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RESUMEN

La fertilidad del suelo esta basada en su capacidad para suministrar los nutrientes
necesarios para el desarrollo de las plantas, en ello, juega un papel fundamental la
comunidad microbiana que participa activamente en la generacién de nutrientes y en la
mineralizacion de la materia organica, aunado a la capacidad de éstos para colonizar
diferentes tipos de plantas. Los ensayos propuestos en este trabajo tienen como proposito,
establecer una herramienta predictiva de colonizacion de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal hacia diferentes tipos de cultivo para que, previo a ser inoculadas en
campo, se tenga informacion generada in vitro sobre la probabilidad de asociacion
microorganismo-planta. Se aislaron tres cepas bacterianas silvestres (denominadas B1, B7 y

N6) obtenidas de suelo rizosférico y de nodulos de frijol, las cuales fueron caracterizadas
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parcialmente, se realizaron pruebas de antagonismo y se determind su actividad
quimiotactica hacia extractos radiculares de pepino, maiz, cilantro y calabaza en medio
liquido y semisolido. Se pudo observar actividad antagonica de B7 sobre N6, disminuyendo
su crecimiento hasta 25 veces respecto al control positivo, ademas se observd movimiento
quimiotactico incrementado en medio liquido respecto al observado en medio semisdlido,
finalmente, se observd también diferente respuesta quimiotactica de las bacterias aisladas
para cada tipo de extracto radicular, tanto en medio semisolido como en medio liquido,
sobresaliendo la actividad para extractos de raices de maiz, lo cual indica una mayor

atraccion hacia este modelo vegetal y por ende, mas alta probabilidad de colonizacién.

Palabras clave: Quimiotaxis, Extractos, Movilidad, Colonizacion.

ABSTRACT

Soil fertility is based on its capacity to supply the nutrients that are necessary for plant
growing, on this, microbial community play a fundamental role which actively participate
on the generation of nutrients and organic matter mineralization besides the capacity of
these to colonize different kind of plants. The assays proposed on this work have as purpose
to establish a predictive tool for colonization of plant growth promoting bacteria towards
different kinds of yields in order to, before inoculation on field, it has in vitro information
about the probability of microorganism-plant association. Three wild bacterial strains were
isolated (named B1, B7 and N6) from rizospheric soil and bean nodules, which were
partially characterized, antagonism tests were carried out and their chemotactic activity was

determined towards cucumber, maize, coriander and pumpkin root extracts on liquid and
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semisolid media. It was observed antagonist activity from B7 over N6 lowering growth 25
fold in comparison with positive control, besides there was increased chemotactical
movement on liquid media with respect to semisolid media, it was finally observed
different chemotactic response from de isolated bacteria towards each root extract on both
semi solid and liquid media standing out the activity for maize root extracts which indicate

higher attraction towards this vegetal model and thus higher colonization probability.

Key words: Chemotaxis, Extracts, Motility, Colonization.

INTRODUCCION

La agricultura actual requiere de la conjugacién de altos rendimientos con impactos
ambientales bajos o nulos, razon por la cual se ha optado por el uso de alternativas
sustentables en los ambitos de nutricion vegetal, control de insectos, malezas y
fitopatdgenos. La eficacia de los productos elaborados a base de seres vivos o derivados de
ellos, destinados a la nutricion vegetal conocidos como biofertilizantes cotidianamente
desarrollados con microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPR), depende en
buena medida de la capacidad de éstos por tolerar diferentes tipos de condiciones edaficas y
climaticas una vez que son inoculados (Nihorimbere et al., 2011), aunado a la capacidad
gue tengan éstos de asociarse con diferentes tipos de modelos vegetales, fendmeno que a su
vez depende del tipo y concentracion de extractos que la planta exuda a través de su sistema
radicular (Buchan et al., 2010). Una vez que los exudados radiculares se acumulan en la
rizosfera, la actividad microbiana se incrementa considerablemente y se da lugar a un sinfin
de interacciones entre los microorganismos presentes (Aira et al., 2010) y de éstos con la

