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RESUMEN

Azospirillumes una de las rizobacterias de vida libre mas iestacen la actualidad.
Tiene la capacidad de fijar nitrégeno atmosférisegretar reguladores de crecimiento
tales como: auxinas, citoquininas y giberelinaspt@duccion de un biofertilizante en
base a cepas deospirillum,favoreceria el manejo de los cultivos vegetaleBarador

y forjaria una tecnologia amigable con el medioiantk. En el afio 2004, el Programa
de Maiz del INIAP aislo 20 cepas bacterianas prexes de la rizosfera de los cultivos
de maiz de la Sierra ecuatoriana para identifispe@es nativas d&zospirillum Desde
entonces, las cepas no cuentan con una identdicdakxondmica concluyente ni con
evaluaciones de sus capacidades funcionales. Lgivols de esta investigacion
fueron: caracterizar con técnicas microbiolégicasngleculares los 20 ejemplares
aislados y evaluar su funcion sobre semillas ytplame maiz, variedad 1-101, en
condicionesin vitro e invernadero. Se emple6 pruebas bioquimicas iispscpara
identificar el génerdzospirillum ademas, se utilizo la técnica de reaccion ennmzade

la polimerasa (PCR) con iniciadores especificos @anplificar y secuenciar el gen
16S ribosomal. Las dos técnicas dieron como rekuligue los 20 ejemplares no
pertenecen al génekrospirillum.La caracterizacién funcional a condicionesvitro,
identific tres cepas (6, 13 y 20) con actividadnpotora del crecimiento vegetal
(PGPR). Estas incrementaron la masa radicularji@iero y la longitud de las raices.
En cambio, la caracterizacion funcional en inveemaddentific6 a la cepa 6 como
promotora del desarrollo de biomasa vegetal. La éeps apta para el desarrollo de un
biofertilizante, al presentar actividad promotoral drecimiento en el maiz suave

INIAP-101, tanto a condiciones vitro como invernadero.

Palabras clavesPGPR;Azospirillum 16S ribosomal; maiz variedad INIAP-101.
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ABSTRACT

Azospirillumis considered one of the free-living rhizobacteniast studied today. This
bacterium has the ability to fix atmospheric nittagand secrete growth regulators such
as auxins, cytokinins and gibberellins. The produnctof a biofertilizer based on
Azospirillumstrains would favor the use of crops in Ecuadod fomge a technology
friendly environment. In 2004, the Programa de MafiANIAP isolated 20 bacterial
strains from the rhizosphere of maize in the higtidaof Ecuador, to identify native
species ofAzospirillum But these strains do not have a taxonomic ideatibn or
evaluation of their functional ability. The objeasts of this investigation were: to
characterize with molecular and microbiologicalhteiques the 20 bacterial strains and
assess their role on seeds and corn plants, varedl, in vitro and greenhouse
conditions. A microbiological level, specific bicaimical tests were used to identify the
Azospirillum genus; and molecular level, we used the Polyme@Gis&n Reaction
(PCR), with specific primers to amplify and sequed®S ribosomal gene. The two
techniques resulted that 20 strains did not betogospirillum genus. The functional
characterizationin vitro conditions identified three strains (6, 13 and 2@h plant
growth promoting activity (PGPR). These increasmot mass, the number and length
of roots. Functional characterization, in greenteocsnditions, identified the strain 6 as
the best treatment, because increased biomassine ipkants. Strain 6 is suitable for
the development a biofertilizer, because this slyoowth promoting activity of sweet
corn INIAP-101 undein vitro and greenhouse conditions.

Keywords: PGPR;Azospirillum 16S ribosomal; variety corn INIAP-101.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

La FAO reconoce que los cereales de mayor impagannivel mundial son: el
trigo (Triticum aestivuri.), el maiz Zea mayd..) y el arroz Qryza satival..). Se les
atribuye este jerarquia por la cantidad de arestindelas para su siembra y porque son

productos esenciales para la seguridad alimentarradial (FAO, 2010).

Segun Castafiedo, (1990) el centro de origen ponuwl maiz fue al sur de
México; pero, su origen secundario fue en los sadltos de: Pera, Ecuador y Bolivia,
con una amplia diversidad genética. Hoy en diagetima distribucién geografica desde
EE.UU, México, América central y América del suaffafiedo, 1990).

La distribucion continental del cultivo de maiz fdeterminada por la capacidad
de adaptacién y por la mejora genética tradiciomallizada en los centros de
investigaciones agricolas de todo el mundo pama esteal, lo que ha permitido su

extension a tierras y climas no adecuados paralsuoc(Lamo de Espinoza, 2009).

La importancia del maiz, a nivel mundial, radicageie es uno de los productos
de consumo alimenticio mas cotizados por el hombneecesarios para el sector
industrial pecuario (Fernandez, 2007). Los maypresluctores de maiz en el mundo
son: Estados Unidos con 331.18 millones de tonsladaafio y China con 152.30
millones de toneladas al afio (FAO, 2010). Esteatetambién, es apreciado por el
desarrollo de la tecnologia para la elaboraciobideombustibles (bioetanol); lo cual,
ha incrementado en los dltimos afios la demandai gealuccién anual (Fernandez,
2007).

En el Ecuador, el maiz se posiciona como uno sledoeales mas cultivados a
nivel nacional, ya que ocupa una superficie de siande 350 mil hectéreas, con una

produccion anual de aproximadamente 3.7 t/ha.dsidas provincias maiceras mas



destacadas: Los Rios, Guayas y Manabi (INEC y ESPZD9). El 20% de la
produccion del cultivo de maiz es destinado al eorsde la poblacion rural y es uno

de los principales sustentos econémicos de loswdtgries (Monar, 2000).

En los ultimos afios, la produccién nacional sevisto limitada por varios
factores, tales como: las variaciones climétickygs propias del cultivo, la tecnologia
empleada (suelos), capital humano que trabaja esmgbo (calificado o no calificado) y
a la rentabilidad del cultivo por temporada (MAGA®09).

Estos factores influyen de tal manera, que elineietito de maiz en el Ecuador
es menor a los rendimientos internacionales, cdrde &s Estados Unidos con 7 t/ha.;
esto a pesar de que nuestro pais se encuentraarbizacion geografica estratégica y
cuenta con regiones de excepcionales caractesigtafo-climaticas que le permiten
desarrollar una amplia diversidad de cultivos valgst(Arteagt al, 2004).

De los factores mencionados, uno es fundamentl produccién nacional de
maiz y es la tecnologia empleada en los suelod=QAIR] 2008). Este es un agente
problematico del cultivo, debido a que los terretiestinados para su siembra presentan
baja fertilidad, especificamente, por la deficiande nitrogeno en los suelos y porque
en los métodos de siembra aun prevalecen pradtadisionales con la escasa o nula
utilizacion de fertilizantes; lo cual, reduce sigrativamente los rendimientos del maiz
(INIAP, 2007).

La solucidon al problema de los terrenos no ed,fgai que el cultivo genera
desgaste de los suelos y no existen técnicas dpermacion de parte del agricultor por
falta de recursos econOmicos o0 capacitacion técrickemas, los precios de los
fertilizantes inorganicos para los cultivos solsly si no se tiene un manejo apropiado
de éstos contribuyen con la problemética actualladecontaminacion ambiental
(INIFAP, 2008).

El empleo de biofertilizantes en cultivos agrisol@s una alternativa
prometedora. Se han reportado en estudios diveesasjas de esta tecnologia, como la
compensacion de las deficiencias de nitrégeno £8uUelos, reduccion a la mitad de los

requerimientos de fertilizantes inorganicos sinctfe la produccién del cultivo,
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disminucién considerable de la contaminacion anthiey baja en los costos de
inversion agricola (Aguirre-Medinet al.,2009).

Actualmente, existe un gran interés sobre bidigatites elaborados a base de
microorganismos bacterianos procedentes de la feizdsde cultivos vegetales
(rizobacterias) tales com®&hodospirillum rubrumAzospirillumspp., Herbaspirillum
spp., Gluconacetobacter diazotrophicusKlebsiella spp., Pseudomonas spp.,
Azotobacterspp. y actinomicetos contaankia spp. (Sprent y Sprent, 1990), debido a

los efectos benéficos que estos tienen sobredasgsl (Schroth y Hancock, 1982).

