)

Tratamientos 10 10 24
Tomate Pepino  Chile

Control 86.52 1674 34a

ICAO2Ba 97b 192b 80P

ICAO3Bs 102¢ 1702 99c

ICAO4Ma 109d 1492 77d

ICAO1 102¢ 186¢ 88e

Resultados son expresados como medias de valores de 30 repeticiones. Valores con la
misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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Tomate (10 dias) Pepino (10 dias) Chile (18 dias)

ICA03Bs |
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ICAO2Ba
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Figura 24. Longitud radicular de semillas inoculadas con BSF. a) y b) Radiculas de
tomate y pepino, respectivamente, a los 10 dias de incubacion. ¢) Radiculas de chile
observadas a los 18 dias. Las lineas rojas indican el limite de crecimiento de cada
radicula. La escala observada indica cm.

8.2.9 Efecto en promocidon de crecimiento en plantulas de pepino por
BSF

De las cuatro cepas aisladas solubilizadoras de fosforo, se eligieron 2 para
inocularse en semillas de pepino, en base a lo observado durante la
caracterizacion de las bacterias y la evaluacion del efecto en longitud radicular. Se
consideraron los siguientes tratamientos: Ba (inoculado con la cepa ICA02Ba), Bs
(inoculado con la cepa (ICA03Bs), Ba:Bs (inoculado con cepas ICAO2Ba e
ICAO3Bs 1:1) y Control (sin inocular). Se registraron los datos de longitud
radicular, altura y diametro de tallo y pesos fresco y seco, a los 28 dias de
crecimiento (Cuadro 6). Los resultados fueron congruentes con lo observado en el
apartado anterior, es decir, el tratamiento que contenia ICABa02, sobresali6 en los
parametros medidos, mientras que Bs no tuvo una diferencia significativa con el
control.

Es interesante lo visto en Ba:Bs que presentd iguales o mayores
mediciones en cada variable, comparado con el control y los tratamientos con una
sola cepa, lo que indica la importancia de la experimentacion con inoculantes
combinados (mas de una sola cepa de bacterias solubilizadoras de fosforo).
Resultados similares han sido descritos en donde indican que la co-inoculacién
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con microorganismos favorece un mejor desarrollo de la planta, resultado de un
efecto sinérgico (Belimov et al., 1995; Zaidi et al., 2003; Han et al., 2006).

Cuadro 6. Crecimiento en plantulas de pepino inoculadas con dos cepas de BSF los 28
dias de inoculacion.

Longitud  Altura de Diametro de  Peso Peso

Tratamientos radicular tallo tallo fresco Seco
cm) | (mm) | (@)

Control 502 732 1.962 0.92a 0.052

Ba 502 88.57 1.892 1.04b 0.062

Bs 51.72 Q0P 2.052 0.932 0.052

Ba:Bs 55b 92.50b 2.34b 1.06° 0.07b

Resultados son expresados como medias de 21 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

8.2.9.1 Efecto en promocion de crecimiento en plantulas de pepino por
3 dosis de una BSF

De acuerdo a los resultados del apartado anterior, donde se observé la
capacidad de la cepa ICA0O2Ba por promover crecimiento vegetal en pepino, se
propuso investigar el efecto de tres dosis crecientes de la cepa ICA02Ba,
denominadas a, By v (1x10%, 1x10° y 1x10'? respectivamente) e inoculadas a
semillas de pepino, como control se plantaron semillas sin inocular. En trabajos
previos se ha visto que los casos exitosos de promocion de crecimiento mediado
por microorganismos, tiene que ver con el nivel optimo de células en el inoculante
(Okon y Labandera-Gonzalez, 1994). Existe antecedente de la inoculacion de
pepino con BSF con resultados favorecedores (Pérez-Rosales, 2012), sin
embargo, resulta interesante saber qué sucede cuando se aplican distintas dosis
de BSF a las semillas de pepino (Cuadro 7), lo que llevé a este trabajo a medir

parametros fisiologicos (altura de tallo, area foliar, longitud radicular y datos de
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germinacion) y bioquimicos (AGs y AlA en hoja, tallo y raiz) medidos a los 30 dias
de incubacion.

En los resultados se observaron variables medidas en los tratamientos que
no presentan diferencia significativa con el control (P<0.05), entre los cuales estan:
altura, peso fresco, peso seco y GA3 en raiz; lo que puede ser indicativo de que se
requieran dosis continuas de inéculo para que se conserve el efecto promotor de
crecimiento mediado por los microorganismos, como lo ha sugerido (Jurkevitch et
al., 1992) que sefalaron que la composicion y tamafio de la poblacién microbiana,
influye directamente en la nutricion de las plantas. En tanto a al incremento de las
concentraciones de hormonas detectadas, en tres secciones de la planta, se
cuantific6 mayor cantidad de GAsz en hoja y raiz, y de AlA sucedio en tallo y raiz,

comparadas con el control (P<0.05).

Cuadro 7. Parametros fisiolégicos, microbiolégicos y bioquimicos medidos a los 30 dias
de incubacion de plantulas inoculadas con 3 dosis de la cepa ICA02Ba.

Tratamientos
Variables medidas

Control a ¢] Y

Altura 39.502 39.502 40.332 43.832

Longitud radicular (mm) 56.332 52.67° 47.00° 58.33¢

Diametro de Tallo 5.002 6.00° 5.67¢ 6.33¢
Area foliar cm? 3852.062 4780.302 3666.812 5317.35P

Peso Fresco g 7.092 7.022 6.682 6.432

Peso Seco 0.352 0.382 0.402 0.492
Recuento bacteriano _YFC-g™ 02 9.33E+05"  4.67E+05¢  3.00E+05¢

Hojas verdaderas Numero 3.502 5.50P 5.00° 5.67°

GazHoja 1.742 2.15b 1.92b 2.17¢

Ga; Tallo 1.112 0.83° 1.072 0.74¢

Ga; Raiz ug-mL-: 0.482 0.662 0.572 0.762

AlA Hoja 11.882 4.50b 9.63¢ 5.964

AlA Tallo 7.172 5.48b 9.04b 8.272

AlA Raiz 7.95% 3.37° 9.20° 4524

Control (Control negativo): sin indculo bacteriano
Resultados son expresados como medias de 30 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada linea son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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8.3 Evaluacién de cepas de Bacillus
8.3.1 Carécter antagonico frente a fitopatdogenos

En el presente estudio, se evalud la capacidad de las cepas de Bacillus
aisladas, para inhibir el crecimiento de fitopatégenos en cajas Petri con el método
de cultivo dual y algunas variantes que se disefiaron en este trabajo (Anexo 7),
con el objetivo de identificar el mecanismo (S) que poseen las bacterias para
inhibir el crecimiento de hongos patdgenos. Los fitopatdgenos empleados en este
trabajo fueron 5 especies pertenecientes al género de Fusarium: nygamai,
oxysporum, equisseti, solani y solani hb éste ultimo fue aislado e identificado en
este trabajo (descrito en apartado 8.1.3). Durante un periodo de 9 dias se
incubaron los cultivos duales a 30°C y se obtuvieron los porcentajes de inhibicion
de crecimiento (Figuras 25-28).

Los resultados del presente trabajo mostraron que cuando se realizaron
cultivos duales en el modelo cuadro (empleando cultivo bacteriano total), en todos
los casos, hubo una disminucion de crecimiento del patégeno, que va desde el 10-
80% a comparacion del control (hongo sin presencia de bacteria), las 3 cepas de
Bacillus resultaron ser mas eficientes ante F. oxysporum, donde alcanz6 su
maximo de inhibiciébn del 70% desde los tres dias de incubacion (Cuadro 8 y
Figura 25). Lo que indico que las cepas de Bacillus son capaces de disminuir el
crecimiento del fitopatégeno, incluso desde los primeros 3 dias de incubacion, el
efecto se conservd y aumento al periodo final de incubaciéon que fue de 9 dias.