planta. Reportes previos, han demostrado que diversos modelos bacterianos tienen la
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capacidad de detectar ciertas sustancias como acidos organicos, aminoacidos,
monosacaridos y disacaridos y de orientar su movimiento hacia ellas (Porter et al., 2008),
fendmeno conocido como quimiotaxis, el cual puede ser positivo (atraccion) o bien puede
ser negativo (repulsion), de manera que cada bacteria respondera de forma distinta,
dependiendo del tipo de sustancias que detecte y de la concentracion de las mismas (James
et al., 2018). Para algunas PGPR como Azospirillum sp, microorganismo habitual de la
rizosfera y uno de los mas utilizados en la elaboracion de biofertilizantes, se han
desarrollado ensayos de quimiotaxis sobre la interaccion con plantas de trigo que permitio
asociar su actividad como promotor de crecimiento vegetal y su capacidad de colonizacién

(Mukherjee et al., 2016).

Partiendo de estos principios, el presente trabajo propone el aislamiento de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal silvestres, ademas de determinar si existe una
interaccion antagénica entre ellas y la evaluacion de dos ensayos de quimiotaxis,
exponiendo las cepas bacterianas aisladas a extractos radiculares de cuatro diferentes
plantas y verificar si existe un fendmeno de atraccion que ayude a predecir la probabilidad

de colonizacién de dichas bacterias, hacia cada modelo vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de aislamientos bacterianos. Para el aislamiento de cepas silvestres de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal, se emple6 el medio Pikovskaya (Por litro de
medio: glucosa 10.0 g, Ca3(POs)2 5.0 g, (NH4)2SO4 0.5 g, NaCl 0.2 g, MgS04.7H20 0.1 g,
KCI 0.2 g, extracto de levadura 0.5 g, MnSO4-H20 0.002 g, FeSO4-7H,0 0.002 g, agar agar
20 g) preparado segin Onyia y Anyanwu (2013) para la obtencion de bacterias

solubilizadoras de fosforo y se empled el medio ELMARC (Por litro de medio: KoHPO4
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0.65 g, MgSO4 0.2 g, NaCl 0.1 g, manitol 2.5 g, extracto de levadura 0.5 g, 10 mL de
solucion de rojo Congo al 0.1 %, agar 14 g ) preparado segun Angeles y Cruz (2015) para
el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno. Para la inoculacion del medio
Pikovskaya, se tomé una muestra de suelo rizosférico de 20 cm de profundidad, se pesaron
10 g y se colocaron en un recipiente con 90 mL de agua estéril, se realizaron 3 diluciones
seriadas con factor 1:10, se tomaron 100 pyL de cada dilucidon y se extendieron en la
superficie del medio con incubacion de 72 h a 30°C. Para inocular el medio ELMARC se
tomaron nodulos de frijol que fueron lavados con agua jabonosa y sumergidos por 10 min
en etanol al 70%, se lavaron tres veces con agua estéril y cada nddulo se tritur6 en un
mortero con 5 mL de agua estéril, de la solucion resultante se tomaron 100 pL y se

extendieron sobre la superficie del medio cultivo con incubacion de 96 h a 30°C.

Caracterizacion bioquimica y pruebas de antagonismo. En los medios de cultivo con
crecimiento positivo, se seleccionaron aquellas cepas con halo de transparencia mayor en el
caso del medio Pikovskaya y las morfologias coloniales mas abundantes en el medio
ELMARC, en cada caso se realizaron tinciones de Gram, prueba de KOH, prueba de
catalasa, prueba de oxidacion-fermentacion de Hugh-Leifson (Collins y Lyne, 2004), a las
cepas obtenidas de Pikovskaya, se les cuantifico la capacidad de solubilizacion de fosforo
siguiendo la metodologia descrita por Rodriguez et al. (2013), usando como referencia una
solucién patrén de KH2PO4 a 100 ppm, a partir de la cual se realiz6 una curva y para las
cepas obtenidas de ELMARC, se cuantifico la concentracion de iones amonio, para ello se
siguio la metodologia descrita por Garcia et al. (2010) las concentraciones se calcularon en
una curva patron obtenida con diluciones sucesivas de una solucion de 100 ppm de NH4ClI.
Una vez realizada la caracterizacion bioquimica, se prepararon soluciones bacterianas de
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las cepas aisladas con solucidn salina al 0.85%, cada solucion se ajusto a una concentracion
de 1X107 UFC-mL1y se prepar6 Agar Nutritivo para realizar las pruebas de antagonismo,
una vez esterilizado y vertido en cajas Petri, previo a la gelificacion se incorporé 1 mL de
solucion bacteriana y se homogenizé con movimientos circulares, una vez gelificado el
Agar Nutritivo, se inocul6 la superficie con 100 puL de una solucion ajustada a 1X10’
UFC-mL™ de cualquiera de las otras dos cepas para verificar si su crecimiento se ve
afectado por la presencia de la primera, como control positivo se empled Agar Nutritivo sin

solucion bacteriana incorporada previo al vertido (Collins y Lyne, 2004).