Se considera aAzospirillum como uno de los géneros de Rizobacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (siglas en mdd&PR) mas estudiados en la
actualidad, por su efecto benéfico sobre el cresitoi de las plantas (Collados, 2006).
Los resultados recopilados de mas de 20 afios deliesten este género han
demostrado que el 60 y 70% de los experimentoadiey a cabo han tenido éxito, con
un incremento significativo en la produccion destpa, cereales (trigo, cebada, maiz y

arroz) y cafia de azucar (Collados, 2006).

El efecto estimulante d&zospirillumse lo atribuye a los mecanismos de fijacion
de nitrégeno (N) atmosférico en el suelo y la powititn de reguladores de crecimiento
vegetales (Collados, 2006). Respecto a la prinsgr@uestiona mucho que este sea un
factor importante, ya que las cantidades de N dgagor la bacteria son bajas,
alcanzando aproximadamente 3 — 100 kg.ha/afio; denasido que la asociacion
Rhizobiurdleguminosa puede fijar hasta 700 kg.ha./afio (Rad#d-Mendoza, 1995);
por lo tanto, tiene mayor consideracion la produtaile sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (Collados, 200&zospirillum produce auxinas, tales como: el
Acido Indol Acético (AIA) (Okon y Labandera-GonzAle1994), citocininas y
giberelinas (Caballero, 2001).

El Programa de Maiz de la Estacion Experimentate&s&atalina (EESC) del
Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agreuarias (INIAP) cuenta con una
coleccion de 20 cepas bacterianas aisladas dezdafera de cultivos de maiz en

diferentes provincias del norte (Carchi, ImbaburBighincha) y centro (Chimborazo,



Tungurahua y Bolivar) de la Sierra ecuatorianantiieadas presuntivamente como
pertenecientes al génedaospirillumspp. (Espinoza, 2004).

Con estas cepas se han realizado ensayos y evakmesobre su inoculacion en
plantas de maiz, teniendo en cuenta que: (1) earriadero, se obtuvo un mejor
crecimiento de la zona radicular y foliar de laanphs inoculadas con nueve de las
veinte cepas, comparadas con un testigo sin ino¢iINGAP, 2004) y (2) en campo
donde se evaluaron las tres mejores cepas obtedea&svernadero (c2-Bolivar; c3-
Tungurahua y c4 -Chimborazo). La c4-Chimborazoléueas eficiente en cuanto a los
rendimientos en choclo (Cool, 2010).

Por otro lado, se evalud la interaccion de fedilites inorganicos con las cepas
bacterianas, teniendo que al aplicar tratamieneds58% de la dosis de fertilizante
quimico + el biopreparado en base a la c2-Bolil@s, resultados de rendimientos
fueron de 216,80 sacos/ha, siendo mayores a lesidbs por el Programa de Maiz del

INIAP con fertilizacion inorganica al 100 % vy siepas (157,84 sacos/ha) (Cool, 2010).

Los resultados de estas evaluaciones motivar®nogirama de Maiz del INIAP
a incorporar una nueva tecnologia de elaboracionndeiofertilizante en base a las
mejores cepas bacterianas promotoras del creciopipata contribuir con el desarrollo
del cultivo de maiz producido en la Sierra ecuatai(INIAP, 2004). Pero, hasta el dia
de hoy, solo se registran estudios del aislamigmnsayos de evaluacion funcional de
las cepas, y no de una identificacion taxondmioacual, limita en gran manera el

conocimiento y manejo de las mismas a nivel mi@idigico y ambiental.



1.2. Justificacién del problema

La produccion de un biofertilizante en base a seapativas deAzospirillum
favoreceria el manejo de los cultivos vegetalesldicuador y forjaria una tecnologia
amigable con el medio ambiente (INIAP, 2004). Elgeama de Maiz del INIAP, se vio
en la necesidad de realizar investigaciones cortdpas colectadas en beneficio del
cultivo de maiz ecuatoriano, y una de las primesi@aenes que comprende este estudio

es la identificacion taxon6mica de las mismas.

Técnicas microbiolégicas, tales como: pruebasWioaas, son las encargadas
de dar a conocer aquellas caracteristicas que eermdentificar a los microorganismos
tomando en cuenta: su morfologia, comportamientmedios de cultivo, propiedades
bioguimicas, fisioldgicas, nutricionales, sus dadtides de interaccion con otros seres
vivos y con el medio en el que habitan; brindando amplio panorama sobre el

microorganismo en estudio (Sanchez, 2004).

A pesar, de la importancia y aplicabilidad de ®gtxnicas; hoy en dia, son
consideradas como métodos de taxonomia clasicadicivnal (Gobernado y Lopez,
2003). En la dltima década, la aplicacion de t&simoleculares en complemento a las
técnicas microbiolégicas ha representado un gramcaven la identificacion de todo
tipo de microorganismo, contribuyendo un amplioammiento sobre la interaccion de

las comunidades microbianas con el medio que Esar@Nogales, 2005).

Esta investigacion pretende obtener una identificataxonomica de todas las
cepas bacterianas del INIAP que fueron aisladda dedsfera de cultivos de maiz de la
Sierra ecuatoriana, mediante la aplicacion de ¢ésnimicrobioldgicas y moleculares,
para garantizar que pertenecen al gémezospirillum Ademas, pretende evaluarlas
funcionalmente mediante el efecto de inoculacidércada una de los aislados sobre
plantas de maiz a condiciongsvitro e invernadero, para dar a conocer las mejores
cepas promotoras del crecimiento y sentar bases glattesarrollo de una aplicacion

tecnoldgica para el cultivo de maiz.



1.3. Objetivos de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General

Caracterizar bioquimica, molecular y funcionalmeelats cepas dazospirillum
spp. del INIAP aisladas de la rizésfera del cultdemaiz (2a mayd..) de la Sierra

ecuatoriana.

1.3.2. Objetivos Especificos

a. Caracterizar mediante pruebas microbiolégicas gsiedépas del INIAP aisladas
de la rizésfera del cultivo de maiZea maysL.) pertenecen al género

Azospirillum

b. Caracterizar mediante técnicas moleculares el génespecie de las cepas de
Azospirillumdel INIAP aisladas de la rizésfera del cultivo daimgZea mays

L.) de la sierra ecuatoriana.

c. Evaluar funcionalmente las cepas @eospirillum mediante el efecto de
inoculacion sobre semillas pre-germinadas de maila dariedad INIAP-101 a

condicionesn vitro.

d. Evaluar funcionalmente las cepas @eospirillum mediante el efecto de
inoculacién sobre plantas de maiz de la variedddRNLO1 en condiciones de

invernadero.



1.4. Marco Tebrico

1.4.1. EL MAIZ ( ZeamaysL.)

1.4.1.1. Clasificaci6on taxonémica

El maiz taxonbmicamente pertenece a:

Dominio: Plantae

Division: Magnoliophyta (Angiospermae)
Clase: Liliopsida (Monocothyledoneae)
Orden: Poales

Familia: Poaceae

Geénero: Zea

Especie: mays

Nombre cientifico: Zea mayd..
(Silva, 2005).

1.4.1.2. Descripcion biologica

El maiz es una planta monocotiledonea robusta gret@miento anual; su tallo
es semejante a una cafa, erguido, de elevadaddrajtanzando alturas de uno a cinco
metros y con pocas ramificaciones. Sus hojas craceartir de los nudos de manera
alterna a lo largo del tallo y se encuentran ssjeiamismo mediante la vaina que

envuelve el entrenudo y cubre la yema floral (Katg9).

Las raices primarias son fibrosas presentandegaidventicias, que nacen en
los primeros nudos por encima de la superficiesdelo, ambas tienen la misién de

mantener a la planta recta (Jugenheimer, 198&tacpar Kato, 2009).

