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RESUMEN

En el presente trabajo, realizado en el laboratorio de Agrobiotecnologia del
Departamento de Ciencias Béasicas de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, se evaluaron 36 bacterias solubilizadoras de fosforo para estudiar su
capacidad de sintesis de Acido Indol Acético. Se utilizé el medio basico CCM para
el desarrollo de las bacterias y cromatografia en capa fina como técnica cualitativa
de deteccion; la fase movil utilizada fue acetato de etilo: cloroformo: acido acético
(55:35:10) y las placas se revelaron con el reactivo de Ehmann. En algunas de las
cepas probadas el numero de bacterias fue menor al esperado ya que no se
adaptaron bien al medio de fermentacion, sin embargo, la cantidad basto para la

realizacion de los ensayos correspondientes.

El AIA tuvo una movilidad relativa (Rf) de 0.79 en este sistema. 13 cepas
(36%) resultaron positivas para la produccion de &acido indolacético. Estas cepas
solubilizadoras de fésforo, que ademas tienen la capacidad de producir AIA son
buenas candidatas para un producto biofertilizante. Aunque las cepas CBLA-104 y
223 son enterobacterias y por lo tanto no pueden ser utilizadas directamente como
biofertilizantes, no se desecha la posibilidad del uso del extracto del medio de

fermentacién de estas cepas como un producto promotor del crecimiento vegetal.

Palabras clave: Bacterias, Cepas, Cromatografia, Acido indolacético,

Biofertilizante

Xi



1. INTRODUCCION

Los fitorreguladores son sustancias organicas sintetizadas por las plantas,
que tienen la capacidad de modificar los procesos fisioldgicos en concentraciones
mucho mas bajas que los nutrientes o las vitaminas, se clasifican en cinco grandes
grupos que son: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y los inhibidores o
retardantes del crecimiento (Weaver, 1982). Estos fitorreguladores son utilizados
en la agricultura para mejorar las cosechas y para manipular algunas respuestas
fisiologicas de las plantas. La eficiencia de estas fitohormonas de origen biolégico,
ha sido comprobada en diversos estudios en los que se ha demostrado que su
aplicacion produce un aumento en el rendimiento y calidad de las cosechas
(Frankenberger & Arshad, 1995).

Estos compuestos reguladores, no solo pueden ser aplicados por el hombre
sino que también se ha reportado su sintesis por los microorganismos de la
rizosfera, siendo el &cido indolacético la auxina mas comuan, aunque también se
han encontrado &acido naftalenacético y acido indolbutirico. Los microorganismos
de la rizésfera tienen relaciones con su planta hospedera que pueden ser de dafio
o beneficio, entre las relaciones dafiinas se puede mencionar a microorganismos
que causan la pudricion de la raiz y entre las relaciones benéficas mas
importantes estan aquellas en las que los microorganismos ayudan a fijar o
solubilizar nutrientes que la planta pueda aprovechar. Ejemplos de estas
relaciones las presentan los microorganismos de los géneros Azospirillum,

Azotobacter, Pseudomonas, Rhyzobium, etc. (Patten & Glick, 1996).

Existen cepas de bacterias que son capaces de aumentar el desarrollo de
las raices y el rendimiento de diferentes especies vegetales. Existe una cepa de
Enterobacteria que es promotora del crecimiento de las plantas (PGPB), que fue
aislada de la rizosfera de plantas de trigo, es capaz de fijar N, y producir auxinas y
citocininas (Kampfer et al., 2005). Castillo et al., (2005) trabajaron con Rhyzobium
sp en caldos de fermentacién para cuantificar el contenido de auxinas utilizando la

técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC).



Por otro lado, el Nitrégeno y el Fésforo son los dos nutrientes mas limitantes
para el desarrollo de las plantas, por lo que el estudio de microorganismos que
ayuden a la asimilacion de estos nutrientes es importante y mas en esta época
donde el uso indiscriminado de productos quimicos y fertilizantes, ha ocasionado
un desequilibrio de la microbiota nativa que cumple funciones muy importantes

con las plantas cultivadas, provocando con esto bajos rendimientos en los cultivos.

Por lo anterior, la sintesis microbiologica de fitohormonas puede constituir
una alternativa viable en el contexto de una agricultura ecoldgica sostenible ya que
la aplicacion de caldos de fermentacién que contengan estos productos, reducira
el impacto ambiental y su obtencion a escala industrial resultaria econdmicamente
mas atractiva. En el Laboratorio de Agrobiotecnologia del Departamento de
Ciencias Bésicas de esta Universidad, se estd trabajando en la busqueda y
desarrollo de un biofertilizante a base de bacterias solubilizadoras de fosforo y se
han encontrado hasta la fecha nueve cepas del género Pseudomonas y
Acinetobacter que han demostrado su eficiencia en la solubilizacion del fésforo in

vitro y en la asimilacion del fosforo por plantas de tomate.



2. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las bacterias solubilizadoras de fosforo aisladas de la rizosfera de
plantas tienen la capacidad de producir sustancias que promueven el desarrollo de

las raices.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el protocolo para el ensayo de produccién de auxinas in vitro.
e Establecer el protocolo para la determinacion por TLC de auxinas.
e Determinar la capacidad de produccion de acido indolacético por cepas de

BSF en fermentaciones in vitro.

3. HIPOTESIS

Algunas bacterias solubilizadoras de fosforo tienen ademas la capacidad de

producir reguladores de crecimiento como el acido indolacético.



4. REVISION DE LITERATURA
4.1 IMPORTANCIA DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de crecimiento son aquellos compuestos que afectan
diversos proceso en las plantas, cuando son producidos de manera enddgena en
las plantas se les denomina hormonas vegetales o fitohormonas, cuando se
aplican de manera exogena para producir un efecto en el desarrollo de las plantas
se denominan reguladores de crecimiento, este ultimo término también se utiliza
cuando las hormonas de las plantas son producidas por microorganismos de la
rizosfera (Armenta et al., 2010), los reguladores de crecimiento se clasifican
dependiendo de su efecto en las plantas como promotores (auxinas, giberelinas,
citocininas), inhibidores (acido abscisico y su precursor xantosina), etileno y otras
sustancias reguladoras; estos compuestos existen usualmente en las plantas y
cultivos a concentraciones menores a 1 uM y se encuentran en las partes de la
planta creciendo activamente, las hojas jovenes y la yemas apicales son
particularmente ricas en auxinas, mientras que las raices jovenes tienen un alto
contenido de giberelinas y citocininas, las frutas y las semillas son generalmente
ricas en todas las hormonas (Naqvi, 2002). En la tabla 1 se muestran algunos

ejemplos de reguladores de crecimiento y su efecto.

Muchas bacterias que se desarrollan en el suelo de la rizésfera,
dentro o sobre las raices de las plantas tienen efecto en el desarrollo de dichas
plantas y son conocidas con el nombre genérico de bacterias promotoras del
crecimiento o PGPB por sus siglas en inglés. La investigacion en este campo se
ha incrementado desde que Kloepper y colaboradores acufiaron el término en los
70’s (Kloepper y Schroth, 1978), los mecanismos por los cuales ejercen sus
efectos son muy amplios y van desde la fijjacion de nitrégeno, aumento en la
disponibilidad de nutrientes, modificacion de la morfologia de las raices, hasta la
produccion de sustancias reguladoras del crecimiento. La investigacién de algunos
mecanismos responsables del incremento en la asimilacion de nutrientes se ha
incrementado recientemente debido al interés de utilizar este tipo de

microorganismos como biofertilizantes.



Tabla 1. Efectos de los reguladores de crecimiento en las plantas.

Tipo de regulador de | Efecto en la planta Ejemplo

crecimiento

Auxinas Inducen la produccién de raices Acido Indolacético
adventicias y el enraizamiento de Acido indolbutirico
esquejes, inducen el crecimiento de | Acido naftilacético
tallos y coledptilos, regulan la
dominancia apical

Giberelinas Promueven la floracién, estimulan Acido giberélico
la germinacion de las semillas, GA;y GA;
estimulan el crecimiento del tallo de
las plantas

Citocininas Estimulan la retencién de clorofila, 6 bencilaminopurina

promueven la division celular y el
cuajado de frutos, promueven el
desarrollo de los cloroplastos y la
expansion celular

Furfuril-aminopurina
Zeatina

Compuestos que generan
etileno

Se utilizan para promover la
abscisién y de este modo facilitar la
cosecha mecanizada
especialmente en citricos, el etileno
induce la expansion celular lateral,
rompe la dormancia en algunas
semillas

Acido-2-cloroetil-
fosfénico (Ethefon).