Este modelo permiti6 generar la hip6tesis de que el mecanismo por el cual
la bacteria inhibe el crecimiento del fitopatdgeno requiere de la presencia de
células bacterianas vivas; lo cual es importante para conocer la forma se requiere

tener a Bacillus en la rizosfera.
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Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de 5 especies de Fusarium provocado
por 3 cepas de B. subitilis, observados a 3, 6 y 9 dias de incubacién, en el modelo cuadro.

B.subtilis 1 B. subtilis 2 B.subtilis 3

Fitopatégeno

3 6 9 3 6 9 3 6 9

F.nygamai 49340 50002 39.76° 55922 83.00% 83.00° 40.79% 53.612 54.822
Fequisseti 13330 3700 6566 3333 2603 000° 3167° 67.81° 71.08°
Fsolani  3175c  4366° 27.70° 20.69° 51.41° 48.80° 25.00° 42.25¢ 21.08°
F.oxysporum g7 654 7048 6506 71.32¢ 71.08% 66.879 73530 72209  71.69
Fsolanihb 1311 44532 13.86¢ 1148! 4453  0.00° 22.95° 53.13%  46.99¢

Resultados son expresados como medias de 30 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

F.nygamai F.eguisseti
I 1 I
Control B. subtilis1 B. subtilis 2  B. subtilis 3 Control B. subtilis1 B. subtilis 2 B. subtilis 3

Dia3

Dia6

Dia9

Dia3

Dia3

Dia6

Dia9

Figura 25. Crecimientos duales de 3 cepas de B. subtilis aisladas en este trabajo
(antagonistas) y 5 de Fusarium (patdogeno) en el modelo cuadro. Control: sin inoculo
bacteriano
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En el modelo confrontacion (Cuadro 9 y Figura 26), se observé que todas
las cepas de B. subtilis aisladas presentaron, una inhibicion del crecimiento solo
contra F. equiseti, en el que inhibié desde un 20 a un 45% comparado con el
control. Lo que nos dice que las bacterias probadas sintetizan ciertos compuestos
volatiles que disminuyen el crecimiento del patdgeno. Sin embargo, el cultivo dual
de B. subtilis 3 con F. oxysporum, se observé un biocontrol negativo del 84%, lo
que indica que Bacillus subtilis 3 de posee compuestos volatiles que aceleran el
crecimiento del patdgeno, como lo han sugerido Kloepper, (2004) y Gutierrez-Luna

et al., (2010), de acuerdo a sus investigaciones realizadas con cepas de Bacillus.

Cuadro 9. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de 5 especies de Fusarium provocado

por 3 cepas de B. subtilis, observados a 3, 6 y 9 dias de incubacion, en el modelo
confrontacion.

B.subtilis 1 B.subtilis 2 B.subtilis 3
3 6 9 3 6 9 3 6 9

Fitopatdogeno

F.nygamai 5262 0002 0002 1322  0.00*® 000® -5262 0,002  0.002
F.equisseti 33330 4521p 18.07° 20.00P 31.51 42.08> 4500° 52.74> 33.73P
F. solani 0.00¢ 15.49>  0.002 -3.13¢ 5.63¢ 0.002 -6.25¢ 9.15¢ 0.002

F.oxysporum 1776d 0,002 0.002 4419 0.002  21.69¢  8.82d 0.002  -84.44¢
F.solanihb  492¢  4p69¢ 0.002  1.64¢ 3.91¢  0.002 8204 7.819  0.002

Resultados son expresados como medias de 30 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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F.nygamai F. equisseti

Control ~ B. subtilis1 B. subtilis 2 B. subtilis 3 Control ~ B. subtilis1 B. subtilis 2 B. subtilis 3
Dia4 Dial
Dia9 Dia5
Dia4 Dia9
Dia3
Dia9
Dia6
Dial
Dia9
Dia5

Figura 26. Crecimientos duales de 3 cepas de B. subtilis aisladas en este trabajo
(antagonistas) y 5 de Fusarium (patégeno) en el modelo cuadro. Control: sin inéculo
bacteriano

Por otra parte, para conocer si los metabolitos secundarios generalmente
lipopéptidos con actividad antibidtica son excretados o si se requiere a la célula
bacteriana viva para su produccion. Por lo consiguiente se realizé un cultivo dual
denominado pozos, lisis celular (Cuadro 10 y Figura 27).

Los resultados mostraron que la cepa 1 fue capaz de inhibir el crecimiento
fungico, contra los 5 patdégenos a los tres y seis dias. No obstante su efecto
presento variaciones y unicamente mostrd un efecto significativo de inhibicién con
F.oxisporum al final del experimento (P<0.05). En el caso de las cepas 2y 3, no se
observé una inhibicién significativa del crecimiento de los fitopatégenos evaluados
(P=0.05) al final del experimento. Lo que indicé que solamente la cepa 1, tuvo la

capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos, mediante la sola presencia del
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metabolito, y no asi de las cepas 2 y 3, que al parecer requieren la presencia de la
célula bacteriana para ejercer una inhibicion de crecimiento sobre el patdgeno.
Otros investigadores han observado la capacidad de Bacillus subtilis de sintesis
de compuestos bioldégicamente activos con amplio espectro contra patégenos, asi
como también otros Bacillus con potencial para emplearse como agentes
biocontrol (Nagorska et al., 2007).

Cuadro 10. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de 5 especies de Fusarium provocado
por 3 cepas de B. subtilis, observados a 3, 6 y 9 dias de incubacion, en el modelo pozos.

B.subtilis 1 B.subtilis 2 B.subtilis 3
3 6 9 3 6 9 3 6 9
F.nygamai 34.212  21.692 0.002 34.212 0.002 0.002 34.212 27.712 0.002
F.equisseti 2333> 3151°  0.002 16.67° 10.96®  0.002 26.67° 24.66°  0.002

F.solani -9.38¢ 8.45°¢ 0.002 -9.38¢ 8.45¢ 0.002 -9.38¢ 8.45¢ 0.002
F.oxysporum 67.65¢ 57.83¢ 45.78> 63.249 63.86¢ 0.002 61769 55424 -33.33°

F.solanihb 328 -156°  0.002  0.00° -156° 0.002 -3.28¢  2.34°  0.002

Fitopatdogeno

Resultados son expresados como medias de 30 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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F.nygamai F.equisseti

| 1 1 1
Control B. subtilis1  B. subtilis 2  B. subtilis 3 Control B. subtilis1  B. subtilis 2 B. subtilis 3

Dia4

Dia9

Dia3

Dia9

Dia3

Dia 6

Dia 9

Figura 27. Crecimientos duales de 3 cepas de B. subtilis aisladas en este trabajo
(antagonistas) y 5 de Fusarium (patdgeno) en el modelo pozos. Control: sin in6culo
bacteriano

En el cuadro 11 y figura 28 se observan los resultados obtenidos en el
modelo papel (uso del sobrenadante) donde se probé la capacidad de inhibicion
de crecimiento del filtrado de cultivos bacterianos de las cepas de B. subtilis contra
los patdgenos. Los dato muestran que a los 9 dias de incubacién, la cepa 2 fue
capaz de inhibir a F. nygamai y F. solani hb, en un 55 y 45%, respectivamente.
Por su parte las cepas 1 y 3 solamente inhiben el crecimiento de F. solani hb en
un 40 y 45%, respectivamente al final del experimento. Lo que indica que los
sobrenadantes de las 3 cepas de Bacillus son efectivos para inhibir el crecimiento
de los fitopatdgenos, lo que se traduce en considerar la presencia de compuestos
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antifingicos en las cepas que son capaces de afectar a F. solani hb. Existen
diversos estudios que se han enfocado a estudiar los compuestos que pudieran
secretar las bacterias, que afectan la pared celular de fitopatbgenos. Se han
observado compuestos extracelulares como quitinasa y laminarinasa, capaces de
lisar micelio de F. solani (Gaur et al; 2004), lo que podria explicar, la accion de las

3 bacterias de este trabajo contra la cepa de F. solani hb.

Cuadro 11. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de 5 especies de Fusarium provocado
por 3 cepas de B. subtilis, observados a 3, 6 y 9 dias de incubacion, en el modelo papel.