Es una especie monoica, es decir, tiene la irdtacia femenina (mazorca) y la
masculina (espiga) separadas y bien diferenciadda misma planta. La polinizacion
es abierta (anemdfila), la cual ocurre con la fieresicia del polen desde la espiga a los
estigmas de la mazorca. Cerca del 95% de los 0gologecundados con polen de otra

planta y un 5% con el mismo polen, a pesar de ag@lhntas sean auto compatibles,



esto se debe a que, el polen viaja de 100 a 1000srdependiendo exclusivamente del
viento (Sanchez, 2009).

La inflorescencia femenina fecundada desarrollgraho o semilla que es un
fruto independiente llamado cariépside (Ketaal, 2009). Cada grano esta constituido

de tres partes principales:

(1) La envoltura o pericarpio que es la piel externagtano, que sirve como
elemento protector del mismo; representa en prametic% del peso del

grano, predominando en ella la fibra (Asturias,£00

(2) El germen o embrion, que es el que dara origen @aata en si, contiene
energia en forma de aceites, proteinas y minenalessarias durante el proceso
de germinacioén y desarrollo de la planta; represehtl2% del peso total del
grano (Asturias, 2004).

(3) El endospermo es la reserva energética del graveupa hasta el 80% de su
peso; contiene aproximadamente el 90% de almidd@l 9% de proteina,

pequefias cantidades de aceites, minerales y elesrteaita (Asturias, 2004).

Las variaciones en la estructura y composiciénedelospermo han permitido

clasificar al maiz en varios grupos agricolas naraios en el Cuadro 1.1.



Cuadro 1.1 Clasificacion del maiz de acuerdo a la estructureomposicion del

endospermo.

GRUPO NOMBRE DESCRIPCION
COMUN

Z. mays indentata Maiz dentado Grano de textura dentada. Constituye el 75% de la
produccion mundial en los paises desarrollados.

Z. mays indurada Maiz duro Endospermo duro. Constituye el 15% de la produccion
mundial y es usado para la elaboracién de harinas.

Z. mays amylaces Maiz harinoso Grano grande y blando. Consumido como alimento.
Representa entre 10 a 12% de la produccién mundial

Z. mays ceritina  Maiz ceroso  El endospermo contiene solo amilo pectina dandoé u
consistencia cerosa. Importancia limitada

Z. mays everata Maiz reventon Semillas de cubierta gruesa, con endospermo ravento
(pop corn). Ocupa menos del 1% del &rea mundial

Z. mays Maiz dulce El endospermo es dulce. Ocupa menos de 1% del area
saccharata mundial.

Z. mays tunicata Maiz tunicado Los granos estan encerrados dentro de vainas.eNe ti
aplicacion agricola pero es importante dentro de lo
progenitores ancestrales del maiz

Fuente: Silva, 2005.

1.4.1.3. Caracteristicas generales del cultivo

El maiz posee un rango de condiciones ambiemalgsamplias para su cultivo,
se lo puede cultivar desde el nivel del mar hasteacde los 4000 metros de altitud, en
climas cdlidos o frios y con ciclos vegetativos cangos entre 3 y 13 meses (Silva,
2005); en regiones de precipitacion pluvial desde400 mm hasta los 3000 mm y en

una extensa variedad de suelos (Katal, 2009).

A pesar de la adaptabilidad del cultivo, una dedzgigencias del mismo es el
agua. Las necesidades hidricas varian a lo larggu dgecimiento; se requiere menos
cantidad de agua cuando la semilla germina en c@uipa a la fase del crecimiento

vegetativo que requiere mayor cantidad de aguao(&adl, 2009).

La fase de floracién es el periodo mas exigenteuamto al agua debido a que,
de ella depende el desarrollo, la polinizacion tezlado de los granos, influyendo asi

en el rendimiento de los mismos (Reyes, 1990 cipaldatoet al, 2009).



1.4.1.4. Situacion del cultivo de maiz en el Ecuad

El maiz es uno de los cereales mas cultivados|eBceador y de gran
importancia, debido a la cantidad de superficietioleda para su cultivo; ademas,
favorece la seguridad alimentaria de la poblacidwmatriana y el consumo animal a
través de balanceados (INEC y ESPAC, 2009).

La superficie sembrada difiere cada afio debidasavhriaciones climaticas,
plagas, tecnologia empleada (suelos), la mano ideyod la rentabilidad del cultivo por
temporada (MAGAP, 2009). A pesar de esto, el Mamistde Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca reporta que en el afio 2008plericie sembrada con maiz fue de
283 mil hectareas, mientras que en el 2008 se seambalrededor de 308 mil hectareas
(MAGAP, 2009).

La produccion nacional de maiz segun el INEC yASP2009) es en promedio
de 717940 toneladas de maiz duro seco y 43284attawlde maiz suave seco. La
produccion y comercializacion es realizada por pégs y medianos productores
(INIAP, 2008). Los maices de mayor produccién sehtigho harinosos, semiduros y
duros representados en 29 razas (formas nativias gue se encuentra el maiz), de las

cuales 17 corresponden a maices pertenecientesesrlaecuatoriana (Yanez, 2010).

La riqueza genética de la Sierra ecuatoriana haipgo que establecimientos
como INIAP genere variedades de maiz de altura nadfs (Yanez, 2007). Las
variedades corresponden a una raza tratada genétitaw para resistir plagas y

aumentar su produccion agricola (Yanez, 2007).

La sierra ecuatoriana cuenta con ocho variedagtéi§aadas por el Programa de
Maiz del INIAP descritos en la Cuadro 1.2:
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Cuadro 1.2.Variedades de maiz de la sierra ecuatorianaicadds por el INIAP

VARIEDAD CODIGO CARACTERISTICA ZONA DE CULTIVO PRODUCCION
ANUAL (Ha)
Maiz blanco |- 101 Blanco harinoso Entre 2400 y 3000 ND
precoz msnm
Blanco blandito |- 102 Blanco harinoso 25.000
) Chimborazo
mejorado
Guagal Mejorado  1-111 Blanco harinoso Bolivar 23.000
Chaucho mejoradc |- 122 Amarillo, Harinoso Imbabura 20.000
Mishca Mejorado  1-124 Amarillo, harinoso  Pichincha, Cotopaxi y 56.000
Tungurahua
Chulpi Mejorado -192 Chulpi Entre 2400 y 2800 ND
msnm
Morocho blanco I-160 Morocho, Blanco  Imbabura, Pichincha y ND
Chimborazo
INIAP 180 1-180 Morochillo Entre 2400 y 2800 ND
msnm

Fuente: INIAP, 2007

1.4.2. VARIEDAD DE MAIZ: INIAP - 101

1.4.2.1. Origen y zonificacion

[-101 fue desarrollada por el Programa de MaitadeESC del INIAP, en los
afos 1971 a 1979. Su progenitor es la variedaddi@eazintle” de México. El material

original fue enviado del Centro Internacional dejdvi@miento de Maiz y Trigo

(CIMMYT) ubicado en México y el Instituto Colombiamgropecuario (ICA) (Silvaet

al., 1997). La zonificacion de la variedad es envilkes centrales de la region sierra, en
altitudes comprendidas entre los 2400 a 3000 n{3f&mezet al, 2003).

1.4.2.2. Caracteristicas agronémicas.
Las caracteristicas de la variedad | -101 se ibescen el Cuadro 1.3:
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Cuadro 1.3. Caracteristicas agrondmicas del maiz INIAP-101

CARACTERISTICAS PROMEDIO
Floracién femenina (dias) 92
Altura de la planta (cm) 195
Altura de la mazorca (cm) 94
Porcentaje de desgrane 79
Peso de 100 semillas (g) 74
Dias a la cosecha en choclo 125
Dias a la cosecha en seco 205
Rendimiento en grano seco (t/ha) 4,0

Rendimiento comercial de choclos (sacos/h 215
FuenteYanezet al.,2003.

Ysacos de 140 choclos de lery 2da clase.

Ademas posee buen rendimiento, precocidad, griamadtextura harinosa y de

buena calidad, mazorca grande y resistencia aleddénezt al, 2003).