Inhibidores del transporte
hormonal

Provocan efectos en el crecimiento
y la morfogénesis, p. €j. Al bloquear
el movimiento de la auxina desde la
yema terminal, provoca que se
formen ramas laterales

Acido N-m-tolileftalmico

Acido 2,3,5-
triiodobenzoico

Retardantes del
crecimiento

Inhiben la divisién celular y la
expansion celular en la region
subapical del tallo, obteniéndose
plantas con entrenudos mas cortos,
sus efectos son reversibles al
aplicar giberelinas

Cloruro de 2-
cloroetiltrimetil amonio

Inhibidores del
crecimiento y
enanizantes

Sus efectos son similares a los de
los retardantes, pero sus efectos no
son reversibles

6-hidroxi-3-(2H)-
piridazinona

Esterilizantes masculinos

Se utilizan para producir semillas
hibridas

Sal trietanolamina del

2,3-dicloro iso butirano

Luckwill, 1994

4.1.1 Acido indolacético

Se denomina tipicamente auxinas a aquellos compuestos que estimulan la
elongacion celular, pero las auxinas también influencian un amplio rango de
respuestas en el crecimiento y desarrollo, las primeras investigaciones que se

hicieron en este tipo de compuestos no tenian claro de que sustancia se trataba,

5



en 1919 Paal concluy6é en sus investigaciones que “La punta de la hoja es el
centro regulatorio del crecimiento, en él, una sustancia (o mezcla) se forma y es
secretada internamente, y esta sustancia se distribuye igualmente por todos lados,
moviéndose hacia abajo por el tejido vivo”, y no fue sino hasta 1946 que se hizo

una identificacion quimica del &cido indolacético (IAA) presente en las plantas.

Después del IAA, se identificaron otros compuestos con estructura similar y
que presentan las mismas respuestas, entre ellos se puede mencionar al &cido 4-
cloroindolacético, acido fenilacético y el indolbutirico. Se han realizado estudios
genéticos y enzimaticos que han demostrado que las enzimas triptofano
aminotransferasa de Arabidopsis (TAA) y la flavin monooxigenasa de Yucca,
(YUC), son requeridas para la biosintesis del IAA, estudios bioquimicos también
han demostrado que el triptéfano es el principal precursor del IAA en las plantas.

OH

OH

N \ %

=
I

=

al b}

Figura 1. Estructura quimica de: a) Acido indolacético, b) Triptéfano.

Se han propuesto otras rutas de biosintesis, pero no se han demostrado
con bases genéticas. En la figura 2 se muestran las cuatro rutas que hasta la
fecha se han propuesto para la biosintesis de IAA en las plantas, el recuadro con
lineas discontinuas se refiere a una ruta metabdlica propuesta, pero que esta

presente en muy pocas especies (Mashiguchia et al., 2011).
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Figura 2. Rutas metabdlicas propuestas para la biosintesis del acido indol acético por las
plantas, propuestas por Mashiguchia et al., (2011), las flechas gruesas indican
las funciones propuestas de las enzimas principales involucradas. TAAL,
aminotransferasa del triptéfano; YUC, flavin monooxigenasa; AMI1, amidasa 1
de arabidopsis; Trp, tript6fano; TAM, triptamina; IPA, &cido 3-indolpirdvico;
IAAId, Indol 3-acetaldehido; IAM, indol 3-acetamida; IAN, indol 3-acetonitrilo;
IAOX, indol 3-acetaldoxima.

La respuesta de las plantas a las auxinas depende de la concentracion, en
la figura 3 se muestra la respuesta de varios rganos a varias concentraciones de
IAA, se puede observar que dependiendo del 6rgano, a bajas concentraciones el
efecto del IAA es de promocion del crecimiento, pero a altas concentraciones se

vuelve inhibitorio (Leopold, 1960).
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Figura 3. Respuesta en el crecimiento de los 6rganos de las plantas a diferentes
concentraciones de auxinas.

Después de su primera identificacion, el IAA ha sido aislado de filtrados de
bacterias, hongos y plasmolisados de levaduras, algunos patégenos de plantas lo
producen para modular el crecimiento en las plantas, por ejemplo Agrobacterium
tumefasciens, que penetra en los tejidos vegetales causando una proliferacion
celular. Durante el contacto con las células vegetales la bacteria transfiere a las
células vegetales un plasmido llamado Ti (inductor de tumores). Este se integra en
el ADN del cromosoma de la célula vegetal. El plasmido transferido o t-ADN
contiene los genes oncogénicos (onc) cuya expresibn provoca una mayor
produccion de hormonas de crecimiento, que son las que inducen las divisiones

celulares que dan origen a la formacion del tumor o agalla.

Pseudomonas y Agrobacterium utilizan la triptéfano-2-monooxigenasa
(laaM) para convertir el triptofano a indol-3-acetamida (IAM), la cual es
subsecuentemente hidrolizada a IAA por una hidrolasa (iaaH) (figura 4). Hasta la
fecha esta via es la Unica completamente conocida dependiente de triptéfano, la

ruta de sintesis del indol-3-piruvato (IPA) se ha encontrado en algunos



microorganismos, aungue esta ruta aun no esta clara, se sabe que la
descarboxilasa de IPA convierte a este compuesto en indol-3-acetaldehido, la
descarboxilasa ha sido clonada de Enterobacter cloacae y Azospirillum brasilense,
pero los genes que convierten el triptéfano a IPA y las enzimas que transforman el
IAAld a IAA aun no han sido concluyentemente identificadas en los

microorganismos (Zhao, 2010).

Tryvptophan

— 1 IaaM

Indolepyruvic acid *
(IPyA) Indoleacetamide

(IAM)
IpdC
1 IaaH

Indoleacetaldehvde === Indoleacetic acid (IAA)

Figura 4. Rutas de sintesis del acido indolacético en microorganismos (tomada de Yang,
2007).

4.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), son capaces de colonizar los sistemas radicales de las
plantas y promover el crecimiento de éstas. Tienen la capacidad de alterar el
crecimiento de los tejidos vegetales directa o indirectamente; indirectamente las
PGPR juegan un papel importante en la disminucion o prevencion de
fitopatdgenos que puedan atacar las plantas; mientras que directamente las PGPR

promueven el crecimiento de la planta al sintetizar compuestos (por ejemplo



reguladores del crecimiento vegetal) que le facilitan a la planta la toma de
nutrientes del ambiente (Gray & Smith, 2004).

La investigacion en este campo se ha incrementado desde que Kloepper y
colaboradores acufiaron el término en los 70°s (Kloepper y Schroth, 1978), los
mecanismos por los cuales ejercen sus efectos son muy amplios y van desde la
fijacion de nitrogeno, aumento en la disponibilidad de nutrientes, modificacion de la
morfologia de las raices, hasta la produccién de sustancias reguladoras del
crecimiento. La investigacion de algunos mecanismos responsables del
incremento en la asimilacion de nutrientes se ha incrementado recientemente

debido al interés de utilizar este tipo de microorganismos como biofertilizantes.

Las PGPRs sintetizan compuestos como auxinas y compuestos parecidos a
las giberelinas que aumentan la tasa de germinacion de las semillas y el desarrollo
de pelos radiculares que ayudan a la planta a crece al aumentar la capacidad de
absorber (Hasan, 2002).

El término biofertilizante se utiliza cominmente para designar el uso de
microorganismos para mejorar la disponibilidad y asimilacion de los nutrientes
minerales presentes en el suelo por las plantas. Sin embargo, Vessey (2003)
sugiere que el término biofertilizante se utilice como aquel producto que contiene
microorganismos Vvivos, los cuales al ser aplicados al suelo, a las semillas o a la
superficie de las plantas, colonizan la rizésfera o el interior de la planta y
promueven el crecimiento incrementando la disponibilidad y asimilacion de los
nutrientes primarios por la planta hospedera (Vessey, 2003). En base a esta
definicibn no se debe utilizar el término biofertilizante para designar productos
conteniendo compuestos organicos para mejorar la calidad del suelo, pero si para
designar aquellos microorganismos que incrementen el crecimiento de las plantas
al reemplazar los nutrientes del suelo (por fijacion biolégica de nitrogeno), o
aumentando la disponibilidad de los nutrientes (p. ej. al aumentar la solubilizaciéon
de fésforo) o bien incrementen el acceso a los nutrientes (al incrementar el area
superficial de la raiz). No todas las PGPB son biofertilizantes. Uno de los efectos

mas reportados en el uso de bacterias promotoras del crecimiento es el aumento
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en el peso seco (Vessey & Buss, 2002) y el aumento del area superficial de la raiz
(Fallik et al., 1994), estos cambios se han atribuido principalmente a la produccion
de acido indolacético por las bacterias de la rizosfera. Mehnaz et al., (2001)
reporta la produccion de acido indolacético por Aeromonas veronii y el aumento de
la raiz en plantas de arroz causadas por la inoculacién de estas plantas por la
bacteria. Biswas et al., (2000) asimismo reporta que dos bacterias del género
Rhizobium promueven el crecimiento de plantas de arroz y que estas resultaron

positivas en la produccion de acido indolacético en el laboratorio.