Obtencidn de extractos vegetales. Para obtener extractos de raiz, se germinaron semillas
de maiz, cilantro, pepino y calabaza en Peat Moss estéril en charolas de 200 cavidades, la
charola se dejo en obscuridad por 3 dias, posteriormente se trasladé a un invernadero y se
regé diariamente con 2 L de agua destilada durante 3 semanas, a los 10 dias post-
germinacion se reg6 con una solucion nutritiva elaborada a partir de fertilizante soluble
(18-18-18) y los dias posteriores se continu6 con el riego habitual. Pasadas las 3 semanas se
tomaron 10 cepellones de cada modelo vegetal y fueron lavados con agua destilada para
eliminar los restos de Peat Moss, las raices fueron cortadas y se ajusto el peso a 10 g en
cada caso y fueron maceradas con 50 mL de agua tridestilada, la solucion resultante se

esterilizo por filtracion, empleando filtros milipore de 0.2 um (Ramirez et al., 2017).

Ensayos de quimiotaxis. Se desarrollaron dos modalidades, la primera se llevé a cabo en
agar agua semisolido, el cual fue vertido en cajas Petri de 10 cm de diametro, una vez
gelificado se hicieron 6 perforaciones en la periferia y una central, todas equidistantes (1
cm) en 4 pozos se colocaron 100 pL de cada uno de los extractos vegetales, un pozo con

100 pL de ampicilina (50 mg-mL™*) como control negativo y el tltimo pozo con 100 pL de
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medio LB (por litro de medio de cultivo 10 g de polipeptona, 10 g de NaCl y 5 g de
extracto de levadura), como control positivo, en el pozo central se colocaron 100 pL de la
solucion bacteriana ajustada (1X107 UFC-mL™1), la caja Petri fue sellada e incubada a 30°C
durante 48 h. Transcurrido el periodo de incubacién de cada pozo periférico, se tomaron
alicuotas de 10 pL para realizar conteos en cada caso. La segunda modalidad se desarrollo
en medio liquido acorde a la metodologia descrita por Reyes et al. (2016), para lo cual se
utilizé un vaso de precipitados estéril, en cuya periferia se colocaron 6 tubos capilares de 5
cm de longitud y 1 mm de diametro, que fueron llenados con las mismas soluciones que en
el ensayo en medio semisélido, en el vaso se incorporo6 agua tridestilada estéril hasta entrar
en contacto con los capilares y finalmente, se agregaron 100 pL de solucién bacteriana
ajustada (1X10” UFC-mL™) en el centro del vaso, se puso en incubacion por 24 h a 30°C,
transcurrido el periodo de incubacidn se retiraron los capilares y se tomaron 10 uL de cada

tubo para realizar los conteos.

Anélisis estadisticos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los datos fueron
sometidos a un andlisis estadistico de comparacion de medias de Tukey a un nivel de

significancia p< 0.05.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 18 cepas promisorias en promocion de crecimiento vegetal, 10 obtenidas en
medio Pikovskaya y 8 mas en medio ELMARC; una vez que se cuantificé su capacidad
para solubilizar fosforo (tabla 1) y fijar nitrogeno (tabla 2), se seleccionaron aquellas cepas

con los valores mas altos en cada criterio las cuales fueron caracterizadas parcialmente
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mediante pruebas bioquimicas y sometidas a los ensayos de antagonismo para verificar la

posibilidad de elaborar un solo biofertilizante mezclando dos o més cepas.