1.4.2.3. Caracteristicas de calidad y usos

Las caracteristicas de calidad para la variedad 01 se nombran en el Cuadro

Cuadro 1.4. Caracteristicas de calidad de la variedad INIAP-10
RUBRO PORCENTAJE (%)

Humedad 7,63
Proteina 6,39
Almidon 74,24

FuenteCaviedeset al.,2002.

Esta variedad de maiz es muy cotizada en estasimof(ehoclo) y es apreciada
para la elaboracion de tostado, mote, chicha, lasmiortillas, harina, etc.; ademas, la
planta es utilizada como forraje para la alimediadile ganado vacuno y especies

menores, o0 como abono incorporandole al suelo édaset al., 2002).

1.4.2.4. Manejo agrondmico del cultivo de la varieat 1-101

La época de siembra va desde Septiembre hastaadonedde Noviembre,
dependiendo de la localidad y de la disponibilidadagua de riego o el régimen de
lluvias (Norofia, 2008). El suelo se prepara conrdeses de anticipacion para facilitar

la descomposicion de residuos (Norofia, 2008). lisfrttias de siembra sugeridas
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técnicamente son: en cultivo solo a 80 cm. entreosuy a 50 cm. entre sitios con dos
semillas por sitio (50000 plantas/ha). La cantidkd semilla de maiz INIAP-101
requerida para la siembra es de 30 Kg/ha (®ilvad, 1997).

Antes de fertilizar el cultivo es necesario realian andlisis quimico del suelo.
La variedad 1-101 es eficiente en el aprovechamidetnutrientes del suelo por lo que
necesita dosis bajas de fertilizacion. Para suedgss en nitrégeno (< de 25 ppm.) y
fésforo (< de 10 ppm.), sugiere aplicar una dosi8@ kg/ha. de N y 90 kg/ha de(,
la cual se puede alcanzar con la aplicacion dea@wsaicos de 45 kg de 18-46-00 a la
siembra y dos sacos de urea al aporque (45 digsiéesle la siembra) (Yanet al,
2003).

En cuanto, a los herbicidas deben aplicarse irmtetdente después de la
siembra, sobre suelo humedo (Yarazal, 2003). Si existe una alta presencia de

malezas se recomienda aplicar herbicidas seledi@sedest al.,2002).

Para el control de plagas como: el gusano trozddgrotis ipsilon) se
recomienda aplicar a la base del tallo insecticatamo Thiodan (Endosulfan) en dosis
de 2L/ha o Orthene (Acephate) 0,8 Kg/ha (Séval, 1997). Para los gusanos de la
mazorca Keliothis zeay Euxesta elutp se recomienda la aplicacion de aceite
comestible de origen vegetal en tres aplicaciodoesantidad de aceite a usar es de 3 a
4 L/ha por aplicacién (Dobronskt al.,1999).

La cosecha para choclo se efectia cuando el g@stacen estado “lechoso”, en
semilla al momento de la madurez fisioldgica (bdskgrano con capa negra) y en
grano comercial se puede esperar entre 20 a 30ndiasen el campo después de la
madurez fisiolégica (Silvat al, 1997). Para el almacenamiento de mazorcas, grano
comercial o semilla, deberan secarse completamert@ocarlas en lugares frescos,

secos Y libres de gorgojo (Cavieddsl.,2002).
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1.4.3. RIZOSFERA Y RIZOBACTERIAS

1.4.3.1. Larizésfera

La rizésfera esta comprendida por el espaciodisicundante a las raices de las
plantas con el suelo. Aqui se encuentra tanto hastecomo hongos endo o
ectomicorricicos que poseen una interaccion biolddirecta con las raices, brindando
efectos benéficos de estimulacidn al crecimiengetad mejorando las condiciones para
su desarrollo o simplemente causando efectos paiégen las mismas. (Sorensen,
1997).

En los ultimos afios, la rizosfera ha sido objetarderés cientifico por ser un
habitat donde se desarrollan un sin nimero de gpogckioldgicos, importantes tanto
para los microorganismos como para las plantas.dégnos ejemplos mas conocido es
la simbiosis leguminosBhizobiumque forman los muy conocidos nédulos, una nueva

estructura vegetal bien organizada y funcionalmesgalada (Ferrera-Cerrato, 1995).

1.4.3.2. Rizobacterias

Las bacterias que colonizan la rizosfera son ltamaizobacterias (Schroth y
Hancock, 1982). Estas pueden ser de vida libreooiass/a, aerobicas, anaerdbicas o
anaerdbicas facultativas (Rodriguez - Mendoza, 198&s raices producen ciertos
exudados que determinan el tipo de bacteria queapmmlonizarlas (Kunc y Macura,
1988).

Boltonet al. (1993) indica que la exudacion de las raices esenfio que ayuda
a estimular la actividad bacteriana. Aunque, enaseocasiones algunas rizobacterias
producen lo contrario, ellas estimulan la exudacitn las raices de una manera
especifica segun la especie; por ejemplo, los roktad producidos poPseudomona
aeruginosaestimulan el exudado de las raices de varios lesréslerharg y Killham,
1995).

Generalmente, se emplean técnicas de aislamiantedios de cultivo y tincidn
para la deteccion de rizobacterias, los cualespeamitido aislar géneros bacterianos

como: Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Xantomonasjostdium,
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Enterobacter, Acetobacter, Azotobacter, AzospmlluStenotrophomonas maltophilia,
Acinetobacter, Nitrobacter, Nitrosomaantre otras (INIFAP, 2008). Pero, la diversidad
bacteriana es tan amplia que no se cuenta corédagcas de cultivos para todas, ni
investigaciones que indiquen especificamente ladicmnes adecuadas para aislarlas a
partir del suelo; por lo que una fraccién signifitta de bacterias no pueden ser
cultivadasin vitro (INIFAP, 2008).

Por otro lado, las rizobacterias pueden tener tgpms de efectos sobre las
plantas: perjudiciales, como las rizobacterias tdg@s que inhiben el crecimiento
vegetal; y benéficos como las rizobacterias promastde crecimiento vegetal (PGPR)
(Suslow y Schoroth, 1982).

Las vias por las cuales las PGPR pueden afectare@miento de las plantas
son: directa o indirectamente. La forma directa ésavés de la fijacion de nitrégeno
atmosférico, la solubilizaciéon de minerales (fésjomproduccion de sideroforos o la
produccion de reguladores de crecimiento (fitoharas) que aumentan el desarrollo de

las plantas en varias etapas de su crecimientok/G995).

Indirectamente, la promocién del crecimiento cewnwando las PGPR mejoran
las condiciones limitantes del crecimiento porradoiccion de sustancias antagonicas o
por la induccién de resistencia a patdogenos (G1iéR5). Dentro de las rizobacterias de
mayor estudio en la actualidad, son aquellas guataap con la produccién de
reguladores de crecimiento y que se destacan ppot&ncial adicional para fijar el

nitrogeno atmosférico (diazotroficos) (Rodriguezrdeza, 1995).

Los géneros bacterianos diazotroficos soAzospirillum, Azotobacter,
Beijerinckia, Dexia, Pseudomonas Clostridium; los cuales, reportan valores de
fijacion de N que oscilan entre los 3 a 100 kg/iva/&on aislados de cultivos vegetales
como: cafia de azucar, maiz, arroz, trigo, sordgm@cta algunos frutales, tubérculos y
hortalizas (INIFAP, 2008). La cantidad de nitrégefi@ada por estos géneros se
considera baja, debido a que existe la asociaRimobiurdleguminosa la cual puede
llegar a fijar hasta 700 kg/ha/ de nitrogeno al @adriguez-Mendoza, 1995).
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1.4.4. GENERO AZOSPIRILLUM

1.4.4.1. Historia

El primer cientifico que inicié los estudios en ggnero Azospirillum fue
Martinus Willem Beijerinck, quien lo clasific6 con®pirillum lipoferumen 1925. En
1973, Juan José Pefia - Cabriales y Johanna Ddberaiiciaron diferentes
investigaciones para finalmente en 1978 reclasifadagénero, junto con Tarrand y
Krieg, basados en estudios de homologia del ADNrid®endo al nuevo género como:
Azospirillum con dos especies representativaaospirillum lipoferumy Azospirillum
brasilensgTarrandet al.,1979).