4.2.1 Competencia en la Rizésfera

Las PGPBs, en general son colonizadoras altamente agresivas por lo cual
suelen desplazar microorganismos o especies deletéreas de la microflora de la
raiz desencadenando con ello un descenso de las poblaciones de hongos y
bacterias rizosféricas. Una bacteria altamente competitiva tiene un r4pido
crecimiento, es movil y presenta quimotaxis por los exudados radicales.
Solamente del 8 al 20% de la superficie de las raices es colonizada por bacterias,
siendo las zonas de mayor exudacion las que presentan mayor colonizacion
(Kapulnik, 2002).

4.2.1.1 Accién bioprotectante de las PGPB

La actividad bioprotectante se caracteriza por el control de organismos
causantes de enfermedad en especies vegetales. Esta actividad ha sido reportada
en géneros bacterianos como Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,

Burkholderia, Enterobacter y Agrobacterium (Ping, 2004).

Los mecanismos descritos para el control biolégico abarcan diversos grados
de interaccion entre los cuales la competencia por espacio y nutrientes, la
induccion de resistencia sistémica y la sintesis de metabolitos secundarios, son los

mas importantes (Waisel et al., 2002).
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4.2.2 Mecanismos de accion de las rizobacterias promotoras del crecimiento

vegetal

Tien et al.,, (1979) sugirieron que las fitohormonas podrian ser las
responsables del mejor crecimiento de la raiz y de la parte aérea de las plantas.
Esto se debe a que los efectos de la inoculacién son similares a los que se

observan cuando las plantas son tratadas con estas sustancias.

El mecanismo estudiado con mayor amplitud ha sido la produccién de
auxinas, especialmente de &cido indol acético (Jain & Patriquin, 1985). Este
compuesto es producido por las bacterias logrando un aumento en el contenido de
fitohormonas de las plantas produciendo la estimulacién del crecimiento (Bar &
Okon, 1992).

Los mecanismos de accion de las PGPR pueden clasificarse en directos e
indirectos, y cada uno de ellos puede actuar de manera independiente y diferente
(Solano, 2000).

4.2.2.1 Mecanismos de accién directa.

A este grupo pertenecen aquellos metabolitos producidos por la bacteria
capaces de estimular el crecimiento vegetal (Kloepper, 1993). Totalmente
independientes de la poblacién microbiana edafica y del soporte edafico. Tal es

gue caso de:
* Fijaciéon de nitrogeno de forma asociativa,

* Produccion de reguladores de crecimiento vegetal como auxinas,

giberelinas y citoquininas, entre otras.
* Inhibicion de sintesis de etileno.

* Aumento en la permeabilidad de la raiz.
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El tipo de mecanismo de accidon que utilice cada especie de bacteria
promotora del crecimiento vegetal, es dificil de estimar ya que cada bacteria en
particular puede afectar el crecimiento de la planta de diferentes maneras y con

diferentes mecanismos de accion (Kloepper, 1993; Solano, 2000).

El mecanismo de accion directo de las PGPR por excelencia es la
produccion de reguladores de crecimiento vegetal (Brown, 1974; Solano, 2000;
Tien et al., 1979).

Entre las bacterias con reconocida actividad como productoras de
reguladores de crecimiento se encuentran los géneros Azospirillum y Azotobacter
los cuales al penetrar la raiz producen giberelinas, auxinas, citocininas, acido
abscisico y fijan nitrégeno, lo que las convierte en excelentes biofertilizantes. Para
el género Pseudomonas también se ha reportado la capacidad de produccion de

auxinas y giberelinas (Vargas et al., 2001).

Es asi como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, han mostrado
efectos benéficos por la produccion de reguladores del crecimiento vegetal, como
las giberelinas y auxinas, tal es el caso de Azospirillum sp., Pseudomonas sp., y
Azotobacter sp., entre otros géneros reconocidas como bacterias promotoras del

crecimiento vegetal (Cassan et al., 2001).

Desde 1934 cuando Kogl, Haagen-Smit y Erxleben, obtuvieron AIA
purificado de orina, identificada como auxina, empezaron los estudios alrededor de
su actividad y biosintesis (Baca & Elmerich, 2007), y con ellos la aparicion de
trabajos en los que se reportaba a bacterias y hongos (Baca & Elmerich, 2007;
Cassan et al., 2001) como productores de auxinas, los cuales son asociados a la
rizosfera de las plantas, reconociendo que el 80% de las PGPR o bacterias
asociadas a la rizésfera son capaces de producir Acido Indol Acético (AIA)
(Zakharova et al., 1999). Las investigaciones que se han producido no solo
involucran la biosintesis bacteriana de este regulador, o su actividad fisiol6gica en

las plantas, si no que establecen la relacion que las bacterias productoras de
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reguladores de crecimiento vegetal puede generar con la planta y entender la

dindmica de funcionamiento rizobacteria-planta (Zakharova et al., 1999).

Las bacterias del género Azospirillum y Azotobacter son rizobacterias gram
negativas, fijadoras de nitrogeno de vida libre, y que se han encontrado en
relacion estrecha con las raices de las plantas; ademas son capaces de promover
el crecimiento de las plantas a través del mejoramiento del desarrollo de las raices
(Bahat-Samet et al., 2004). Se han detectado tres tipos de sustancias promotoras
de crecimiento producidas por bacterias del género Azospirillum; auxinas,
citocininas y giberelinas. Se asume que los reguladores de crecimiento vegetal
producidos por bacterias causan cambios detectados en la morfologia de las
raices luego de ser inoculadas con Azospirilum sp., que pueden generar un

aumento en la absorcion de minerales (Bahat-Samet et al., 2004).

Investigaciones enfocadas a la biosintesis de AIA en Azospirillum brasilense
ponen de manifiesto varias rutas de biosintesis dependientes de triptéfano, y
utilizandolo como modelo en el estudio de biosintesis de AIA en bacterias
(Zakharova et al., 1999).

La aplicacibn de PGPR en plantas cultivadas, es uno de los mas
prometedores meétodos para aumentar la produccion agricola (Strigul &
Kravchenko, 2005), aunque existen problemas para la introduccion de estos
microorganismos al suelo ya que en varios casos éstos no sobreviven alli, 0 no
realizan la funcion esperada al incorporarlos. Es conocido que organismos
benéficos, introducidos a la rizésfera, son afectados por distintos factores tanto
bioticos como abioticos. Dentro de los factores abibticos se encuentran la
temperatura del suelo, el pH de este mismo, la disponibilidad de oxigeno, la
disponibilidad de nutrientes, el contenido de agua, el tipo de suelo, la textura y
estructura del suelo. Gracias a la gran abundancia de microorganismos en la
rizosfera inducidos por la liberacion de compuestos organicos por las plantas, se
incluyen una serie de factores bidticos que afectan la supervivencia de las PGPR
en el suelo, dentro de éstas se incluye predacion por nematodos y protozoos,

actividad de bacteriéfagos, competencia microbiana por recursos e interacciones
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directas como inhibicion de la actividad microbiana por produccion de antibioticos

y sinergismo o incremento de nutrientes disponibles (Strigul & Kravchenko, 2005).

4.2.2.2 Mecanismos de accién indirecta.

Los mecanismos indirectos son aquellos en donde la estimulacién del
crecimiento ocurre de manera indirecta, y la bacteria libera sus metabolitos al
medio edafico afectando otros factores rizosféricos, los cuales se revierten en una
mejora o estimulacién del crecimiento de la planta por ejemplo (Kloepper, 1993;
Solano, 2000):

* Produccidn de sustancias capaces de movilizar nutrientes de tipo
aminoacido, sideroforos o &cidos organicos que liberaran fésforo, hierro y/o
aluminio (Cattelan et al., 1999; Jones et al., 1994).