B.subtilis 1 B. subtilis 2 B.subtilis 3
3 6 9 3 6 9 3 6 9

Fitopatégeno

F.nygamai 5.92a  0.002 0.002 5.262 53.612 54.822 -3.292 0.002 0.008
F.equisseti  2000b -6.16b 0.002 1.672 -9.59b 0.00b 5.00b -9.59b 0.002

F.solani 6.258  2.82c 0.002 -4.69b -1.41c 0.00b -3.132 0.002 0.002
F.oxysporum 13.24c 0.00d 0.002 5.882 0.00d 0.00b 5.15b 0.002 0.002

F.solanihb 54504 57.03e 43.98°  0.00c 52342 4277c  19.67c _ 50.78°  45.78P

Resultados son expresados como medias de 30 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

En general, se puede decir que de acuerdo a los resultados observados en
los 4 modelos de antagonismo observados, las 3 cepas de Bacillus presentaron un
buen desempefio en las pruebas antagonicas in vitro, resultado esperado ya que
las especies del género Bacillus han sido reportadas como efectivos
biocontroladores de mudltiples fitopatégenos por su capacidad de producir varios
antibiéticos de amplio espectro, caracteristica que ha permitido utilizarlos como
fungicidas comerciales (Martin y Travers, 1989; Meadows et al. 1992; Bernal et al.,
2002; Lee et al., 2006).
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F.nygamai F. equisseti

I 1 | I, I, '
Control ~ B.subtilis1  B. subtilis 2  B. subtilis 3 Control .subtilisl  B.subtilis2 B. subtllis 3

Dia6

Dia9

Dia9

Dia3

Dia 9

Figura 28. Crecimientos duales de 3 cepas de B. subtilis aisladas en este trabajo
(antagonistas) y 5 de Fusarium (patdégeno) en el modelo papel. Control: sin inéculo
bacteriano

8.3.2 Amplificacién de genes lipopeptidicos

Una vez observado el efecto in vitro de las B. subtilis aisladas, se realiz6 la
basqueda de 3 genes (shoA, ituA y gk) que codifican para los antibiéticos
subtilosina, iturina y subtilisina, respectivamente, A excepcion de la cepa 2, donde

solo se observaron los genes sboA y gk. En la figura 29 se observa la
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amplificacion de dichos genes en las cepas de Bacillus 1, 2 y 3. Se decidi6 realizar
la busqueda de este tipo de antibidticos debido a su importancia biotecnoldgica,
por ejemplo, se sabe que los lipopéptidos de la familia de iturinas, como la iturina
A presentan actividades antagonicas especificas hacia hongos patdgenos, pero no
contra bacterias (Maget-Dana y Peypoux, 1994; Ongena y Jacques 2005). Asi
mismo, se ha observado que los lipopéptidos muestran actividades hemoliticas, lo
cual es relevante como un sistema de pre-busqueda para identificar actividades
fungitoxicas.

En el apartado anterior, se observé que las cepas de Bacillus 1 y 3 poseen
un desempefio positivo de inhibicion contra Fusarium, probablemente por la
capacidad que tienen de secretar antibiéticos lipopéptidos como la Iturina, cuyo
mecanismo de accion va dirigida sobre la permeabilidad de la membrana y la
composicién lipidica de la célula fungica, de tal forma que inhibe el crecimiento
micelial y la esporulacion del hongo (Gong et al.,, 2006; Duitman et al., 1999;
Romero et al., 2007). La cepa B. subtilis 2, no produjo iturina, sin embargo, al igual
que las cepas 1 y 3, posee los genes que codifican para subtilisina y subtilosina
(gk y sboA, respectivamente), las cuales al tener capacidad proteasa y
bacteriocina, respectivamente, inducen a la permeabilidad del citoplasma de las
células que conforman las hifas, también inhibe la germinacién de conidios, asi

como la formacion del micelio vegetativo del hongo (Bapat y Shah, 2000).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Pozo  Contenido
1 Marcador 1Kb
2 sboAen B. subtilis 1

10000
6000

3000
2500

2000 3 shoAen B. subtilis 2
1500 4 shoAen B. subtilis 3
1000

750

5 gkenB. subtilis 1
6 gken B. subtilis 2

| [l [l

500

~

gken B. subtilis 3

ituAen B. subtilis 1
250

|

o o

ituAen B. subtilis 3

Figura 29. Amplificacion de genes codificadores de antibidticos polipeptidicos en
bacterias antagonicas. Abreviaturas: Marcador molecular (M), sboA (2, 3y 4), gk (5,6y 7)
eituA (8y9).
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8.3.3 Cuantificacién de fitohormonas

Se determiné la produccion de fitohormonas por parte de las cepas de
Bacillus subtilis aisladas en este trabajo, se obtuvieron datos que comprueban la
produccion de AIA y AGs que se muestran en el Cuadro 12. En los resultados
obtenidos se observé que B. subtilis 3 produjo de manera significativa el doble en
cantidad de AIA, comparada con las otras dos bacterias (P<0.05). Resultados
similares han sido previamente reportados por Idriss et al., (2002), quienes
detectaron altos niveles de AIA en filtrados de cultivos celulares de cepas de B.
amyloliquefaciens y subtilis. Ademas, cabe sefalar que existen trabajos previos de
cepas de Bacillus que promueven el crecimiento de plantas por la acumulacion de
hormonas como AIA y AG; (Archipova et al., 2005). Entre los mecanismos de
promocién de crecimiento vegetal que tienen las bacterias, se encuentra la
habilidad de producir fitohormonas, antagonismos frente a fitopatdgenos
(Lugtenberg y Kamilova, 2009); ademas se sugiere que las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal pueden prevenir los efectos deletéreos del estrés
ocasionado por el ambiente (Paul y Nair, 2008); por lo cual result6 interesante la
investigacion de cepas de Bacillus que poseian éstas capacidades.

Debido a que las 3 cepas solubilizadoras de fosforo también son
productoras de AIA y AGgs, es importante resaltar la importancia que tienen las
bacterias cuando son capaces de sintetizar fitohormonas, debido a que como se
sabe, las plantas las requieren en todo momento para regular se crecimiento y
desarrollo a nivel celular, en tejidos y érganos, es decir, en toda la planta
(Dobbelaere et al: 2003). Dichos compuestos son activos en las plantas y estan
extremadamente regulados, por lo tanto se han investigado profundamente y se
sabe que numerosas bacterias asociadas a plantas son capaces de sintetizarlas,
por lo que se cree que ésta capacidad bacteriana surgio desde el inicio de la
interaccion bacteria-planta, para reforzar tal teoria, existen estudios de las
diferencias del comportamiento de aislados bacterianos en relacibn a la
proximidad de plantas, en donde se observo que la efectividad de las bacterias

para producir fitohormonas es directamente proporcional a su cercania con el
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tejido vegetal en el suelo de donde fueron aisladas (Fuentes-Ramirez y Caballero-
Mellado, 2005).

Cuadro 12. Cuantificacion de AlA y AG; producidos por cepas de B. subtilis.

AlA AG;
CEPAS (ugmL-Y)

B. subtilis 1 0.522 1.632

B. subtilis 2 0.71b 1.96P

B. subtilis 3 1.64° 1.66°

Los resultados son expresados como medias de valores de cinco experimentos. Valores
con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey
(P<0.05).

8.3.4 Anélisis morfoldgico por microscopia de fuerza atdmica de la
interaccion Bacillus-Fusarium

Existen pocos estudios que involucren, la evaluacién de los cambios en el
proceso de interaccion bacteria-hongo, a nivel morfologico, especificamente en la
topografia de los cambios estructurales de la pared celular del hongo patégeno al
interactuar con B. subtilis. EIl andlisis por microscopia de fuerza atbmica permitio
registrar el efecto de la accién antagénica sobre la topografia de la pared celular
del hongo. En donde los cambios fueron la presencia de cambios en la longitud y
alturas (maxima y minima) de la superficie del hongo (Cuadro 13). La presencia
de las cepas B 1 y B2 aunque se observo un cambio en las variables evaluadas
estas no fueron significativas (P=0.05), para la presencia de una plasmdlisis
celular (Cuadro 13 y Figura 30). En contraste la cepa B3 presentd cambios en la
longitud y altura, que consistieron en una disminucion significativa de la longitud y
altura minima (P<0.05), con un incremento marcado en la altura maxima
comparado con las otras cepas. Resultado posible del efecto biolégico de B3
sobre la pared celular del hongo, que causo una plasmdlisis celular. Similares

resultados han sido observado por Etchegaray et al. (2008), quienes encontraron
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gue B. subtilis puede generar un dafio a nivel de membrana con la formacién de
canales transmembranales que genera lisis celular.