1.4.4.2. Clasificacién taxon6mica
Taxondmicamente segun la novena edicibn del ManBalgey's de

Bacteriologia Sistematica (Hadt al, 1994)Azospirillumpertenece a:

Dominio: Bacteria

Division: Proteobacterias
Clase: Alphaproteobacterias
Orden: Rhodospirillales
Familia: Rhodospirillaceae
Geénero: Azospirillum

Especies:  A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A.
halopraeferans, A. irakense, A. largimobile, A
doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. zeae,

A. canadense y A. rugosum.

1.4.4.3. Caracteristicas generales

Son bacterias gram-negativas, con forma celular bdeilos ligeramente
curveados, presentan un diametro de 1,0 um x 8,148, Poseen movilidad en espiral
(parecido a un saca corchos) debido a la preseecitagelos y contienen cantidades
elevadas de poli-3-hidroxibutirato (PHB), hasteb@¥o del peso seco celular (Figura

1.1) (Okonet al., 1976) Presentan la capacidad de fijar nitrégeno manifesiéd al
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crecer en forma de un velo blanquecino bajo la rfigpe del medio de cultivo
semisolido NFB (medio libre de nitrogeno) (Débeeeiet al., 1976).

Son parte del grupo de diazotréficas asociativas apntribuyen al crecimiento
de la planta sin la formacién de estructuras difgieelas y no establecen simbiosis.
Crecen a pH de 6,8 - 7.0 y temperaturas entre 30-@8arinet al, 1999).

Son catalasa y oxidasa positivas, fijan el nitnegeen condiciones
microaerofilicas, reducen nitratos a nitritos, negichdan la lactosa pero si la urea
convirtiéendola en dos moléculas de amoniaco megidmtenzima ureasa, siendo
positivo para esta prueba; presentan resultadoatineg para las pruebas de indol y
sulfatos diferenciandoles de las enterobacteriagsriMet al, 1999). A nivel
morfolégico, presentan la caracteristica de que calsnias crecen de color rojo
escarlata en el medio agar Acido Malico- Rojo Coffggura 1.1) (Krieg y Dbdbereiner,
1984).

Azospirillum spp. Azospirillum lipaferum Azospirillum lipoferum

" 1N \
N A

Figura 1.1. Caracteristicas macro y microscopicas pa&zospirillum A. Vista

macroscopica de la morfologia de colonia Alspirillumal crecer en el medio de
cultivo Acido malico- rojo Congo. B. Tincién Gramfgrma celular dé&\zospirillum C.
Vista microscoépica de la tincion del polimero R#droxibutirato. Fuente: Hernandez
(2003).

El resumen de las caracteristicas morfoldgicaseyabblicas mencionadas se
encuentran reportadas en el Manual Bergey’'s deeBaltigia Sistematica por Krieg y

Dobereiner para el género en estudio y descrita$ eimadro 1.5.
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Cuadro 1.5.Pruebas bioquimicas para la identificacion dekg&Azospirillumspp.

PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADO PARAAzospirillumspp.

Tinciéon Gram Gram (-)

Forma Celular Bacilos ligeramente curveados o secto
Catalasa +

Oxidasa +

Ureasa +

Sulfatos -

Indol -

Lactosa -

Motilidad + de forma espiral.
Reduccién de nitratos +

Tincién del polimerd- +

Polihidroxibutirato

Crecimiento en el medio Presencia de un velo espeso de color blanco, @aing 1,5 cm
NFB semisdlido bajo la superficie y cambio del color del mediovdede a azul.

Morfologia de colonias en  Las colonias poseen forma: circular ovoide congesejruesas

Agar AM- RC similares a quistes; superficie: rugosa y brillarde bordes
ondulados; consistencia: cremosa; y adquieren almacion
rojo oscuro o escarlata por absorcion del colorasjteCongo.

Fuente: Krieg y Dobereiner (1984), Manual BergegsBacteriologia Sistematica.

Azospirillum cuenta con varias especies dentro del género, citagl mas
estudiadasA. brasilense, A. lipoferumg A. amazonenserieg y Dobereiner (1984)
reportan pruebas diferenciales a nivel de espegies,consisten en el uso de de ciertas
fuentes de carbono como citrato y glucosa; aderdés,la morfologia de colonia
desarrollada en el medio de cultivo tales como: BNI8edio infusiébn de papa) que es

caracteristico para cada especie (Cuadro 1.6).

Cuadro 1.6 Pruebas bioquimicas diferenciales a nivel de aéspedel género

Azospirillum
RESULTADOS

PRUEBA A. brasilense A. lipoferum A. amazonense
Citrato como Unica fuente + + -
de carbono
Glucosa como Unica - + +
fuente de carbono
Crecimiento en Medio colonias rosadas, colonias rosadas, colonias blancas
agar BMS convexas y rugosas convexas y rugosas y planas

Fuente: Krieg y Dbbereiner (1984).
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Por otra parteAzospirillumposee la capacidad de producir auxinas, citogunina
y giberelinas en medios de cultivo a nivel de labmio (Caballero, 2001). El
mecanismo mas analizado ha sido la produccion gmas) que puede modificar el
contenido de fitohormonas de las plantas conduoiend estimulacion del crecimiento
de las mismas. En el caso del Acido Indol AcétittA] induce el aumento de pelos
radiculares, logrando una mayor captacion de migse (Caballero, 2001). Secretan
vitaminas como tiamina, niacina, acido pantotéric®gradan contaminantes en aguas
residuales (Peralta - Diaz, 2007).

1.4.4.4. Aislamiento e identificacion

Azospirillum ha sido aislado de la rizésfera de plantas, comaiz,mrigo,
cebada, arroz, cafia de azucar, banano, café ysdastajeros (Sundaraet al, 1988).
El medio de -cultivo microbiolégico utilizado unigaimente para obtener un
crecimiento Optimo de este género bacteriano quorete al NFB (medio libre de
nitrogeno) semisolido utilizando malato como fuedee carbono (Débereinest al.,
1976).

Azospirillumen el medio NFB presenta un crecimiento caraciesisiomo un
velo delgado a varios milimetros bajo la superfieie el punto donde la concentracion
de @ en el medio esta en equilibrio con la tasa respieatde las células (Hernandez,
2003). Conforme las bacterias se multiplican emedlio se puede observar también un
viraje del indicador de pH azul de bromotimol deloc verde (pH 6,8) hacia el color
azul (pH >7), debido a la alcalinizacién del medawusada por la oxidacion del malato
(Dobereinelet al, 1976).

Las bacterias después de ser cultivadas en ebridtB, se siembran en el agar
selectivo denominado acido malico - rojo Congo (R@), en el cual las colonias
presentan caracteristicas fenotipicas que se usamo ccriterio para reconocer
tentativamente Azospirillum(Caballero, 2001)Las coloniasadquieren una coloracion
rojo oscuro o escarlata por la absorcion del ropmdgd, son de consistencia seca y
abundante crecimiento (Rodriguez y Caceres, 1982yando poseen 48 horas de
incubacion se presentan colonias de forma ovoidie yaredes gruesas similares a
quistes (Figura 1.1) (D6bereinetral, 1976).
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A parte de la técnicas bioquimicas de identifidactenemos las inmunoldgicas
como: la aglutinacion en tubo, técnicas de preamg@n en capilar,
inmunoelectroforesis, inmunofluoresencia e inmufusidin (Ladhaet al, 1982). La
técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immnunosorbent A¥gzermite la identificacion
especifica de cepas @eospirillum como se demostré con la cefpabrasilenseCd
permitiendo evaluar la capacidad de colonizacioresta cepa en plantas inoculadas

(Levanonyet al, 1987).

La identificacién a nivel de género y especiesAdespirillumse realiza con
técnicas genotipicas; para ello, se usan sondasldm&n secuencias de los genes del
ARN ribosomal (Levanongt al, 1987). Con oligonucledtidos especificos se idieati
las especiesA. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. pnakferens y A.

irakense mediante la técnica tipo “dot blot” (Kirchhof yatmann, 1992).