* Influyen en la produccion de fitoalexinas, compuestos utilizados para la
defensa de la planta, respuesta inducida por lipopolisacaridos producidos por
bacterias en el rizoplano (Agrios, 2004; Cattelan et al., 1999; Loon, 2007).

+ Algunas bacterias pueden hidrolizar moléculas producidas por patégenos
como Pseudomonas cepacia y P. solanacearum, son capaces de hidrolizar el
acido fusarico, liberar B 1,3—glucanasa inhibiendo el desarrollo de la pared fangica
de hongos fitopatégenos como Phytium ultimun y Rhizoctonia solani (Cattelan et
al., 1999; Loon, 2007; Schnider et al., 1994; Solano, 2000).

4.2.3 Biosintesis de reguladores del crecimiento vegetal

La habilidad que muestran los microorganismos para sintetizar reguladores
de crecimiento vegetal es muy conocida, las cuales se producen en asociacion
con las plantas, estableciendo relaciones de tipo benéfico, o de parasitismo en
donde las bacterias u hongos sintetizan estos reguladores o compuestos similares

con estructuras quimicas de accién similar, para estimular los tejidos hospederos.
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A la lista de microorganismos productores de reguladores se suman bacterias,
actinomycetes, algas y hongos los cuales pueden producir diferentes tipos de
regulador y en diferentes concentraciones (Baca & Elmerich, 2007; Tsavkelova et
al., 2005).

4.2.3.1 Biosintesis de auxinas por bacterias

Las auxinas son derivadas del triptéfano (Trp), por varias rutas metabdlicas,

pero solo puede ser sintetizado funcionalmente por rutas dependientes de Trp.

En microorganismos se han propuesto, al menos tres vias metabdlicas para
la biosintesis del a&cido indol acético (AlA) a partir de triptofano (Trp), denominadas
via del indol 3-piruvico (AIP), &cido 3-acetamida (AIM) y la via de la triptamina
(Tam) (Cheryl & Glick, 1996). Adicionalmente se ha descripto una via que no
requiere de este precursor para la biosintesis del AIA y que se denominada via
independiente del Trp. A pesar de esta diversidad, en el metabolismo procariético
la biosintesis parece seguir dos rutas predominantes: la ruta de la indol 3-
acetamida (IAM) y la del &cido indol 3-piravico (IPA) por encima de la via de la

triptamina (Tam) y de la via independiente de triptofano.

Lambrecht et al., (2000) han encontrado un patrén de biosintesis de AIA
caracteristico de la interaccion planta-microorganismo que depende
especificamente de rol ecofisiolégico de la especie bacteriana que interactua,
siendo estas fitopatogénicas o promotoras del crecimiento. Tal es el caso de
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Pseudomonas savastanoi
y Erwinia herbicola, todas especies fitopatogénicas que sintetizan el AIA de
manera inducible por la via de la indol 3-acetamida (IAM) y de manera constitutiva

por la via del indol 3-piruvico (IPA).
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4.3 METODOS DE DETECCION DE REGULADORES DE CRECIMIENTO
VEGETAL

Los reguladores de crecimiento vegetal pueden ser producidos
industrialmente usando procesos de fermentacion y sintesis, y se han obtenido
diferentes métodos para su obtencién y purificacion, es asi como la cromatografia
liquida de alta presion (HPLC), es un procedimiento que se emplea para la
purificacion y separacion de giberelinas. Mientras que para su deteccion se han
desarrollado diferentes métodos, como la cromatografia de capa fina (TLC),
cromatografia de gases (GC), cromatografia de gases y espectrofmetria de masas
(GC-MS) (Castillo & Martinez, 1997). De esta forma la produccién in vitro de
giberelinas por Azospirillum sp., y el efecto de las mismas han sido estudiados por

espectrometria de masas (MS) (Cassan, 2001).

Los métodos mas usados hoy en dia para el estudio de reguladores de
crecimiento vegetal son HPLC y GC (Arteca, 1996). Se usa HPLC con muestras
grandes y faciles de detectar con espectrofotometria mientras que GC se usa con

muestras pequefias y volatiles.

4.3.1 Cromatografia en Capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina se ha utilizado en la separacion y el andlisis
de muchos compuestos y es de acuerdo a éstos que se utilizan solventes

especificos, siendo particularmente Gtil cuando se trata de sustancias no volatiles.

En esta técnica las separaciones se producen con base en distintos
procesos como son adsorcion, reparto, intercambio ionico y diferencia en el
tamafio de las moléculas, lo que le confiere ventaja frente a otras técnicas ya que
es mas rapida y sensible debido a que la muestra se difunde menos, por lo cual
pueden separarse cantidades menores y por que el revelado puede llevarse a
cabo con reactivos muy sensibles como acidos sulfaricos y clorosulfénico (Jork,
1991).
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La técnica permite por tanto separaciones eficientes de mezclas complejas,
identificacion preliminar de sus constituyentes como deteccion de compuestos

indeseables.

Los materiales y equipos que utiliza son similares a los utilizados en
cromatografia en papel, pero utiliza sorbentes (fase estacionaria) en donde se
agrupan adsorbentes, intercambiadores de iones y geles de filtracion, entre ellos
se encuentra el gel de silice o acido silico, siendo este el mas utilizado, el
hidréxido de aluminio comunmente llamado alimina, Kieselgur o Tierra de
Diatomeas se utiliza en separaciones por reparto de oligosacéaridos, celulosa

fibrosa o celulosa microcristalina y poliamida entre otros (Skoog & Leary, 1993).

4.3.2 Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Es utilizada por su alta eficiencia, resolucion y velocidad de separacion, es
utilizada para separar reguladores vegetales de crecimiento de otros compuestos
presentes en el extracto, al igual que por su capacidad para separar compuestos o
impurezas, en donde puede observarse la alta resolucion de la técnica. La HPLC
tiene su origen en la cromatografia en columna clasica aunque tanto sus
fundamentos como su desarrollo son similares a la cromatografia de gases. En
este caso es la habilidad con que los constituyentes de la muestra se reparten
entre las dos fases lo que condicionara la separacion. La HPLC es comparable a
la GC en velocidad, eficiencia y resolucion y es inherentemente mas versatil. No
esta limitada a muestras volatiles y térmicamente estables, y la eleccidén de la fase
estacionaria incluye sélidos adsorbentes, adsorbentes modificados quimicamente,
intercambiadores i6nicos y materiales porosos, dando lugar a distintas
modalidades (Piné et al., 2009).
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4.4 PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO

Muchas sustancias organicas son capaces de regular el crecimiento vegetal
debido a que afectan la fisiologia de las plantas y sus procesos morfolégicos a
muy bajas concentraciones. Dentro del término PGPB gran parte de de la
actividad promotora de crecimiento recae en la sintesis por parte de los
microorganismos de fitohormonas como auxinas, citocininas y giberelinas (Jagnow
& David, 1991; Dobbelaere et al., 2003).

La palabra auxina significa en griego ‘crecer' y es dada a un grupo de
compuestos que estimulan la elongacion de las células. De estos, el AlA es la
forma natural predominante. Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta,
las mas altas concentraciones se localizan en las regiones meristematicas que se
encuentran en crecimiento activo, debido a que en dichos sitios se da su sintesis
dentro de la plantas (Heldt et al., 1997).

La principal auxina enddégena es el &cido indol-3-acético (AlA). Es
sintetizada a partir del L-tript6fano, que puede estar libre o formando parte de
proteinas. Por accion de una transaminasa se transforma en acido indolpiravico, el
cual se descarboxila por accion de una descarboxilasa formandose indol-
acetaldehido. Luego actla una oxidasa que lo transforma en acido indol acético.
Existen otras vias de sintesis que conducen al compuesto mediante la formacion
intermedia de triptamina, o bien mediante un intermediario nitrilico. EI AIA se
puede transformar en acido indol butirico por accién de una sintasa (Heldt et al.,
1997).

Los microorganismos que habitan en la rizosfera de varias plantas son
capaces de estimular en ellas la producciéon de auxinas, gracias a su accion
elicitora por la secrecion de metabolitos secundarios producto de la asimilacion de

diversos exudados producidos por las plantas (Waisel et al., 2002).