Por otra parte, en la cepa B3 la presencia de los lipopéptidos como iturina
podria desorganizar la membrana citoplasmatica del hongo y asi inducir una
liberacién de iones vitales como K™y el desequilibrio osmético interno (Hsiech et
al.,, 2008). Son varios los trabajos que han investigado las propiedades
antimicrobianas de Bacillus en relacidon a la produccion de lipopéptidos debido a
su capacidad antifangica exhibida (Hsiech et al., 2008; Ahmad et al. 2008; Zhao et
al., 2010; Glick 1995;). Con los resultados in vitro y microscépicos en este trabajo,
se puede fundamentar el uso de Bacillus como agente biocontrol; ademas las
cepas de Bacillus son el biocontrol mas efectivo de mdltiples enfermedades de

plantas debido a su larga vida de anaquel (Lee et al., 2006)

Cuadro 13. Valores de longitud, alturas méxima y minima de estructuras fungicas
observadas con MFA. Cada barra representa el promedio de 3 mediciones

Tratamientos Longitud L. Altura(pm), :
(um) Maxima Minima
Control 18.32 1156.72 823.02
F.solani hb + B. subtilis 1 15.7b 2032.7P 650.0P
F.solani hb -B. subtilis 2 16.30 1512.7¢ 949.32
F. solani hb -B. subtilis 3 11.0¢ 1236.32 210.3¢

Los resultados son expresados como medias de valores de 3 mediciones. Valores con la
misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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n Vista 4D Vista 2D Perfil de elevacion Cultivo dual

Control
(F. solani)

F. solani/
B. subtilis 1

F. solani/
B. subtilis 2

F. solani/
B. subtilis 3

Figura 30. Cambios en la morfologia de F. solani hb observados a las 48 h de interaccion
con 3 cepas de B. subtilis. a: Imagenes obtenidas con software de MFA vy fotografias de
cultivos duales en modelo cuadro a los 9 dias de incubacién a 30°C, se sentaron a una
concentracion de 10° conidios: mL™ (extremo derecho). Las flechas rojas, verdes y azules
de las imagenes de vista 2D, corresponden a los puntos esquematizados en el perfil de
elevacion.

8.3.5 Valoracién de plantulas de algoddn tratadas con Bacillus ante la
presencia de Fusarium

Estudios previos han revelado que existen bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, capaces de producir 4cido giberélico o de controlar los niveles
de la hormona en plantas (Richardson et al., 2009; Dodd et al., 2010). Los
resultados observados en este trabajo indican que la presencia de Bacillus
provoca un efecto de proteccion a la planta contra el patdgeno, como se puede
apreciar en el Cuadro 14. El tratamiento control+Fshb, registré un dafio radicular
del 57.9%, que comparado con el tratamiento Mix+Fshb, disminuyd
significativamente (P<0.05) a un 15.7%, asi como una reduccion significativa

(P<0.05) en la longitud de radicula necrosada en los tratamientos Mix+Fshb y
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B1+Fshb, comparados con Control+Fshb (Cuadro 14 y Figura 28). Dichos
resultados son congruentes con el estudio realizado por Corrales et al., (2011), en
el cual aislaron cuatro Bacillus sp, que presentaron efecto biocontrolador bajo
condiciones de invernadero sobre Fusarium sp, en romero, al disminuir la
severidad de la marchitez vascular por debajo del 50%.

En cuanto a la presencia del efecto de las cepas de B. subtilis sobre el area
foliar, los resultados mostraron que B3+Fshb presenté mayor area foliar (11.42
cm?), comparada con Control+Fshb (4.17 cm?). Por su parte, los tratamientos B3
(13+1cm) y Mix (11+1.73 cm) causaron cambios significativos en longitud de tallo
comparado con el control (8.67+0.58 cm). Caso contrario en el tratamiento B1, se
observé un efecto negativo significativo (P<0.05), en la longitud del tallo con
respecto al control (Cuadro 14). Lo observado en éste experimento, valida los
resultados obtenidos in vitro y lo sefialado en la literatura acerca de las bacterias,
demostrando asi, que el empleo de Bacillus subtilis, puede ser una alternativa
eficiente para el manejo de Fusarium solani, para futuros trabajos, se recomienda
evaluar en fase de campo las tres cepas de Bacillus, aislados en este trabajo con
el fin de comprobar su efecto biocontrolador.

En cuanto a los cambios en la concentracién de fitohormonas (AIA y AG3)
en las plantulas de algodoén, se observd que los tratamientos que poseen las 3
cepas de B. subtilis, son mayores al control, de forma significativa (P<0.05). Lo
que indica que la presencia de los Bacillus, puede influenciar los niveles de éstas
hormonas en la planta. Lo que pudiera desencadenar en un mecanismo de
promocion de crecimiento de las bacterias que se le conoce como método directo
de promocion de crecimiento. El cual la bacteria puede influir positivamente en el
crecimiento de la planta por medio de la sintesis y excrecion de sustancias
fitoestimuladoras (Ahmad et al., 2008). Las bacterias del género Bacillus sintetizan
una gran diversidad de hormonas como auxinas (ldris et al., 2002) y se ha
observado efecto positivo en germinacién de semillas de maiz y curvatura de
coleoptilo (Ambreen y Shahida, 2010).

Por otra parte, el efecto promotor de crecimiento observado en los

tratamiento infectados con F. solani hb, previamente tratados con Bacillus 3 y Mix,
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siempre resultaron ser significativamente mayores (P>0.05) que el control
(Control+Fshb), En tanto al dafio observado en los mismos tratamientos, siempre
fue menor (P<0.05) al registrado en el Control+Fshb (Cuadro 14). Lo anterior
indica un efecto estimulador de crecimiento indirecto, por parte de Bacillus, (de
forma particular y sinérgica), de de acuerdo con Glick (1995) y Ahmad et al.,
(2008), los métodos indirectos son aquellos donde la bacteria sintetiza antibioticos
u otros compuestos que tienen un efecto inhibitorio sobre organismos
fitopatdgenos. Por lo descrito anteriormente, se puede decir que las cepas de
Bacillus poseen la capacidad de promocion de crecimiento mediante mecanismos
directos e indirectos.

Las cuantificaciones de antioxidantes, flavonoides y fenoles (Cuadro 15) en
cada uno de los tratamientos, presentaron diferencias significativas (P>0.05)
comparadas con ambos controles (Control y Control+Fshb), lo que se traduce en
el papel que pueden tener las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en la
promocion de crecimiento de las plantas y el desarrollo de resistencia contra
agentes patégenos, conocida como resistencia sistémica inducida (ISR) (Kloepper
et al., 1980; Kloepper et al., 2004; Haynes y Swift, 1990; Jain et al., 2013). Por lo
que las bacterias podrian ayudar a la planta en condiciones de estrés, mediante la
produccién de osmoprotectantes, mediante el mecanismo conocido como
tolerancia sistémica inducida (IST) (Choudhary, 2012).

Cuadro 14. Datos fisiolégicos medidos en las plantulas de algodén pretratadas con
Bacillus y expuestas posteriormente a F. solani hb.