Alternativamente, la identificacion de especies Asospirillum como A.
brasilensey A. lipoferum,segun Pedraza y Diaz (2000), se logra en formadapible
amplificando mediante la reaccion en cadena delimprasa (PCR) los genes 16Sr,
usando las secuencias de los oligonucleotidos 27f5- (
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1495r (5-CTACGGCTACCTTGRCGA)
para posteriormente restringir los productos ameglifos con la enzima de restriccion
Alu I. Con esta estrategia se obtienen fragmentosrdefi@s especificos para las dos
especies dazospirillum,distinguibles facilmente en geles de agarosa, ceenabserva

en la figura 1.2.
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Figura 1.2. Restriccion enzimatica del gen 16S ADNr con la e@zAlul de dos
especies del génekrospirillun. De izquierda a derecha: Carrill: Marcador molec
100bp PROMEGA. Qril 2: A. brasilensesp7 (ATCC29145). Carril 3:Azospirillum
brasilenseCd. Carril 4:A. lipoferumsp59. Carril 5:A. lipoferun BR11086. Fuente:
Pedraza y Diaz (2000

1.4.4.5. AsociaciorAzospirillum - planta

Azospirillum establece asociaciones con las 1s de las gramineas sin
formacion de estructuras visibles que indiquen lguplanta se encuentra infecte
(Umali-Garciaet al., 1984). Debido a la ausencia de estructuras espaclak y de
proteinas como la leghemoglobina, la fijacion dedgeno e esta asociacion es m
variable y depende de factores ambientales y dbiogt sin embargo esta relaci
parece ser lo suficientemente estrecha para sugerise trata de un tipo primitivo
simbiosis (Tarraneét al, 1979).

Azospirillumvive libremente en el suelo y su concentracién es mayor
rizésfera donde se adsorbe al mucilago de la sogerfdical, principalmente en |
pelos radicales (Dobereiner, 1995). La infeccidiciancuando la bacteria entra g
pelos radicales lisados y por emergencia de raices laterales, para luego exts
hacia las raices principaleTarrand et al, 1979). Se cree que esta caracteris
invasiva se debe a la produccion de pectinliasadggoligalacturonasa por parte de
bacteria, enzimas que deslatan la pectina que mantiene unidas las paredekes

en los tejidos radicales (Um-Garciaet al.,1984).

21



Azospirillumha sido observado mediante microcopia electromdasespacios
intercelulares dentro de los tejidos radicales, casno intracelularmente en células
muertas (Umali-Garciat al., 1984). Puede habitar diferentes zonas de lagaimp en
el cortex (interno y externo) y la estela de lases del maiz (Krieg y Do6bereiner,
1984).

1.4.4.6. Mecanismos de accion deospirillum sobre el crecimiento vegetal

Uno de los mecanismos de accion es la fijacioridgica de Nitrdgeno
(Caballero, 2001). En estudios de inoculacién Apaspirillum se observé incrementos
en el contenido de N total de las plantas inoc@adan mejor crecimiento del sistema

radical con respecto a las plantas testigo sinulao¢Baldaniet al, 1983).

Al contrario, en otros estudios no fueron obseagadiferencias significativas en
el porcentaje de nitrogeno o en el contenido déepra entre plantas inoculadas y no
inoculadas, razén que contribuyd a cuestionar éa ide que la fijacion biologica de
nitrogeno fuera el mecanismo Unico y principal oesable de los efectos benéficos
observados (Holguiet al, 1996).

Investigaciones posteriores indicaron gé@ospirillum también posee la
capacidad de producir auxinas, citocininas y gibes en medios de cultivo a nivel de
laboratorio. EI mecanismo mas analizado es la pwdn de auxinas, especialmente la
del &cido indol acético (AlA) (Caballero, 2001).

El AIA producido por la bacteria puede modificacentenido de fitohormonas
de las plantas conduciendo a la estimulacion dsimiento de las mismas (Caballero,
2001). Ademas de AIlA, se han encontrado otros cestpa inddlicos y metabolitos
relacionados tales como: el acido indol piravieadal lactico, indol acetamida, indol
acetaldehido, indol etanol e indol metanol, triptean antranilato y otros compuestos
inddlicos no identificados, que son los responsafieestimular el aumento de la masa
celular vegetal y por ende el crecimiento de lasigls (Hartmanat al, 1983).

A pesar de que existe la evidencia de atribuasafitohormonas, especialmente

al AlA, los efectos benéficos de la inoculacion odrospirillum también existe la
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propuesta de que tales beneficios son el resultedmtros mecanismos como: la
alteracion del funcionamiento de moléculas de caoaaion celular que son de bajo
peso molecular y pueden ser las responsables etaradictividades y funciones de la
membrana relacionadas con la absorcion de ionesnas] la interaccion de todos los

mecanismos en conjunto (Bashan y Levanony, 1990).

Con estas investigaciones queda demostrad@gospirillum en la mayoria de
los casos, alteran la proporcion brotes/raice(peso), por lo que la bacteria ejerce un

efecto multiparamétrico sobre las plantas inocudd#iguinet al, 1996)

1.4.4.7. Utilizacion deAzospirillum como biofertilizante

Los biofertilizantes pueden definirse como proda@ base de microorganismos
gue viven normalmente en el suelo y que al incréanesus poblaciones, por medio de
la inoculacion artificial, son capaces de ponerispakicion de las plantas una parte
importante de los nutrientes que necesitan paesarrollo, suministrando sustancias

promotoras del crecimiento (Martinetzal.,1999).

La importancia de los biofertilizantes radica arcapacidad para suplementar o
movilizar nutrientes con un minimo uso de recunsosrenovables; ademas, tiene la
ventaja de que los procesos microbianos son rapidpsieden aplicarse en pequefas
unidades para solucionar problemas locales espesifMartinezt al.,1999).

Segun Okon y Kapulnik (1986) en experimentos dapmala inoculacion con
Azospirillumha promovido el crecimiento de plantas de imporeaagrondémica en un
10-20% en la produccién de materia seca. Sin erabagie efecto puede ser benéfico
en algunos casos o no significativo en otros (Saoaciolli, 1981).

Motsaraet al (1995), en cambio, asegura que en cultivos cormmz,amaiz,
trigo y cafa de azucafzospirillumpuede incrementar el rendimiento entre el 15 y el
30%. En Cuba se han utilizado biofertilizantes seb@eAzospirillumque permiten la
sustitucion del 25% del fertilizante nitrogenadoagroz e incrementan el rendimiento
entre el 5 y el 15% (Martineet al.,, 1999). En cafia de azucar la aplicaciéon de

biopreparados a base Aeospirillumha producido incrementos en los rendimientos del
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17 al 50%, y ha permitido ahorrar entre 50 y 100@8hfdrtilizante nitrogenado (The
Latin American Alliance, 1997).

La obtencion de incrementos de hasta el 20% emguim del rendimiento de
los cultivos se considera comercialmente muy valipara la agricultura moderna,
siempre y cuando estos resultados sean consis{faesnezet al., 1999). Hoy en dia,
la informacién disponible de aplicacion en campoAdespirillumaun es considerada
insuficiente como para comercializarlo como bidlieeinte (Holguinet al, 1996). Por
ahora, solo existen preparados comercialedzdspirillumdisponibles en el mercado y
se han reportado muy pocos resultados negativagos por efecto de la inoculacién
(Holguinet al, 1996).

A pesar de todo, para estandarizar y comercialimabiofertilizante hay que
tomar en cuenta los factores que contribuyen adpuesta de la planta con la bacteria
como: el nivel 6ptimo de células a inocular, laiedad de la planta cultivada ya que
cada cultivo responde distinto a la inoculacion wieel de fertilizacion con nitrégeno
(Holguinet al, 1996). Conocer la participacién de cada unostieseactores permitiria
el desarrollo de técnicas de inoculacion mas efasty por lo tanto el desarrollo de

biofertilizantes netamente comerciales (Bashanwaheny, 1990).