Asi mismo, Los microorganismos también pueden producir AIA dentro de su
metabolismo secundario. Las vias de sintesis de AIA por parte de los

microorganismos son diversas y un gran numero de genes esta implicado en su
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regulacion y expresion; tal es el caso de la via del indol-3-acetamida (IAM), comun
de los organismos fitopatdégenos. Las bacterias benéficas sintetizan el AIA por la
via del acido Indol 3 piravico (IpyA). Donde el L-Triptéfano es oxidado finalmente a
acido indol acético. Los genes que codifican para la sintesis de AlA, se encuentran

en plasmidos o integrados a los cromosomas (Kapulnik, 2002).

También existen evidencias de biosintesis de AIA independiente del L-
triptéfano (cuyos precursores son el indol y el indol-3-glicerol fosfato), pero esta es

poco conocida (Soberon et al., 2005).

Las bacterias PGPR sintetizan AIA. Esta importante auxina secretadas por
bacterias contribuiria al “pool” endégeno de hormonas de la planta, imitando el
efecto de la aplicacion de AIA exdgeno (Glick et al., 1999). De esta forma, el AIA
bacteriano estimularia el desarrollo del sistema radical y el crecimiento general de
la planta huésped. Al mismo tiempo, el consecuente incremento en la produccion
de metabolitos vegetales, utilizados por las bacterias para su propio crecimiento,
pondria de manifiesto un beneficio reciproco en la relacién planta-bacteria (Patten
& Glick, 2002).

La promocién de crecimiento radical es uno de los principales factores por
los cuales se evalla el efecto benéfico de las distintas PGPR. En este sentido, la
produccion bacteriana de AlA y la alta sensibilidad de las raices a dicha hormona
seria fundamental en la respuesta a la inoculacién. Bacterias que secretan bajos
niveles de AIA (10° a 10™*? M) estimularian la elongacién de raices, mientras que
bacterias altamente productoras de auxinas promoverian la formacion de raices

laterales o el desarrollo de pelos absorbentes (Glick et al., 1999).
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4.4.1 Modo de Accion de las auxinas en la planta

Las auxinas actian a nivel génico regulando la expresion de mdultiples
genes. El AIA se une a un receptor de naturaleza proteica, formando un complejo
receptor-hormona de caracter reversible, especifico, con alta afinidad y saturable.
Este complejo activa un promotor que controla la expresion de los genes que
codifican la sintesis de las enzimas catalizadoras de los compuestos de la pared
(Hans et al., 1997).

4.4.1.1 Efectos en la Planta

Dentro de la accion fisiolégica de las auxinas podemos nombrar su
participacion en la mitosis, alargamiento celular, formacién de raices adventicias,
dominancia apical, gravitropismo, floracion, emergencia y elongacion radicular

entre otros (Hans et al., 1997).

Las bacterias asociadas o libres en el sistema planta-suelo presentan
diferentes efectos sobre el material vegetal, producen fitohormonas, incrementan
la velocidad de germinaciéon de semillas, estimulan la formacion de raices,
fortalecen los mecanismos naturales de defensa de la planta (resistencia
sistémica), solubilizan nutrientes no disponibles para las plantas, incrementan la
respuesta a la fertilizacion quimica u organica, reducen las pérdidas de N por
lavado, aumentan la tolerancia al estrés hidrico y al ataque de plagas o

enfermedades, entre otros (Kapulnik, 2002).

En los afios 70's se demostré que la baja tasa de germinacién de algunas
semillas de hortalizas podia ser aumentada mediante el tratamiento con cepas de

Pseudomonas sp. (Kapulnik, 2002).

La inoculacion de plantas jévenes de sorgo y maiz con Azospirillum sp. ha
tenido efectos marcados en la morfologia de las raices, favoreciendo la
proliferacion de pelos radicales, el aumento de la superficie radical y en términos

generales un buen desarrollo del sistema de raices. Este aumento de la superficie
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radical le permite a la planta una mayor exploracion del suelo y por ende tener

mayor acceso a nutrientes y agua (Kapulnik, 2002).

Muchos de los microorganismos que son caracterizados como PGPB's y
que cumplen las caracteristicas mencionadas anteriormente, son aislados tanto de
suelo como de tejidos vegetales. Estos udltimos son considerados como
microorganismos endofitos. Los endofitos son un grupo especifico de
microorganismos (bacterias, actinomicetos y hongos) que pueden encontrarse en
diferentes tipos de tejidos vegetales incluyendo los de semillas, frutos, hojas,
tubérculos, tallos etc. Estos presentan una ocurrencia alta en los cultivos de
importancia agricola y alta relevancia en sus sistemas de produccion (Surette &
Sturtz, 2003).

4.5 BACTERIAS COMO BIOFERTILIZANTES

Con la necesidad de incrementar la produccion en los cultivos, hace mas de
70 afios se inicio el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, logrando
aumentar la produccion de alimentos. Esta revolucibn en la agricultura se
denomind como uno de los procesos mas ineficientes del mundo, por sus altos
costos econdmicos y medioambientales; sin embargo este paquete tecnoldgico
gue contemplaba la modernizacion de la agricultura se masificé en todo el pais.
Estos fertilizantes quimicos se integraron a las practicas agricolas en tierras de
autoconsumo y comerciales, en minifundios y empresas agricolas, en la
produccion de alimentos basicos y en forraje. Esta practica fue fomentada y
subsidiada por el Estado, ya que era considerada una forma rapida y econémica
de incrementar la produccion sin percatarse que también seria una forma de
acabar con el equilibrio ecoldgico. Los fertilizantes quimicos se caracterizan por el
bajo indice de aprovechamiento que tiene la planta, ya que solo se aprovecha
entre el 30 y 40%, otra parte se desperdicia, se filtra y escurre para contaminar los

mantos freaticos, rios y cuerpos de agua o se pierde como gases contaminantes a
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la atmosfera, contribuyendo a la degradacion de la capa de ozono y al

calentamiento global.

Las bacterias han sido utilizadas desde la antigiedad para mejorar la
disponibilidad de los nutrientes, Teofrastus (372-287 A.C.) sugiri6 mezclar distintos
suelos a fin de “remediar los defectos y agregar corazéon al suelo” (Tisdale &
Nelson, 1975). Se ha propuesto en diversos estudios que el establecimiento de las
bacterias en el suelo que rodea a la raiz estd altamente relacionado a cambios
fisicos 0 quimicos en el suelo influenciados por la planta, los cambios observados
son principalmente en el pH, el potencial del agua que rodea a la raiz, presion
parcial de O, etc., todos ellos causados por la planta (Eichorst, 2011; Krujatz et
al., 2012; Haichar et al., 2008).

Existen dos mecanismos reportados como responsables de incrementar la
disponibilidad de los nutrientes por la planta en la rizésfera: 1. La solubilizacion de
las formas no disponibles de nutrientes, y 2. La produccién de sideréforos que
facilitan la asimilacion de ciertos nutrientes como los iones férricos. El fosforo
después del nitrégeno es el segundo elemento limitante en el desarrollo de las
plantas, a pesar de que estas se desarrollen en suelos con altas cantidades de
este elemento. Esto se debe a que el fésforo solo puede ser absorbido en sus
formas solubles monobasico H,PO, vy dibasico HPO,%, pero estas formas estan
presentes en el suelo en muy bajas cantidades, a causa de la alta reactividad del
ion fosfato, que al entrar en contacto con las particulas del suelo es fijado
rapidamente por minerales de aluminio, fierro y calcio, lo que disminuye
drasticamente su disponibilidad para las plantas. Las bacterias solubilizadoras
emplean principalmente tres mecanismos para ayudar a las plantas en la
asimilacion de este nutriente, por la produccion de acidos organicos, la liberacion

de protones al medio y la produccion de fosfatasas (Kim et al., 1998).

Es muy comuan encontrar que las bacterias de la rizosfera presenten mas de
un modo de accion, por ejemplo Cattelan en 1999 reporté que de 23 aislados de la
rizésfera que tenian caracteristicas de biocontrol, casi todos presentaron mas de

un modo de accion de promocion del crecimiento, seis de ocho aislados fueron
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positivos para la produccion de la desaminasa del l1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC, un precursor del etileno), cuatro de siete aislados fueron
positivos para la produccion de sideréforos, tres de cuatro aislados fueron
positivos para la producciéon de glucanasas y dos de cinco aislados fueron
positivos para la solubilizacion de fésforo, y todas ellas promovieron mas de un

aspecto del desarrollo de las plantulas de soya.