. Radicula  ; . Raices Puntosde Dafio
. Radicula Tallo Areafoliar . . S, .
Tratamientos necrosada Secundarias infeccién radicular

(cm) | m2 | | )

Control 292 8.672 02 10.772 38.672 02 02

Bl 220 7.672 0a 9.07> 15b 0a 0a

B2 14.67¢ 82 0a 7.20¢ 20¢ 02 02

B3 25.33d 13 0a 8.90P 25d 02 02

Mix 23.33¢ 11p 0a 13.47¢ 29.67¢ 02 02
Control + Fshb 8.33f 9.332 12.67° 4.70d 13f 7.67° 57.94b
B1+Fshb 11.33¢ 92 3.67¢ 9.53e 8.33¢ 2.83¢ 25.08¢
B2+Fshb 8.33f 92 9.67d 6.43f 19¢c 6.670 38.144
B3+Fshb 9.67* 8.672 15.33¢ 11.43¢ 21.33¢ 3.00¢ 53.09v
Mix + Fshb 11.679 10.67° 3.67¢ 9.13p 29.67¢ 3.67¢ 15.74¢

Resultados son expresados como medias de 21 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).
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Cuadro 15. Datos bioquimicos medidos en las plantulas de algodon pretratadas con
Bacillus y expuestas posteriormente a F. solani hb.

Tratamientos AlA AG3 Antioxidantes Flavonoides Fenoles
pg-mL? | mg-L!

Control 5.392 1.262 1.102 4.392 1.562
B1 9.78b 1.07b 0.93° 2.45b 1.48b
B2 6.12° 2.53¢ 141° 3.19¢ 1.69¢
B3 14.65¢ 1.734 1.21d 1.95d 1.51d
Mix 6.83¢ 0.83¢ 1.15¢€ 0.49¢ 1.41¢
Control + Fshb 5.392 1.41f 1.32f 3.03¢ 1.92f
B1l+Fshb 6.09° 1.249 1.03¢ 0.86f 1.349
B2+Fshb 7.41¢ 1.58h 1.20" 1.629 1.79"
B3+Fshb 6.55P 2121 1.06' 2.05d 1.50d
Mix + Fshb 5.434 1.94 1.11 2.18" 1.59

Resultados son expresados como medias de 21 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada columna son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

g} Control B1
+Fshb + Fshb

ett—
B1 +Fshb B2 +Fshb B3 +Fshb Mix +Fshb
]

Figura 31. Plantulas de algoddn a los 28 dias de crecimiento pretratadas con Bacillus y
expuestas posteriormente a F. solani hb. Plantulas completas (a), dafio a nivel de foliar de
los 10 tratamientos (b) y dafio radicular en tratamientos que fueron expuestos al patégeno

(©).
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8.4 Inoculacién de algodén con cepa A. calcoaceticus ICAO2Ba a nivel de
campo

Se obtuvieron resultados de 3 muestreos de cada tratamiento establecido
en la parcela experimental (Figura 32 y 33), en tres fechas distintas (Cuadros 16,
17 y 18, respectivamente). En el primer muestreo se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre ICAO2Ba y el control, en todos los parametros
medidos, a excepcion del nimero de raices secundarias que no presenté cambios
significativos (Cuadro 16).

En cuanto a los parametros que indican mayor crecimiento vegetal, como
longitud radicular y alturas aérea y total fueron mayores significativamente
(P=<0.05) en el tratamiento, comparados con el control. Lo cual indica que a ésta
primera fecha de muestreo, la BSF ejerci6 una influencia positiva sobre el
crecimiento de las plantulas inoculadas. Los resultados presentados son similares
a los obtenidos por Fallik et al., (1994); Del Gallo y Fendrik, (1994); Levanony y
Bashan, (1989), en los que se muestran efectos positivos de la inoculacion a nivel

de campo, en parametros de elongacion de raiz y tallo.

Cuadro 16. Resultados obtenidos en primer muestreo (18 dias desde la inoculacién) de
experimento en campo.

Tratamientos

Variables
Control ICA02Ba
Altura aérea 252 36.50p
Longitud radicular cm 23.332 30.17°
Altura total 48.332 66.67°
Peso fresco 0.312 0.13°
Peso seco g 0.11a 0.07b
Raices secundarias 13.672 152

Resultados son expresados como medias de 63 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada linea son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05)

A los 136 dias después de la inoculacion (segundo muestreo), los
resultados indicaron un efecto similar sin cambios significativos en los parametros
de crecimiento entre las plantas inoculadas y control (Cuadro 17). No obstante, en

los parametros bioguimicos como AGj3 y AlA, existid un efecto significativo del
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microorganismo en la planta inoculada, permitiendo un mayor incremento en estas
variables con respecto al control (Cuadro 17). Lo cual resulta interesante, puesto
que las fitohormonas en tejido vegetal se presentan significativamente en mayor
cantidad en el tratamiento comparado con el control, lo que podria indicar la
permanencia de la cepa en la rizosfera. En contraste, los valores de fenoles, y
antioxidantes, disminuyeron en las plantas inoculadas de manera significativa
(P<0.05) con respecto al control (Cuadro 17). Por ultimo los valores de flavonoides

no presento cambio alguno entre planta inoculada y control.

Cuadro 17. Resultados obtenidos en segundo muestreo (136 dias desde la inoculacién)
de experimento en campo.

Tratamientos

Variables
Control ICAO2Ba
Altura aérea 99.052 103.572
Longitud radicular cm 302 31.81a
Alturatotal 1302 135.382
Peso fresco 392.622 474,762
Peso de bellotas g 17.142 16.672
Ramificaciones 15.332 17.242
Bellotas 11.432 12.762
Raices secundarias 182 16.902
AG, ug-mL? 2.062 2.86bP
AlA 6.452 15.92p
Flavonoides 71.072 73.292
Fenoles mg-mL™* 16.662 7.45b
Antioxidantes 9.22a 3.40b

Resultados son expresados como medias de 63 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada linea son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05).

En el tercer muestreo (Cuadro 18), los resultados indicaron que la
inoculacién de la cepa ICA02Ba, afecto significativamente (P<0.05), el peso
fresco y ramificaciones de las plantas comparadas con el control. Lo anterior
indica que la biomasa de la panta fue mayor a comparacion del control, lo que
pudiera deberse a la inoculacibn con BSF, lograda mediante la interaccion
bacteria-planta. Los resultados anteriores son congruentes con lo observado por

Qureshi et al., (2012), Gyaneshwar et al., 2002; ElI-Komy, 2005, en los cuales
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observaron un incremento de parametros fisiolégicos de plantas de algoddn
inoculadas a nivel de campo con bacterias solubilizadoras de fésforo, a distintos
intervalos de tiempo. Dichos resultados fueron atribuidos a la colonizacion
bacteriana de la rizosfera, mejora en la disponibilidad de nutrientes y biosintesis
de fitohormonas, como lo han reportado otros investigadores (Patten y Glick, 2002;
Kamilova et al., 2006; Rai, 2006; Idris et al., 2007).

En contraste, los parametros bioquimicos como antioxidantes, fenoles y
flavonoides fueron significativamente menores (P<0.05), con respecto al grupo de
plantas control. Se esperaba que dichos parametros obtuvieran un valor mayor
significativo, con respecto al control. Puesto que las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, son capaces de desencadenar resistencia sistémica inducida
(ISR) (Corné et al., 2014; De Vleesschauwer y Hoéfte, 2009). Sin embargo, los
resultados del presente trabajo, son congruentes con lo observado
sorprendentemente, durante la colonizacion de raices de Arabidopsis thaliana por
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, en el cual no mostré6 aumento
de la producciéon de compuestos bioactivos (fenoles, antioxidantes y flavonoides)
en el tejido vegetal, incluso, no se incremento la expresidn de genes encargados
de la codificacion de dichos compuestos. Lo que sugirié que ISR esta basado en la
sensibilidad de éste tipo de compuestos bioactivos, mas no necesariamente con
un incremento de su biosintesis (Van Wees et al., 1999; Pieterse et al., 2000).

En las deméas variables fisiologicas no se observaron diferencias
significativas entre tratamiento y control (Cuadro 18). Lo cual pudo deberse a la
dosis empleada durante la inoculacién. Tema que previamente fue abordado
ampliamente en una revisién de trabajos de promocion de crecimiento en plantas
por bacterias rizosféricas, realizadas en suelos de Baja California Sur, publicada
por Holguin et al., (2003), donde sugieren que la dosis del inoculo posee gran
importancia en la obtencion de resultados exitosos, tras la inoculacion en plantas,

a nivel de campo.
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Cuadro 18. Resultados obtenidos en tercer muestreo (184 dias desde la inoculacion) de

experimento en campo.