1.4.5. MICROBIOLOGIA

1.4.5.1. Identificacion de microorganismos bacterrzos

La identificacion o caracterizacion comprende wnjento de técnicas y
procedimientos que se aplican para establecer kntidchd de un grupo,
especificamente, bacteriano. Estas técnicas $eantién diferentes areas como son: el
area clinica, farmacéutica, cosmética, de alimentosn la investigacion basica

(Vizcarrondo y Gutiérrez, 2002)

1.4.5.2. Métodos de identificacion
Existen seis métodos aplicables para la identiica bacteriana, basados en

diferentes criterios, como:
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* Métodos morfoldgicos

» Métodos de tincion diferencial
* Métodos bioquimicos

* Meétodos seroldgicos

« Métodos moleculares.

En la actualidad, la identificacion ya no se malton un solo método, sino se
realiza combinando dos o varios métodos para temercaracterizacion mas precisa y

confiable del grupo bacteriano de interés (Pres26@4)

1.4.5.2.1. Métodos morfologicos
Las bacterias aisladas generalmente se consemameslios de cultivo
microbiolégicos. El desarrollo de colonias sobrpesticies de agar permite identificar
al grupo bacteriano, porque este genera coloniasica forma especifica y un aspecto
caracteristico (Figura 1.3); para posteriormenteeradr un cultivo puro del mismo
(Prescott, 2004).

La estructura microscopica de las colonias es wauiable; es decir, que estas
colonias bacterianas que se ven tan parecidasupajoicroscopio, pueden diferir en
propiedades de tincidén, bioquimicas, fisiologicas geroldgicas (Prescott, 2004). A
pesar de esto, el método sigue siendo util en ttmoEasos, como es el caso para
visualizar la presencia de endosporas e identifiaailos esporulados (Prescott, 2004).

fora 4% o***’

Puntiforme Circular Filamentosa Irreguiar

Entero  Ondulado Lobulado Erosionado Filamantoso Rizado

Figura 1.3. Criterios morfolégicos para describir colonias baenas segun su: forma,
elevacion y borde. Fuente: Prescott (2004).
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1.4.5.2.2. Métodos de tincion diferencia
Aunque las colonias bacterianas se observen aeivigth, a menudo hay q
tomar una porcion de ellas para fijarlas, tefijladservarlas en un microscopio opt
aumentadas y acentuadas sus caracteristicas ngicaddcelulres (Tortoraet al.,
2007).

La fijacion es el proceso por el cual se fijmediante calor o agentes quimic
las estructuras internas y externas de las céluaseralmente, en una ple
portaobjetos se inactivan enzimas que alteran lgotogia ceular y endurece le
estructuras celulares de manera que no cambiamtdula tincion ni la observacic
(Prescott, 2004).

Por otro lado, la tincion comprende técnicas quenfien observar las form:
celulares bacterianas (Figura 1.4) en funcion aiapacidad de las mismas para rete
0 no determinados colorantes, lo que depende dartm de la célula y del colorar
(Tortoraet al.,2007).

EINBSAY L2

1 cocos, 2 diplococos, 3 estreptococos, 4 estafilococos, 5 sarcinas, 6 bacilos, 7 espirilos, 8 vibriones

Figura 1.4. Formas celulares bacterianas. Fuente: Pres€t)

Los colorantes pueden ser de dists tipos:

» Cationicos: Son colorantes que poseen carga (+). Estas peretrahinteriol

de las células y las tifien. Ej.. azul de metilemstal violeta y safranin

* Aniodnicos: Son colorantes ( carga (. No penetran en el interior celular,

modo auie no tifien las células, sino el entorno. Ejemgdsina y nigrosin
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» Liposolubles: Se unen a los lipidos celulares y los tifien. Ejempégro Sudan.

Las tinciones pueden ser:

» Simples: Utiliza un solo colorante. El colorante tifie laslu@s (azul de

metileno, safranina) o no (nigrosina).

» Diferenciales: Se basan en que existen distintos tipos de céluleada una
posee una composicion quimica diferente, por lorgaecionan de forma Unica
frente a una tincion y esto permite clasificar & ivicroorganismos en varios
grupos. Dos tinciones de importancia taxondmicaresegistradas: tincion
Gram y la de &cido - alcohol resistencia (de ZMéélsen). Estas tinciones

utilizan méas de un colorante.

» Selectivas:Distintas estructuras celulares tienen su compsiguimica propia,
de modo que se tifien selectivamente con ciertosrastkes. Ej.: tincion de
esporas, flagelos, paredes celulares. En ocasiseesitilizan uno o mas

colorantes (Tortorat al.,2007).

1.4.5.2.3. Métodos bioquimicos
Las pruebas bioquimicas se fundamentan en dedfinél microorganismo es
capaz de: fermentar azlUcares, si posee determirad@sas, degrada compuestos,
produce pigmentaciones, etc.; es decir, nos danaceo todo lo relacionado con su
metabolismo celular especifico, mediante el empl® medios de cultivos

especializados para ello (Tortagal.,2007).

El uso de pruebas bioquimicas pueden separar riaactduertemente
relacionadas en dos especies diferentes (Vizcasrgn@utiérrez, 2002). Actualmente,
se encuentra en vigencia el uso de sistemas mizetdosde pruebas bioquimicas o

pruebas API (Tortoreet al., 2007). Estas herramientas fueron elaboradas, en un

27



principio, para bacterias de importancia médicaatss enterobacterias; sin embar
actualmente se ha exidido para la mayoria de géneros bacteric

Los sistemas API se disefiaron para realizar variaasbas bioquimicas a la v
y realizar la identificaciébn en un tiempo mas co@ada uno de los ensayos, const
tubos miniatura que contienen el me de cultivo deshidratado y que se hidrata
inocularlos con la suspension bacteriana pura (&i@Lb). Las pruebas se clasifican
grupos y a cada uno de los resultados positivoeseasigna un determinado va
numeérico, obteniéndose un codigo ccorrespondera a género o especie espe!
registrada en la base de datos de las prueb(Vizcarrondo y Gutiérrez, 20C.

_Uuuau!igg ﬂ

iy

maa Sac  RAEL  AMY o ARK

Figura 1.5. Pruebas API o tubos miniaturizados con mediouliévo. Fuente: Presca
(2004).

1.4.5.2.4. Métodos serolodgico
Estas prabas implican en utilizar preparaciones de inmuwinginas
especificas provenientes del suero o de un reacsiemdo de gran utilidad en
identificacibn microbiana de muestras puras o destnas biolégica(Tortoraet al.,
2007).

Cada técnica usa tiene su fundamento particular, pero en genevedhs s¢
basan en la reaccion de un antigeno presenteagesrie bacteriano con su anticue
correspondientéTortoraet al., 2007) Estas técnicas se dividen en mas utilizadas

para identificar baerias, que so
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Aglutinacion con bacterias completas ElI suero problema se enfrenta con
bacterias que contienen en su superficie los amifggeeconocidos por los
anticuerpos que se buscan. Si la muestra contgas anticuerpos se unen a las
bacterias agregandolas y precipitando aglutinadkibles macroscopicamente.
La superficie bacteriana se encuentra cargada inageinte y por eso las

bacterias se repelen entre si (Torttral.,2007).

Aglutinacion de particulas: No utiliza células completas sino partes inertes a
las que se une los antigenos especificos del agprtese busca. Suelen
utilizarse particulas de latex. Cuando existencantpos especificos estas
particulas se agregan y precipitan. Sistemas sesilaueden utilizarse para
detectar antigenos si lo que se junta a las baakitdx son los anticuerpos
(Tortoraet al.,2007).

Hemaglutinacion: La hemaglutinacion es una técnica muy similar qieza
hematies unidos a los antigenos. Si existen anpics@specificos los eritrocitos

floculan formando grumos detectables a simple \iBtatoraet al.,2007).