4 5.1 Biofertilizantes comerciales con distribuciobn en México a base de

bacterias promotoras del crecimiento

En México el uso de los biofertilizantes tuvo un auge en las décadas de los
70°s y 80°s con la utilizacion de inoculantes comerciales a base de Rhizobium, con
lo que se logré fijacion bioldgica de nitrdgeno en soya y garbanzo, y con esto fue
posible sustituir la fertilizacion nitrogenada en Sinaloa. Sin embargo, y a pesar del
desarrollo de varios productos comerciales como el Hortic plus de Plant Health
Care y otros desarrollados por el INIFAP, los productores mostraron poca
aceptacion a este tipo de productos, debido principalmente a la desconfianza de
reducir la fertilidad del suelo y con ello sus ganancias. Esta desconfianza fue
debido principalmente a la respuesta variable de estos productos, causada por las
condiciones ambientales, el pH del suelo y a las especies de plantas en las que
son aplicados (Armenta et al., 2010). Solo recientemente y debido al aumento en
la concientizacion en el cuidado del medio ambiente y a la evidencia del deterioro
ambiental, aunado al auge de la agricultura organica, se ha logrado que los
productores agricolas vean con buenos ojos el uso de los biofertilizantes.

Actualmente en México es posible encontrar comercialmente agrobiologicos
a base de microorganismos, los cuales declaran en su etiqueta la capacidad de
promover el crecimiento de las plantas, entre estos se pueden mencionar el
AgroBacilo y el Bacifol de la empresa Agrobiolégica S. A. de C. V. con sede en
Sinaloa, son productos a base de la bacteria Bacillus subtilis que previenen

enfermedades por hongos, bacterias y Meliodogyne, debido a que la bacteria
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produce antibidticos, quitinasas y celulasas. ElI Hortic plus mencionado
anteriormente es producido por la empresa Plant Health Care y es distribuido a
nivel nacional, reportan como agentes biolégicos en el producto a bacterias del
género Bacillus (licheniformis, megaterium, polymixa, subtilis y thuringiensis) con
propiedades de fijacion de nitrogeno, solubilizadoras de fésforo y promotoras del

crecimiento.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Agrobiotecnologia del
Departamento de Ciencias Béasicas de esta Universidad, donde se esta trabajando
en la busqueda y desarrollo de un biofertilizante a base de bacterias
solubilizadoras de fosforo. Se han encontrado, hasta la fecha, nueve cepas de
bacterias del género Pseudomonas y Acinetobacter que han demostrado su
eficacia en la solubilizacién de fésforo in vitro y en la asimilacion de fosforo por
plantas de tomate. Debido al hecho de que las bacterias de la rizésfera presentan,
la mayoria de las veces, mas de un mecanismo que promueve el crecimiento de
las plantas, para este trabajo de tesis se seleccionaron 36 cepas bacterianas
(Tabla 2) que presentaron los mejores resultados en la solubilizacion y asimilacion
de fosforo, todas fueron aisladas de la rizésfera de plantas de tomate para estudiar
su capacidad de sintesis de acido indolacético. Cabe mencionar que algunas de
ellas todavia no se han identificado.

Tabla 2. Cepas probadas para determinar la produccion de acido indolacético

Cepa Identificacion (DNA 16s ribosomal) | Cepa Identificacion (DNA 16s ribosomal)

CBNG 14 Pantoea ananatis CBLA 232 Escherichia hermannii
CBLA91 Pseudomonas sp. CBLA 233 Escherichia hermannii
CBLA 104 Gamma proteobacterium CBLA 234 NO IDENTIFICADA
CBLA 117 Pseudomonas monteilii CBLA 235 Pantoea agglomerans
CBLA 159 Enterobacter sp. CBLA 238 NO IDENTIFICADA
CBLA 172 Pseudomonas sp. CBLA 239 NO IDENTIFICADA
CBLA 177 Pseudomonas brassicacearum CBLA 240 NO IDENTIFICADA
CBLA 183 Pseudomonas sp. CBLA 242 NO IDENTIFICADA
CBLA 208 Pseudomonas sp. CBLA 244 NO IDENTIFICADA
CBLA 215 Pseudomonas koreensis CBLA 245 NO IDENTIFICADA
CBLA 216 Pantoea agglomerans CBLA 246 NO IDENTIFICADA
CBLA 217 Cronobacter sakasakii CBLA 247 NO IDENTIFICADA
CBLA 219 Escherichia hermannii CBLA 249 NO IDENTIFICADA
CBLA 221 Enterobacter aerogenes CBLA 251 NO IDENTIFICADA
CBLA 224 NO IDENTIFICADA CBLA 252 NO IDENTIFICADA
CBLA 225 Enterobacter oryzae CBLA 256 NO IDENTIFICADA
CBLA 228 NO IDENTIFICADA CBLA 257 NO IDENTIFICADA
CBLA 231 Pseudomonas sp. CBLA 258 NO IDENTIFICADA
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Para el procedimiento todos los reactivos utilizados fueron de grado
analitico de las marcas Analytica, Jalmek, CTR y Fermont, el triptéfano y el acido
indolacético fueron de la marca Sigma, el agar bacteriolégico y el extracto de

levadura fueron de la marca Bioxon.

5.1 REACTIVACION Y OBTENCION DEL INOCULO PARA LA FERMENTACION

Todas las cepas del proyecto estuvieron conservadas en el ultracongelador
marca Thermo Fisher Scientific modelo Revco VALUE PLUS, a -80°C. Para
cualquier ensayo se tuvo un vial disponible a -20°C, cuando fue necesario las
cepas se reactivaron en cajas de Petri con medio MA sdlido, siguiendo la técnica
de estria cruzada: se esterilizé en la flama un asa de platino, después se tomo un
cristal del criotubo donde estaba la cepa y se distribuy6 sobre la placa de Petri, se
hacen cuatro grupos de estrias cruzadas y de este modo es posible obtener
colonias aisladas de la bacteria. Una vez distribuidas las asadas, las placas fueron
incubadas de 24 a 48 horas en la incubadora Novatech a 30°C, después se tomod
una colonia de la placa y se resuspendié en 5 mL de medio MA liquido, los tubos
se incubaron a 30°C en el shaker/incubador marca Thermo Scientific modelo Max
Q 5000 a 200 rpm, este tubo es el que sirvi6 como indculo para los matraces con
medio CCM. Los medios de cultivo utilizados se describen a continuacion:

Medio MA sdlido Medio MA liquido

Ingrediente g/L Ingrediente g/L
KH,PO, 0.4 KH,PO, 0.4
K;HPO, 0.1 KoHPO, 0.1
MgSO,-7H,0 0.2 MgSO,-7H,0 0.2
NaCl 0.1 NaCl 0.1
CaCl, 0.02 CacCl, 0.02
Na,Mo0O4-2H,0 2 Na,Mo0O,4-2H,0 2
Ac. Malico 5 Ac. Malico 5
Extracto de levadura 2 Extracto de levadura 2
KOH 4.5 KOH 4.5
Agar bacteriolégico 15 FeS0O,.7H,0 20 ppm
FeSO,4-7H,0O 20 ppm
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El medio de fermentacion CCM (Cdérdova-Bautista et al., 2009; Mehnaz et
al., 2001.) fue el utilizado para el desarrollo de las bacterias colocando el in6culo,

este medio consistié de dos soluciones (A 'y B).

Solucién A Solucién B

Ingrediente g/L Ingrediente g/L
Triptofano 0.1 MgSO,-7H,0 0.2
K;:HPO,4 0.9 CaCl,-H,0O 0.06
KH,PO4 0.2 Agua destilada 100 mL
KCI 0.1

NaMoO4-2H,0 0.025

Na,FeEDTA 4.9

Sacarosa 5

Manitol 5

Cloruro de amonio 1

Agar 15

Agua destilada 1.0L

5.2 PREPARACION DE LOS MATRACES PARA LA FERMENTACION

Antes de iniciar con las fermentaciones se hicieron pruebas para determinar
la metodologia a seguir para evaluar la produccién de acido indolacético, primero
se prepararon las soluciones de los estandares de &acido indolacético y acido
naftalenacético y del triptéfano, estas se prepararon en metanol a una
concentracion de 100 ppm cada una, se hicieron las cromatografias siguiendo una
metodologia reportada por Mehnaz (2001) en fase mévil metanol: &cido acético:
agua (30:1:70). En esta prueba se encontré que el triptéfano corrié con el frente

del solvente y que el acido indolacético tuvo un Rf de 0.4.