Variables

Tratamientos

Control ICAO02Ba
Alturaaérea 124.1a 140.50p
Longitud radicular cm 28.92 29.402
Alturatotal 153a 169.92
Pesofresco 253.52 547b
Peso de bellotas & 15.742 15.752
Flores 1.62 2.42
Ramificaciones 24.1a 16.8
Bellotas 7.8 9.407
Raices secundarias 14.12 16.22
Giberelinas 1 4.78 3.53a
. pg-mL
Auxinas 6.722 6.042
Flavonoides 25.25a 24.06b
Fenoles mg-mL? 9.092 7.8
Antioxidantes 8.842 5.52b

Resultados son expresados como medias de 63 muestras. Valores con la misma letra
dentro de cada linea son iguales de acuerdo a prueba de Tukey (P<0.05)

Control

2o Pres

ICAO2Ba

Figura 32. Ubicacién y extension de tratamientos sobre area de parcela empleada.
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20
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ICAO02Ba ICAO02Ba Control ICAO02Ba

18dias 136 dias 184 dias
Figura 33. Plantas de algoddn inoculadas vy sin inocular (control) del experimento en
campo. a) Plantas a los 18 dias desde la inoculacién, b) Plantas a los 136 dias desde la
inoculacion y c) Plantas 184 dias desde la inoculacién. La escala de longitud empleada
esta en cm.

Finalmente, los resultados indicaron que el empleo de un inoculante basado
en Acinetobacter calcoaceticus ICA02Ba, aislada de la rizosfera de mezquite,
capaz de inducir cambios a nivel fisiolégico y bioquimicos que se refleja en su
crecimiento (Figura 34). Existe la hipo6tesis de que el incremento de captacion de
nutrientes es una consecuencia del aumento de la superficie radicular por las
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Mantelin y Touraine, 2004). Sin
embargo, los transportadores de iones estan bajo control de procesos de
regulacion que ajustan su actividad a la demanda nutricional de la planta (Imsande
y Touraine, 1994; Lappartient y Touraine, 1996; Lappartient et al., 1999; Nazoa et
al., 2003), asi que las regulaciones del desarrollo radicular y actividades de
transporte de iones son coordinadas de manera antagonista para mantener una
tasa constante de adquisicion de nutrientes (Touraine, 2004); de tal forma que las
bacterias promotoras de crecimiento vegetal como Acinetobacter calcoaceticus
ICAO2Ba, podrian interferir en las vias de sefalizacion del desarrollo y nutricion
vegetal para provocar incremento en tasa de adquisicion de nutrientes y
promocion de crecimiento vegetal. Aunado a lo anterior, las bacterias promotoras
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de crecimiento vegetal pueden directamente incrementar el suministro de
nutrientes en la rizosfera y/o estimular los sistemas de transporte de iones en
raices. Por lo anterior es necesario continuar con la evaluacién en campo de
inoculantes formulados para confirmar los resultados obtenidos usando diferentes
dosis. Esto nos dara la oportunidad de poder profundizar en el conocimiento de la
produccién microbiana en fermentadores de mayor escala, asi como en las

diferentes alternativas de formulacion.

' : # . &Y
Control ICAO2Ba

Figura 34. Crecimiento del cultivo a los 193 dias desde la siembra.
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9. CONCLUSIONES

La investigacion de las bacterias aisladas, asi como la continuidad de
proyectos de aislamiento de cepas nuevas nativas del Valle de Mexicali, es
importante para seguir analizando su aplicacién en ensayos a nivel de campo que
puedan ser repetidos de manera subsecuente y hasta permanente. Por otra parte,
todos los conocimientos que se generen de una mayor experimentacion con
bacterias nativas permitirAn avanzar en el estudio de las mismas, como
potenciales herramientas de inoculacion de los suelos deficientes de fésforo o con
problemas de presencia de fitopatdogenos.

En el presente trabajo se aislaron 7 cepas bacterianas, 4 solubilizadoras de
fésforo y 3 antagdnicas, se identificaron molecularmente dentro de los géneros de
Acinetobacter y Bacillus, respectivamente. Se caracterizaron a partir de su cinética
de crecimiento, se la concentracién a trabajar en las pruebas posteriores (3x10°
UFC'mL™). De acuerdo con estos andlisis, se determiné que las bacterias
solubilizadoras de fésforo son capaces de producir biopelicula in vitro y muestran
tolerancia a medio salino hasta una concentracién de 1 M de NacCl, en un periodo
de 72 h. Se sugiere que la capacidad solubilizadora de Acinetobacter, confirmada
de forma cualitativa y cuantitativa, esta relacionada con su capacidad de
acidificacion de medio, mediada posiblemente por acidos organicos. Acinetobacter
posee capacidad de promocién de crecimiento, observada en ensayos de
germinaciéon de semillas de pepino, tomate y chile. Se recomienda que el inéculo
bacteriano sea compuesto por al menos 2 cepas distintas que actiuen de forma
sinérgica.

En cuanto a las 3 cepas de Bacillus subtilis que muestran capacidad
antagonica contra 5 cepas de Fusarium, se observa mayor efecto inhibitorio
cuando se cultivan en el modelo cuadro, es decir, empleando cultivos bacterianos
totales, sin embargo, cada cepa posee distintos mecanismos para actuar contra
Fusarium. La hipotesis de que Bacillus produce antibidticos se comprobo,
mediante la amplificacion de 3 genes (sboA, gk e ituA), que codifican antibiéticos

lipopeptidicos. Ademas, las 3 cepas antagonicas son capaces de provocar
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cambios morfologicos en conidios de F. solani hb, observados en el espectro de
topologia por MFA. De acuerdo a los resultados en plantas de pepino inoculadas
con B. subtilis e infectadas con F. solani hb, se puede reducir el dafio por el
fitopatégeno.

En todos los aislados bacterianos se detectaron distintas concentraciones
de AIA y AGs. Se sugiere que la promocion de crecimiento vegetal observada en
los ensayos con plantulas, son detonados por la presencia de éstos reguladores
de crecimiento secretados por las bacterias.

Por ultimo, ICAO2Ba es capaz de aumentar significativamente la biomasa

de plantas de algoddn a nivel de campo.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio Pikovskaya solido (Pikovskaya, 1948)

Reactivo Cantidad
Glucosa 10 g
Cloruro de Potasio 0.26 g
Extracto de levadura 0.5¢g
Cloruro de Sodio 0.2g
Sulfato de Magnesio heptahidratado 0.1g
Sulfato de Amonio 0.5¢9
Sulfato de Manganeso tetrahidratado 0.002 g
Sulfato de Hierro 0.05¢
Fosfato de Calcio 59
Parpura de Bromocresol 0.1g
Agar bacteriolégico 159
Agua 1L

Mezclar todos los componentes, ajustar pH a 7.2 y esterilizar a 121 °C

durante 15 minutos.

Anexo 2. Composicion de Medio Nutritivo sélido

Reactivo Cantidad
Peptona de carne 59
Extracto de carne 349

Agar bacterioldgico 23 g
Agua 1L

Mezclar todos los componentes, ajustar pH a 7.2 y esterilizar a 121 °C

durante 15 minutos.
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Anexo 3. Composicion de Medio Papa Dextrosa solido

Reactivo Cantidad
Medio deshidratado Agar Dextrosa y papa de BD Bioxon® 39¢
Agua 1L

Mezclar los componentes, hervir durante un minuto y esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos.

Anexo 4. Composicion de Medio Kirk liquido (Kirk et al., 1986)

Fosfato de Potasio monobasico 29
Sulfato de Magnesio heptahidratado 05¢g
Cloruro de Calcio 0.1
Nitrato de Amonio 29
Glucosa 10 g

Mezclar todos los componentes, ajustar pH a 7.2 y esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos
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Anexo 5. Curva de calibraciéon de acido indol acético

Reactivo de Salkowski. 0.5 M Cloruro de Hierro Ill y 7.5 M acido sulfurico.