Tabla 1. Caracterizacion de cepas solubilizadoras de fosforo

Solubilizacion de

Oxidacion/ Diametro de
Cepa Gram Catalasa*  fermentacion**> KOH fosforo (mg-L™)  halo (cm)
B1 cocos Gram + + O/F - 110.3a 31la
B2 bacilos Gram - ++ @) + 33.1de 16¢
B3 bacilos Gram + - F - 21.2f 16¢
B4 bacilos Gram + ++ @) - 435d 17¢c
B5 bacilos Gram - + @] + 109f 15¢c
B6 bacilos Gram - + O/F + 55.4 ¢ 1.9bc
B7 bacilos Gram + + O/F - 119.1a 3.1la
B8 cocos Gram + - F - 77.6b 23b
B9 cocos Gram + + @) - 66.8 bc 2.2b
B10 bacilos Gram - + @] + 11.1f 15¢c

*++ Alta produccion de gas, + produccién baja de gas, - no produccion de gas. ** O via oxidativa, F via

fermentativa, O/F ambas vias. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales para p< 0.05.

En la tabla 1 se puede observar que las cepas denominadas B1 y B7 presentan los valores

mas elevados de solubilizacion de fésforo (110.3 mg-L?* y 119.1 mg-L™ respectivamente),

superiores a los reportados por Estrada et al (2012) para cepas de Herbaspirillum e

inferiores a los encontrados para cepas de Enterobacter en ensayos in vitro (Sanchez et al.

2012), los resultados de cuantificacion de fosforo soluble en medio liquido presentan la

Revista MIX-TEC, Vol. 1, Num. 1, pp. 62-76

69



MIX-TEC

misma tendencia observada en medio sélido, donde se midi6 el diametro del halo de

transparencia, por lo cual ambas cepas fueron seleccionadas para los ensayos posteriores.

Tabla 2. Caracterizacion de cepas fijadoras de nitrégeno

Oxidacién/ Produccion de
Cepa Gram Catalasa*  fermentacion®* <O amonio (mg-L)
N1 bacilos Gram + + O/F - 10.8 ¢
N2 bacilos Gram - + ) + 23.1b
N3  bacilos Gram + - F - 22.2 bc
N4  bacilos Gram + ++ O/F - 145¢
N5 bacilos Gram - + ) + 109c
N6 bacilos Gram - + O/F + 585a
N7  bacilos Gram + + O/F - 114c
N8 bacilos Gram - + 0 + 111c

*++ Alta produccion de gas, + produccién baja de gas, - no produccion de gas. ** O via oxidativa, F via

fermentativa, O/F ambas vias. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales para p< 0.05.

Del mismo modo, puede observarse en la tabla 2, que la cepa N6 presenta los valores mas
elevados en la cuantificacion de iones amonio, lo cual es un indicativo de su capacidad para
fijar nitrogeno atmosfeérico, los valores encontrados aqui son superiores a los reportados por
Lara et al (2007) para cepas nativas de Cordoba de los géneros Azotobacter y Azospirillum
y equiparables a los reportados por Garcia et al (2010), por ello se selecciond esta cepa al

ser la fijadora de nitrégeno mas eficiente en este ensayo.
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Grafica 1. Ensayos de antagonismo de las cepas B1, B7 y N6 barras con la misma letra son estadisticamente

iguales para p< 0.05.

En los ensayos de antagonismo se puede observar en la grafica 1 que N6 presenta un
crecimiento hasta aproximadamente 25 veces menor en presencia de B7 (5.8X10* UFC-mL"
1y, comparado contra el crecimiento de N6 en el control (cultivo axénico con crecimiento de
1.3X10°% UFC-mL™), por ésta razon la cepa B7 se descarta en los ensayos posteriores, en el
resto de los ensayos de antagonismo no se observa ningln otro fendmeno de disminucion
de crecimiento, pues en cada caso se observan patrones equiparables a los testigos. Las
interacciones microbianas ocurren con una alta frecuencia y son de una amplia diversidad,
principalmente entre microorganismos aislados de suelo (Pellkofer et al., 2016), en ellas se
definen los nichos ecoldgicos que cada uno ocupa y se evita la redundancia, es por ello que

resulta indispensable determinar el tipo de interaccion que ocurre entre las cepas obtenidas.
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Tabla 3. Ensayo de Quimiotaxis en medio semisolido

Control + Control - Maiz Cilantro Calabaza Pepino

cepa (UFC:mL?Y) (UFC:mLY)* (UFC-mL?) (UFC-mL?) (UFC-mL%) (UFC-mL7%)
Bl 6.2X10° 0 5.9X103 8X10? 2.2X10° 9X10?
N6 7.1X10° 0 5.4X103 3.9X103 2.6X10° 7X10?