Por lo anterior se determiné cambiar la fase movil por una menos polar
recurriendo a Barazani (1999), en dicha referencia se utiliza una fase maovil de
acetato de etilo: cloroformo: hidroxido de amonio (55:35:10), en contraste a falta
de hidroxido de amonio, este componente se cambid por acido acético en la
misma proporcion, este cambio modifico la forma ionica del AlA de acetato a acido

provocando que la molécula en si fuera menos polar.
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Dependiendo del numero de cepas bacterianas en cada ensayo se
prepararon matraces Erlenmeyer con 30 mL de medio CCM, tres por cada cepay
se les colocé tapon de algoddn y papel celofan, se esterilizaron por 15 minutos a

120°C en autoclave.

Una vez enfriado el medio cada matraz se inoculé con 0.5 mL del inoculo
preparado en medio MA liquido, se incubd por 4 dias a 30°C en shaker a 200 rpm,
después de este tiempo se le midié la densidad éptica a 600 nm en un
espectrofotometro Genesys 10UV Scanning Thermo Scientific, para estimar la
biomasa presente en cada matraz. Posteriormente se utilizé el potenciometro 45-
02-186 para medir el pH y determinar si se habian producido acidos organicos. Se

tomaron alicuotas de 10 mL de cada matraz para la evaluacion de AlA.

5.3 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO INDOLACETICO

Las alicuotas de 10 mL se colocaron en tubos cénicos de 15 mL, se rotaron
en una centrifuga Thermo Scientific SL 40 R a 3000 rpm por 15 minutos para
separar las células, se separaron las células del sobrenadante, a este ultimo se le
ajusto el pH a 2.5-3.0 con HCI 1N y se colocé en un embudo de separacion de 250
mL (figura 5). Se extrajo dos veces con 20 mL de acetato de etilo en cada una de
las extracciones, se separ6 el acetato de la fase acuosa y se coloc6 en tubos
conicos de 50 mL. El acetato de etilo se evapord por arrastre con aire 0 con
nitrdgeno hasta sequedad, el residuo se redisolvié en 1 mL de metanol y se meti6é

al congelador en tubos Eppendorf.

Figura 5. Extraccion con acetato de etilo utilizando embudo de separacién, que
posteriormente se colocé en tubos coénicos de 50 mL para después ser
evaporado hasta sequedad por arrastre con aire o nitrégeno.
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5.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

En placas de TLC de silica gel de 5x10 cm, se marcé con lapiz como en la
figura 6(a), a un centimetro de la base de la placa, se marcé una linea en todo lo
largo, colocando puntos a 0.5 mm de distancia entre si.

En cada punto de la placa se colocaron 5ul de la muestra a correr, la fase

movil utilizada fue acetato de etilo: cloroformo: acido acético (55:35:10).

Figura 6. a) Placa de TLC de silica gel marcada con los puntos y las distancias
correspondientes entre ellos para realizar la cromatografia. b) Placa de silica
gel sometida a fase movil.

Las placas se revelaron por aspersion (figura 7) con el reactivo de Ehmann

(Ehmann, 1977) que consta de las soluciones A y B en una proporcion de 3:1.

A: 50 mL de etanol absoluto, 50 mL de HCI concentrado, 1 g de p-dimetil

aminobenzaldehido.
B: 2,03 g FeCl3.6H,0, 500 mL de H,O y 300 mL de H,SO,4 concentrado.

Las placas se calentaron en horno a 80°C para acelerar el secado.
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Figura 7. Aspersion con reactivo de Ehmann para revelar la placa de silica gel.

El fundamento de la reaccibn de Ehmann consiste en que cuando el p-
dimetil aminobenzaldehido reacciona con los indoles, cuando existe un indol, éste
se combina con el aldehido que se encuentra en el reactivo para dar un color rojo
en la capa de alcohol. Esta reaccion se produce por un proceso de condensacion.

La reaccion de color se basa en la presencia en la estructura pirrélica en el indol.

Las etapas 1 y 2 de la reaccion (figura 8) se producen inmediatamente
cuando se emplea el reactivo p-dimetilamino-benzaldehido en HCI concentrado.
Los derivados del pirrol muestran las mismas reacciones de condensacion
siempre que tengan un grupo CH intacto en posicion a o B en relaciéon con el

grupo ciclico NH.

La capa alcohdlica extrae y concentra el complejo de color rojo. Este
complejo es soluble en éter etilico, alcohol etilico, alcohol isoamilico, alcohol

amilico o alcohol butilico (Mac Faddin, 1984).
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Figura 8. Etapas 1y 2 de la reaccién p-dimetil aminobenzaldehido+indol. Los grupos CH,
en cualquiera de las formas pirrélicas permiten la condensacién con el aldehido
en un método en dos etapas que se producen inmediatamente cuando se
emplea el reactivo p-dimetilamino-benzaldehido en HCI concentrado.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo y comparados con los
reportados para bacterias de la rizosfera demuestran una amplia evidencia de que
algunos microorganismos del suelo estan involucrados activamente en la sintesis
de auxinas (Arshad & Frankenberger, 1998; Sarwar & Kremer, 1995).

6.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

En la figura 9(a) se observa una de las placas sembradas con la cepa
CBNG-14, donde se muestra que con la técnica de estria cruzada es posible
obtener cepas aisladas, por otro lado el medio MA utilizado demostré ser un medio
adecuado para el crecimiento de las bacterias de la rizésfera, sin embargo, se
encontré que algunas de las cepas utilizadas en este trabajo tuvieron problemas
para adaptarse al medio de fermentacion (CCM), en estas cepas el numero de
bacterias fue menor que el esperado, no obstante, un andlisis de correlacién
(grafica 1) demostré que el crecimiento alcanzado al final de la fermentacion es
independiente de la cantidad de in6culo sembrada, lo cual indica que mientras las
bacterias estén en su fase de crecimiento exponencial son capaces de adaptarse

y crecer eficientemente en el medio de fermentacion.

Figura 9. a) Placa de MA donde se muestran las colonias aisladas de una de las cepas
probadas, b) Tubos de ensayo donde se muestran los cultivos utilizados para
inocular los matraces con medio CCM.
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Gréfica 1. Andlisis del efecto de la cantidad de in6culo inicial en el crecimiento de las
bacterias en el medio de fermentacion.

En la tabla 3 se enlistan las cepas probadas con su respectivo crecimiento
en cada uno de los dos medios, es decir, en medio MA en la preparacion del
in6culo y en medio CCM en los matraces después de la fermentacion. En
comparacién entre uno y otro medio, se observa que no hay una coherencia entre
las cepas mas favorecidas en cada uno de ellos, ya que no son las mismas cepas
las de mayor crecimiento en MA que en CCM o viceversa. En la cepa 117, por
ejemplo, el contraste de crecimiento entre un medio y el otro es muy marcado,
siendo mucho mayor en MA. Sin embargo, en cepas como ésta que presentaron
poco crecimiento en CCM la cantidad bastdé para la realizacion del ensayo

correspondiente.




Cepa
91
104
117
159
172
208
215
216
217
219
221
221
221
225
225
228
231
232
234
235
238
239
240
242
244
245
246
247
249
251
252
256
257
258

Tabla 3. UFC por cepa en cada uno de los medios utilizados.

MEDIO MA

UFC /mL en el tubo de indculo | Cepa

4.73E+13
1.22E+13
2.22E+13
4.59E+14
1.26E+11
2.78E+11
4.69E+13
3.23E+14
5.63E+13
1.48E+14
9.43E+13
1.55E+15
6.91E+12
2.47E+13
2.11E+13
2.71E+14
1.90E+14
1.30E+13
2.20E+11
1.33E+12
1.42E+11
6.89E+09
1.33E+14
6.59E+13
2.20E+13
6.29E+14
2.34E+12
8.75E+08
4.93E+13
1.39E+13
1.98E+14
1.73E+14
3.34E+14
8.43E+12

91
104
117
159
172
208
215
216
217
219
221
221
221
225
225
228
231
232
234
235
238
239
240
242
244
245
246
247
249
251
252
256
257
258

MEDIO CCM

UFC /mL en el matraz al final de la fermentacién

2.04E+14
1.13E+13
1.70E+09
5.41E+12
2.07E+13
2.34E+14
4.40E+13
7.33E+13
1.51E+14
3.37E+13
1.13E+13
1.73E+13
2.41E+13
1.44E+13
1.44E+13
6.80E+13
1.54E+13
8.70E+12
1.03E+14
2.98E+10
9.04E+12
1.25E+11
1.09E+15
1.66E+11
1.91E+11
1.13E+09
3.49E+11
2.50E+09
3.14E+13
6.70E+13
7.20E+11
4.58E+12
5.96E+12
8.87E+12
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6.2 FERMENTACION