Nota: Manipular cuidadosamente al agregar el acido sulfrico en el agua porque

es una reaccion altamente exotérmica.

Preparar solucién estandar de 5 mg-mL™ de &cido indol acético (Tokio Chemical

Industry®) disuelto en metanol.
Realizar los ajustes necesarios
para obtener: 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22,
25, 28, 30 ug-mL™,

0.5 mL de cada concentracion,
se mezclan con 0.5 mL de
reactivo de Salkowski, se
incuban a temperatura ambiente
durante 30 minutos, en
oscuridad y se leen a 540 nm.

Absorbancia (DO 540 nm})

-0.2

1.2 1 Curva patron de AIA
17 y=0.0577x-0.15
0.8

0.6
0.4
0.2
0] L e e ML B

05 2 4 6 10 14 18 22
Concentracion (microgramos-mL1)

Concentracién DO Concentracién
(ug-mL™) (540nm) (ug-mL™) DO (540nm)
0.5 0.009 12 0.354
1 0.031 14 0.44
2 0.055 16 0.526
3 0.069 18 0.601
4 0.122 20 0.688
5 0.155 22 0.704
6 0.189 25 0.752
8 0.223 28 0.881
10 0.304 30 0.981
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Anexo 6. Curva de calibracion de Giberelinas

Reactivo de Zinc-acetato.

Ferrocianido de Potasio (10.6%)

Acetato de Zinc 219¢g

Acido acético glacial 1 mL

Agua Aforar a 100mL
Ferrocianido de Potasio 539

Agua

Aforar a 50 mL

Se preparan concentraciones conocidas de &cido giberelico (Sprectrum®), a partir

de una solucién stock de 0.01 g'mL™ y se leen a 254 nm.

Concentraciéon | DO

100 0.294
500 0.899
1000 1.511

Absorbancia (DO 254 nm)

[a]

[y
wu

[y

©
)

o

Curva patron de GA,

y=0.6085x-0.3157
RZ=1

100

500 1000
Concentracion {microgramos-mL1)

122



Anexo 7. Modelos de cultivos duales (Capacidad bacteriana antagonica)

1.

Modelo Cuadro. Disco de crecimiento de fitopatbgeno, bordeado por

crecimiento liquido de bacteria antagonica.

Modelo confrontacion. Dos bases de cajas Petri, cada una conteniendo un
disco ya sea de bacteria antagénica u hongo fitopatdgeno, pegadas con

cinta adhesiva para mantenerse unidas

Modelo Papel. Al centro de una caja Petri se ubica el fitopatogeno y en 4
puntos equidistantes se colocan discos de papel filtro humedecido con

sobrenadante filtrado de cultivo bacteriano antagonista.

Modelo Pozos. Al centro de una caja Petri se ubica el fitopatégeno y en 4

puntos equidistantes, se perfora el agar para formar pozos, que seran

llenados con concentracidén conocida de cepa bacteriana antagonista.
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Anexo 8. Oligonucledtidos empleados en el trabajo

Amplicon Gen
Iniciador | Secuencia (5"- 3") (pb) Referencia
27F |GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1400 16S Lane et
495R |CTACGGCTACCTTGTTAACGA al., 1991
ITS5 |GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG | 650 | Region ITS |white et
ITS4 |TCCTCCGCTTATTGATATGC al., 1990
QklF |CTTAAACGTCAGAGGCGGAG 704 Subtilisina
QkIR |ATTGTGCAGCTGCTTGTACG Cao etal.,
SholF |TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC 334 | Subtilosina | 2012
SbolR |GTCCACTAGACAAGCGGCTC
ituALF | TGCCAGACAGTATGAGGCAG 885 lturina
ituAlR | CATGCCGTATCCACTGTGAC
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Anexo 9. Ajuste de inoculo

Técnica empleada para iniciar experimentos con una concentracion
deseada de microorganismos.

S

4

1 Cultivo de aislamiento fresco
2 Crecimiento de colonia /disco en medio de cultivo liquido (preindculo)

3 Después del periodo de incubacion, tomar 1 mL paraleer D.O. y otro mas para centrifugar a 10,000 rpm a 4°C
4 Decantar y resuspender en el volumen indicado™ a las células en agua DEPC

5 Obtencion de inoculo ajustado

*
Volumen de resuspencion=D.0. leida/ D.O esperada

125



Anexo 10. Camara humeda disefiada para observar morfologia fungica por
Microscopia de fuerza atémica.

1 Algodén humedo estéril
2 Tubos de vidrio

3 Fragmento de Agar nutritivo con crecimiento de bacteria antagonista

4 Fragmento de Agar Papa dextrosa con crecimiento de fitopatégeno
5 Caja Petri

WV

Después de 48 h de contacto a 30°C'+ 2, se
separan ambas porciones de agar y se les
adiciona , a cada una, 10 uL de agua destilada
estéril, se extiende y resuspende por toda la / /
superficie del agar v se colocan ambas alicuotas

en un portachjetos, se fija con calor la muestra y
seobserva al microscopio de fuerza atomica.
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Anexo 11. Recuento de Unidades de Colonia (RUFC)

Esta técnica es util para obtener recuento de Unidades formadoras de colonia, a
partir de muestras liquidas o solidas, es decir, a partir de 1 mL o un gramo de
muestra a analizar.

I mL

@@@@

Muestra liquida 10° 10! 102 10-° lO:
Muestra sélida(10°") (10%) (10%) (109 (107)

- ¥ ;

a. Dilucidn indicada de RUFC (3-30 colonias por gota)
b. Dilucién saturada
¢. Dilucion insuficiente para RUFC

Caja Petri con medio
nutritivo solido con
replicas de gotas con
distintas diluciones
decimales de crecimiento
de microorganismos.
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Anexo 12. Férmulas empleadas para calcular parametros fisioldgicos

Parametros de germinacion (Yuan-Yuan et. al. 2010)

Vigor de Germinacién= (Numero de semillas germinadas al 1 er. o 7mo. dia/total
de semillas) *100

Velocidad de germinacion= Numero de semillas germinadas al 1ler. o
18vo.dia/total de semillas) *100

indice de germinacion=Namero de semillas germinadas al (1ro. o 18vo. dia)/dias
de incubacién

indice de vigor= indice de germinacion* total de peso seco
Evaluacion de patogenicidad (Venturini et al., 2013)

Porcentaje de germinacién= Se considera germinada < 3 mm de longitud
radicular.

Colonizacion de semilla
Escala 0-4

0= No cubri6é el micelio la semilla, o esta bien desarrollado el coledptilo /raiz.
Muestra sefales de decaimiento insignificantes.

1= < 25% de superficie de la semilla esta cubierta con micelio, area de coledptilo
muestra decaimiento.

2= >25-50% de la superficie de la semilla esta cubierta por micelio o el coledptilo
/raiz muestran sefiales de decaimiento.

3= >50-75% de la superficie de la semilla esta cubierta por micelio o el coledptilo
/raiz muestran sefiales de decaimiento.

4= >75% de la superficie de la semilla estan cubiertos de micelio y la raiz esta
cubierta por micelio y muestra sefial d descomposicién.

Porcentaje de descomposicion de radicula

Se obtiene considerando la longitud total de la radicula como el 0% de dafio, al
obtener la longitud de radicula dafiada, se obtiene el porcentaje de
descomposicion por comparacion de ambos datos.
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Anexo 13. Técnicas de cuantificacion de Auxinas, giberelinas, antioxidantes,
fenoles totales y Flavonoides en tejido vegetal

Cuantificacion de Auxinas

Se parte de un gramo de muestra de tejido vegetal fresco macerado en 10 mL de
agua estéril y triptéfano (100 pg-mL™), incubados a temperatura ambiente, por 24
h a 120 rpm en agitador, protegidos de luz, al término de la incubacién, centrifugar
a 10,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, se prepara reaccion 1:1 de
extracto y reactivo de Salkowski (Anexo 5). Se incuba por 30 minutos a
temperatura ambiente y se lee absorbancia a 540 nm, los resultados se calcularon
a partir de una curva de concentraciones conocidas (Anexo 6).