Ensayos de Quimiotaxis para las cepas B1 y N6 hacia diferentes extractos vegetales medidos como
crecimiento microbiano (UFC-mL™) en medio semisdlido a las 48 h. *No presentd crecimiento.

En los ensayos de quimiotaxis en medio semisélido, se observa en la tabla 3, que tanto B1
como N6, no presentan atraccion hacia el control negativo (ampicilina) y presentan
atraccion hacia todos los extractos vegetales y al control positivo (caldo LB), sin embargo,
se observa respuesta diferente para cada extracto, en ambas cepas se presenta mayor
atraccion para extractos de maiz y una atraccion baja hacia extractos de pepino, sin
embargo, N6 presenta atraccion fuerte hacia extractos de cilantro y para B1 los extractos de

éste son los que presentan valores mas bajos.

Tabla 4. Ensayo de Quimiotaxis en medio liquido

Control + Control - Maiz Cilantro Calabaza Pepino
cepa (UFC:mLY)  (UFC:mLY)* (UFC-mL?1) (UFC-mL?Y) (UFC-mL?) (UFC-mL7%)
B1 8.1X10% 0 8X10* 3.7X10% 5.6X10* 9X103
N6 9.3X10* 0 8.2X10% 7.6X10% 3.3X104 7.4X103

Ensayos de Quimiotaxis para las cepas B1 y N6 hacia diferentes extractos vegetales medidos como
crecimiento microbiano (UFC-mL1) en medio liquido a las 24 h. *No presenté crecimiento.

En la tabla 4 se puede observar, que para el ensayo de guimiotaxis en medio liquido, los
valores de crecimiento encontrados, son superiores que en el ensayo en medio semisélido
(hasta 10 veces mayor), sin embargo, se puede apreciar que existe una tendencia de
atraccion semejante en ambos ensayos, en los dos casos, se presenta alta atraccién hacia

extractos radiculares de maiz que son practicamente equiparables a los valores encontrados
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en el control positivo y los valores mas bajos son hacia extractos de pepino; en el caso de
los extractos de calabaza y cilantro, se siguen patrones distintos para cada cepa, se observa
también que N6 siguié el mismo patron de atraccion en ambos ensayos (liquido y
semisolido). Los valores de quimiotaxis reportados aqui para el medio liquido son
equiparables a los reportados por Kumar et al. (2018) para cepas de Xanthomonas oryzae e
inferiores a los presentados por Mukherjee et al. (2016) para una cepa silvestre de
Azospirillum sp. Estos resultados ofrecen un panorama preliminar de la probabilidad de
colonizacién de Bl y N6 para cada modelo vegetal evaluado, proceso que resulta
fundamental en la determinacion de efectividad de un biofertilizante, pues si no existe
colonizacién efectiva o una interaccion positiva del microorganismo con la planta, la

probabilidad de éxito disminuye considerablemente.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este ensayo, han permitido generar un esquema de obtencion
y eliminacion de cepas bacterianas a razon de su capacidad como promotoras de
crecimiento vegetal, de su interaccion con otros microorganismos o de su interaccion con
diferentes modelos vegetales. En este sentido, se seleccionaron dos cepas promisorias en la
elaboracion de biofertilizantes, una de ellas con capacidad para solubilizar fésforo (B1) y la
otra como fijadora de nitrogeno (N6). La quimiotaxis encontrada para B1 y N6 hacia
extractos de raiz permite, de manera preliminar, establecer un mecanismo predictivo de
colonizacion hacia diferentes modelos vegetales, se demuestra que en medio liquido hay
valores mas elevados de crecimiento en cada extracto vegetal, en comparacion con el medio
semisolido, finalmente, se puede aseverar que ambas cepas tienen una atracciéon mayor por

extractos de maiz y su atraccion mas baja, fue por extractos de pepino, lo cual permite

73
Revista MIX-TEC, Vol. 1, Num. 1, pp. 62-76



MIX-TEC

inferir baja probabilidad de colonizacion hacia éste ultimo y una alta probabilidad de

colonizacién hacia plantas de maiz.
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