En la grafica 2 se muestra el analisis de la relacion entre el pH y el nUmero
de células en los matraces después de la fermentacion, aunque el valor de R? no
es muy alto, se observa una tendencia en cuanto a mayor numero de células
mayor es la disminucion de pH, lo que indica la liberacién de protones causada por
la produccion de &acidos organicos, esto esta de acuerdo al comportamiento
reportado por Vyas et al., (2009) en el que menciona la produccion de acidos
organicos por bacterias procedentes de la rizosfera. Aunque no esta claro el
estado metabdlico de las bacterias, por el tiempo de incubacién se podria esperar
gue las células se encuentren en su fase estacionaria, seria necesaria una cinética
de crecimiento en este medio para determinar si esto es asi y de este modo
evaluar el efecto del pH en la viabilidad de las células, que segun los valores de
pH observados es de esperarse que las células estuvieran muriendo, sin embargo
eso escapa de los objetivos de esta tesis, en la cual no se determinan ni el tipo ni

la concentracion de acidos producidos.
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Grafica 2. Relacién entre el pH y el nimero de células en los matraces después de la
fermentacion.
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6.3 PRODUCCION DE ACIDO INDOLACETICO

En las primeras pruebas cromatograficas siguiendo la metodologia
reportada (Mehnaz, 2001) en fase movil Metanol: acido acético: agua (30:1:70) se
encontr6 que el triptéfano corrié con el frente del solvente y que el acido
indolacético tuvo un Rf de 0.4. El tript6fano actla como precursor principal en la
via de sintesis del acido indol acético, debido a que es el origen del grupo indol
presente en el AIA (Taiz & Zeiger, 2006; Vasanthakumar & Mcmanus, 2004;
Zakharova et al., 1999), por lo que fue importante considerar su comportamiento
en estas pruebas. Al cambiar esta fase movil por una menos polar de acuerdo a
Barazani (1999), referencia donde se utiliza una fase movil de acetato de etilo:
cloroformo: hidroxido de amonio (55:35:10) y que en este trabajo se cambié a
acetato de etilo: cloroformo: acido acético en la misma proporcion, la
cromatografia mostré que el triptéfano se quedaba en la base y que el &cido
indolacético corria con un Rf de 0.79 (figura 10a), obteniendo una mejor calidad

del cromatograma.

Figura 10. a) Cromatograma en capa fina, corrida en fase acetato de etilo: cloroformo:
acido acético (55:35:10) y revelada con el reactivo de Ehmann, las muestras
son de izquierda a derecha acido indolacético, triptéfano y acido
naftalenacético. b) Cromatograma donde se muestra la reaccion positiva del
reactivo de Ehmann a la presencia de indoles en la cepa CBLA-221 con un Rf
de 0.79 al igual que el AlA.
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Debido a la capacidad del shaker (45 matraces), hubo necesidad de realizar
diferentes ensayos para cubrir la totalidad de las cepas a probar, en el primer
ensayo se encontré que una ce las cepas que producian AlA (figura 10b) era la
cepa CBLA-221 ademas de ser esta misma cepa con la que se obtenian
resultados mas concluyentes, por ello se tomé como control positivo para las
siguientes fermentaciones. En la tabla 4 se muestran las cepas probadas en cada

fermentacion.

Tabla 4. Cepas probadas en cada uno de los seis ensayos realizados.

Ensayo Cepas probadas

1 CBNG-14, CBLA-224, 221,177 y 183
CBLA-233, 172, 104, 221, 234, 208 y 117
CBLA-91, 159, 216, 217, 219, 215, 225, 228 y 221
CBLA-231, 232, 235, 238y 221
CBLA-240, 245, 247, 252, 256 y 257
CBLA-251, 242, 244, 246, 249, 258 y 239

o O M WODN

En la figura 10b se observa la produccion de AlA por la cepa CBLA-221 y el
AlA en el primer punto de izquierda a derecha, aunque no se observa claramente
en la foto, éste se marco en la placa con un circulo a lapiz y en la imagen con un
circulo de color rojo. También se puede observar la presencia de otro indol

producido por la cepa 221, tema que se discutira mas adelante.

Las cepas que resultaron positivas para la produccion de &cido indolacético
fueron: CBNG-14, CBLA-104, 159, 208, 221, 233, 235, 236, 238, 239, 240, 252y
256 que se muestran en el cromatograma de la figura 11, marcada con linea roja
al nivel del Rf 0.79. Sin embargo, hubo cepas que no produjeron AlA, pero el
cromatograma si presentaba reaccion al reactivo de Ehmann dejando rastros al

correr la muestra y teniendo un Rf diferente.
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También se observd que no todas las cepas evaluadas produjeron AlA, se
podria decir que la causa es la falta del pool enzimético necesario para su sintesis
(Karadeniz et al., 2006; Bric et al., 1991).

Quiza no haya una concordancia clara entre las concentraciones de AlA en
los cromatogramas de las cepas, esto se podria presentar porque se pierde AIA
en la extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, por ejemplo, el proceso de
agitacion en la extraccion no es homogéneo entre todas las muestras, o que no

permite que las dos fases (acuosa y organica) tengan el mismo contacto.

Rf=0.79

,—— —— - . > o . ° . - . . . . b4 =~
BB 239 256 A% 379 740 253 p0f 288 ABN ACA s j0F i an 8 l ! ;;E 0 :3€ A A

Figura 11. Cepas que resultaron positivas en la produccién de AlA, la linea roja marca el
Rf de 0.79 para el 4cido indolacético.

Las diferencias entre bacterias con capacidad para sintetizar AIA en medio
de cultivo pueden deberse a las condiciones del mismo cultivo; por ejemplo, de la
etapa de crecimiento, la constitucion genética y la concentracion del sustrato
(Fallik et al., 1989). En adicion, se ha determinado que la cantidad de oxigeno y la
limitacion de nitrdgenos en el suelo, elevan la produccion de AlA vy la fijacion de

nitrogeno (Frankenberger & Arshad, 1995).
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En el cromatograma de la figura 12 se observa la produccién de otros
indoles con Rf diferentes a los del AIA. En las cepas CBLA-104 y 208 se distingue
la produccién de un indol con Rf de 0.77, incluso con la cepa CBLA-104 la
produccion de este indol fue mayor que la produccién de AIA, sin embargo, el
valor de Rf demuestra que dicho compuesto debe tener una estructura muy similar
al del AlA. En la tabla 5 se muestran las cepas que produjeron otro tipo de indoles
y sus Rf correspondientes. En la figura 12 es posible observar que la cepa CBLA-
234 también modificod la estructura del triptofano y produjo un compuesto que
corrio con el frente del solvente, lo cual indica que este compuesto es mas apolar
que el AIA, no obstante, con estos resultados es dificil determinar si dicho
compuesto tiene actividad auxinica, por lo que seria necesaria una prueba in vivo

para determinar la actividad de cada extracto.

Figura 12. Cromatograma de cepas que mostraron presencia de indoles diferentes al
AlA.
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Tabla 5. Cepas con Rf de los indoles encontrados diferentes al AIA

14
221
104
208
234
172
247
252
240
257
256

0.726
0.76
0.77
0.77

0.868

0.897

0.789

0.763

0.815

0.846

0.868
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7. CONCLUSIONES

Con estos resultados es posible concluir que de las cepas solubilizadoras
de fosforo estudiadas en este trabajo, algunas de ellas tienen ademas la
capacidad de producir 4cido indolacético y que esta capacidad las hace mejores
candidatas para su uso en un producto biofertilizante. Sin embargo, algunas cepas
a pesar de resultar positivas para la produccidén de AlA, no pueden ser utilizadas
en un producto comercial debido a ser enterobacterias y por ello existen
regulaciones estrictas en cuanto a la presencia de este tipo de microorganismos
en los productos alimenticios, sin embargo eso no descarta el posible uso de los
extractos de la fermentacion de estas cepas, si dichos extractos se usan libres de

células.

8. RECOMENDACIONES

Debido a que en algunas cepas probadas en esta investigacion se
encontraron diferentes tipos de indoles, es recomendable como trabajo a futuro,
estudiar los extractos de estas bacterias por HPLC, para determinar cuales son los
otros productos encontrados; ademas de esto se recomienda probar in vivo el
efecto auxinico de los extractos, para determinar si es necesaria una modificacion

al proceso para la aplicacion directa del fermentado a los cultivos.
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