Cuantificacion de giberelinas

Se parte de un gramo de muestra de tejido vegetal fresco macerado en 10 mL de
agua estéril incubado a 26°C durante 24 h a 120 rpm, se toman 15 mL de
sobrenadante, se agregan 2 mL de reactivo de Zinc-acetato (Anexo 6).
Transcurridos 2 minutos, se adicionaron 2 ml de ferrocianido de Potasio (Anexo 6),
se centrifuga la mezcla a 2000 rpm durante 15 minutos, a 5 mL del sobrenadante
se adicionaron 5 mL de HCI 30%, se incub6 a 26°C durante 75 min y se realizan
lecturas en el espectrofotdmetro Biomate 3 de Thermo Scientific® (A254 nm), a
partir de un blanco de HCI 5%, los resultados se calcularon a partir de una curva
de concentraciones conocidas (Anexo 6).

Cuantificacién de antioxidantes

Se requiere 0.2 g de muestra vegetal fresca, en oscuridad se macera con etanol al
80%, se incuba durante 10 min a -20°C. Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min
a temperatura ambiente. 100 uL d extracto se mezcla con 1 mL de solucién de AN
(0.6M H2S04, 28mM H3PO4, 4 mM (NH4)sM07024:4 H,0). Incubar a 95°C por 90
minutos, dejar enfriar y leer absorbancia a 695 nm.

Cuantificacion de fenoles totales (Cicco et al., 2009)

Se parte de 0.2 g de tejido vegetal macerado con 3 mL de etanol al 80%, en
oscuridad, centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente,
adicionar a 150 pL de sobrenadante, 750 pL de FC 10% (Folin-Coicalteu) , reposar
por 15 minutos, afiadir 430 pL de Na,CO3 1N, Reposar 30 min y leer absorbancia
a 760 nm.
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Se realiz6 curva de calibracion con acido galico, como se muestra a continuacion.

‘ Concentracién (mg-L") | D.O. (760 nm) |
0 0
1 0.746
2 1.736
3 2.56
4 3.41
5 4.2

Curva patrén de acido galico (Fenoles totales)

> 7 y=0.8519x-0.8729

4 R?=0.999
E 3 - = Curva patron de acido
g galico {Fenoles
22 4 totales)
Ci 1 Lineal {Curva patrén
o de acido galico

0 T T T : : ) {Fenoles totales))

0] 1 2 3 4 5

Concentraciones conocidas de acido galico {(mg-L1)

Cuantificacion de Flavonoides (Quettier-Deleu et. al., 2000)

Método de cloruro de Aluminio, se parte de 1 mL de extracto de tejido vegetal
fresco (0.2 g) con etanol al 80%, se mezcla con AlCl3; (2%), incubar a temperatura
ambiente por 15 minutos. Se lee absorbancia a 430 nm.

Se realizd curva de calibracién con distintas concentraciones de carcetina, a
continuacion se muestran los datos obtenidos en la lectura espectrofotométrica:

Concentracién (mg-L™") D.O. (430 nm)
0 0
20 1.04
40 2.17
60 3.35
80 4.63
100 5.79

130



D.0. 430 nm
o T =S o N ¥ = oy~

'
=

Curva patrén de Flavonoides

y=1.1686x-1.26
R?=0.999

=¢==_Curvapatrén de
Flavonoides

Lineal {Curva patrén de
Flavonoides)

0 20 40 60 aa 100
Concentracion conocidade Carcetina (mg-L-)
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Anexo 14. Cuadro de apoyo de evaluacion cualitativa de solubilizacion

Obtenida de Otalora et al., (2003)

INDICE DE SOLUBILIZACION

CAPACIDAD DE SOLUBILIZACION

BAJA MEDIA ALTA
(1S<2) (221S<4) (15>4)
SEGUN INICIO DE SOLUBILIZACION
PRECOCES TARDIOS NO SOLUBILIZADORES
(Antes del tercer dia) (A partir del tercer dia) (Sin solubilizacion visible
luego 12° dia de
evaluacion)
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Anexo 15. Deposito de secuencias en la base de datos del Genbank
correspondientes a los genes 16s ribosomal de las BSF

[ = C' | [ www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/7term=Moreno-Ramirez

& NCBI  Resources ¥ How To (@

Nucleotide Nucleotide v ||Moreno-Ramirez |
Create alert Advanced
Species Display Settings: » Summary, Sorted by Default order Send to: v
Bacteria (4)
Customize ...

Molecule types
genomic DNA/RNA (4)
Customize ...

Source databases

Items: 4

1.

Acinetobacter calcoaceticus strain ICAO1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
590 bp linear DNA
Accession: KJ190162.1 GI: 533266045

INSDC (GenBank) (4) GenBank FASTA Graphics
Customize ...
s | . [} Acinetobacter sp. ICAO4Ma 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
t i
equence feng 2. 1,093 bp linear DNA
Custom range. .. ) _ ~
Accession: KJ190165.1 GI: 533266043
Release date GenBank FASTA Graphics
Custom range. ..
. [ Acinetobacter sp. ICA03Bs 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
gj‘s’:z;:':a:ﬁf: 3. 1,037 bp linear DNA
ge-- Accession: KJ190164.1 GI: 588266047
GenBank FASTA Graphics
Clear all
Show additional filters ) Acinetobacter calcoaceticus strain ICA02Ba 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
4.

1,074 bp linear DNA
Accession: KJ190163.1 Gl: 583266046
GenBank FASTA Graphics

133



Anexo 16. Articulos de divulgacion cientifica publicados, originados del presente
trabajo.
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ABSTRACT. One of the main limitations in intensive crop
production in MWorthwestern Mexico is the dependence on the
use of phosphate fertlizer In this study, we isolated indigenous
microorganisms with phosphate solubilization capacities from
mesquite (Prosopis glondulosa) present in the Mexicali valley. In
total, 4 bacteria were isolated from the rhizosphere of mesquite,
mcluding ICAQL, ICAO2Ba, ICAQ3Bs, and ICAMMMa. The bactenal
1s0lates were identified based on their phenotypic and 165 tENA
gene sequencing data to be Acinetobacter calcoaceficus. The results
showed that ICAQL was the most efficient in solubilizing phosphate,
followed by ICA02Ba and ICA03Bs, while ICAQ4Ma showed the
lowest phosphate-solubilizing activity. The pH value of the culture
medium decreased with bacterial growth, suggesting that these stramms
produce organic acids that solubilize phesphoms. These results will
be useful for biotechnological studies and A. calcoaceticus may be
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Phytohormones Production and Phosphate
Solubilization Capacities of Acinetobacter sp.,
Strains Isolation from Mexicali Valley
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e Investigacion, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México

(Received: 02 May 2014; accepted: 24 June 2014)

Studies about indigenous microorganism's diversity in extreme environments
in Bajoa California, mainly Mexicali valley are scarce. Therefore, in the present study
the objective was investigated the phytohormones production and phosphate
solubilization capacities of four Acinefobacter strain, ICA0L, ICA02Ba, ICA03Bs and
ICA04Ma, isolated from Prosopis glandulosa rhizospere) in Mexicali valley. The result
showed that the maximum P solubilization was recorded by the ICA04Ma (11.03 mg/L)
with a maximum drop in the pH to 4.3. Followed hy the ICA03Bs (9.28 mg'l), ICA02Ba
(8.24 mg/L) and ICA01 (6.5 mg/L) with a maximum drop in the pH fo 6.3, 5.7 and 6.7,
respectively. On the other hand, the IAA production was significantly higher (Pd"0.03) in
A.calcoaceticus ICA02Ba (46pg/mL) compared with the others strains that no showed
changes significant. The production of gibberelins by A. calcoaceficus strains in lignid
medium showed that ICA02Ba produced significantly amount of GA, (4.3 mgL"). followed
by the ICA04Ma (3.2 mgL?), ICA0L (3.6 mgl mgL) and ICA03Es Mc strains (3.6 mgL?)
after 72 h of incubation. Finallv, A. calcoaceticus strains could be used for further field
trials to improve agricultural productivity under arid conditions.

Kev words: Mexdcali valley, Mesquite, Microorganism, Phytohormones, Phosphorus.
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