Enzimainmunoensayos (ELISA Enzyme linked inmunosorbent agsdys la
técnica mas utilizada por su alta sensibilidad peesicidad. Este sistema se
basa en la utilizacion de anticuerpos marcadosucarenzima que reconocen a
los anticuerpos problema como sus antigenos y amaraconocidos existe la
actividad enzimatica requerida y la reaccion seifieata por la presencia de
color. Se han comercializado técnicas estandaszddeELISA para casi todos
los microorganismos en los que es factible el diatjoo. Debido a su alta
sensibilidad a no perder positivos puede clasifigilgunos negativos como
positivos, por ello los resultado positivos de@anica deben ser confirmados
por otro sistema mas especifico que asegure dtadeypositivo (Western-Blot)
(Tortoraet al.,2007).
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1.4.5.2.5. Métodos moleculares
Se basan en la aplicacion de técnicas y reactivasy detectar secuencias
especificas de ADN que son propias de un determigagoo bacteriano (Vizcarrondo
y Gutiérrez, 2002).

Durante los ultimos afios, se han desarrolladoasiberramientas tecnoldgicas
para identificar especies bacterianas de una fondsrapida y segura (Blasco, 2009).
Los primeros métodos moleculares empleados pardusion los analisis de proteinas
totales, analisis de acidos grasos celulares yibadhcion de acidos nucleidos; los
cuales, incluyen técnicas de hibridacion ADN-ADNieado uso de sondas marcadas
de ADN total y que se pueden aplicar sobre colgroakilas enteras o sobre ADN
purificado (Dickset al, 1990). También, la metodologia la hibridacionMB rARN,
cuya base es la hibridacién fluorescentsitu o FISH, utilizando sondas de ADN de
unos 20-28 nucledtidos complementarios de regioesgecificas de los ARN
ribosémicos 16S y marcadas con fluorocromos pegnity la deteccion, identificacion

y el recuento de especies en medios naturalesc(B1a609).

Hoy en dia, la técnica mas utilizada es la Reaceivcadena de la Polimerasa o
PCR (siglas en ingles), que se aplica para laifittadion de microorganismos que no
pueden ser cultivados por los métodos convencisn@len este método, se aumenta la
cantidad de ADN hasta niveles detectables medigetdroforesis o sondas de ADN

(Vizcarrondo y Gutiérrez, 2002).

Algunas de las técnicas basadas en PCR se nombcamtinuacion: PCR
especifica, PCR multiplex, PCR tiempo real, Analde fragmentos de amplificacion
generados con iniciadores que se unen aleatorianaé®DN total o RAPD (siglas en
inglés) y la amplificacion de secuencias que codifipara los espacios intergénicos
16S-23S rARN (ISR 0 ITS) o para la region V3 deS X8RN (Guerriniet al.,2003).

También, se ha generado otras técnicas que msutanbinando la
amplificacion por PCR de las regiones que codifipara los genes ribosomales o0 sus
espaciadores (ISR o ITS) con la digestion enziraates los productos de amplificacion,

estas son: 16S- ARDRA: Analisis de restriccion ABIN ribosomico amplificado y
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RFLP-ITS: Andlisis de polimorfismos de longitud filagmentos de restriccién en los
ITS (Chenoll et al.,2006 citado por Blasco, 2009).

Para estas técnicas se cuentan con bases de diatsscuencias del gen
16SrADN y con un sin niumero de paquetes informatmn las cuales las secuencias
problema pueden ser examinadas, comparadas y sierpudseiiar sondas para

identificar diferentes niveles taxonomicos (Blas2@09).

Otros procedimientos son el ribotipiado, que asaben la digestion del ADN
total con enzimas de corte frecuente y postertmidacion de las bandas generadas con
sondas ribosomales marcadas (Roefaal, 2005 citado por Blasco, 2009); que son
Gtiles para la discriminacion de cepas dentro desfgecie incluyendo la técnica AFLP
que es el analisis de polimorfismos de fragmengodigestion y posterior amplificacion

selectiva (Blasco, 2009).

Finalmente, la técnica de mayor designacion taxace es la secuenciacion del
ADN, la cual, consiste en determinar el orden denlocleétidos (A, C, Gy T) en un
segmento de ADN o de todo el genoma (VizcarronGutgérrez, 2002).

La secuenciacion se divide principalmente en dogntes, cuando se trata de
identificacién bacteriana: la Secuenciacion del A8Br y secuenciaciéon ADN total o
gendmico. En el primer caso constituye un métogaody eficaz ya que el analisis del
16S se ha utilizado ampliamente para estableceelasiones filogenéticas dentro del
mundo procariota, permitiendo una vision de la @eidh y la clasificacion bacteriana
(Rodicio y Mendoza, 2004).

El segundo, ayuda a la identificacibn completayeesica y confiable del
microorganismo teniendo su genoma completamentiéicamb (Rodicio y Mendoza,
2004). En la figura 1.6. observamos el alcancenémuco de las técnica moleculares

mencionadas:
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FAMILIA GENERO ESPECIE ‘ SUBESPECIE ‘ CEPA

Secuenciacion de ADN

TISH

5 celulares e5

rep-PCR )

Figura 1.6. Esquema del alcance de las técnicas molecularaslgpadentificacion d
microorganismos. FISH: Hibridacion fluorescerin situ; ARDRA: Analisis de
restriccion del ADN ribosémico amplificadc ARN- PCR: Analisis del espaciad
intergénico codificante de un ARN de transferenfi&-PCR: Andlisis del espaciad
intergénico 163S; RFLP: Analisis de polimorfismos de longitud fdgmentos d:
restriccion; RFLPPFGE: Analisis de fragmentos de riccion del ADN total cortads
con enzimas de baja frecuencia de corte: AFLP: isisalde polimorfismos d
fragmentos de digestion y posterior amplificaciéelestiva; RAPD: Analisis d
fragmentos de amplificacion generados con iniciesl@ue se unen aloriamente al
ADN total; repPCR: Andlisis de fragmentos de amplificacion deneletos repetitivos
Fuente: Adaptado y modificado de Savelket al, 1999 citado por Blasco, 20
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1.5. Sistema de hipoétesis

H,: La caracterizacion mediante pruebas bioquimicastégnicas moleculares
determinan que las cepas bacterianas del INIARd#s|del cultivo de maiZ¢a mays

L.) de la sierra ecuatoriana, pertenecen al géheroterésAzospirillum
H,: La evaluacion funcional de las cepas bacteriangls INIAP, mediante la

inoculacion en semillas y plantas de maiz, manéiefectos positivos en el desarrollo y

crecimiento de las mismas, tanto en condiciome&$ro como en invernadero.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes
2.1.1. Instituciones

La institucidbn auspiciante y participante de dstegestigacion es el Instituto
Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuar(#$IAP) en la Estacion

Experimental Santa Catalina.

2.1.2. Responsable del proyecto

Andrea Greta Carrera Gonzalez

2.1.3. Colaboradores cientificos
Ing. MSc. Carlos Yéanez. Responsable del Prograridalz del INIAP.

Dr. Eduardo Moirillo. Responsable del Departamen® Biotecnologia del
INIAP.

Dra. Ligia Ayala. Directora de tesis.

Dr. Ricardo Oliva. Codirector de tesis.

2.2. Zona de estudio

Estacion Experimental Santa Catalina del INIAPicatla en la provincia de
Pichincha, cantdén Mejia, parroquia Cutuglagua,cdider Panamericana Sur Km. 1, via
Tambillo.

2.3. Periodo de investigacion
La presente investigacion se desarrollé en urogerde 18 meses, desde Junio
del 2010 a Diciembre del 2011.

2.4. Disefio experimental y estadistica
La investigacion se llevo a cabo en cuatro fases:
» Fase I: Caracterizacién microbiolégica de las cdypaserianas.

» Fase II: Caracterizacion molecular de las cepatebanas.
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* Fase Ill: Evaluacion funcionat vitro de las cepas bacterianas.

» Fase IV: Evaluacién funcional en invernadero dectgsas bacterianas.

Las cuatro fases registraron disefios experimentabes la estadistica respectiva,

descritas a continuacion:

FASE 1: Caracterizacion microbiolégica de las cepdsacterianas

Para la identificacion microbioldgica se aplicaradiferentes pruebas
bioquimicas para dar a conocer el metabolismo sledpas bacterianas y compararlas
con el metabolismo del génefaospirillumreportado en bibliografia. Para este analisis
se utilizé el software bioestadistico NTSYSpc w@rsR.02. El programa permitio la
obtencién una matriz de similaridad mediante eficemte de apareamiento simple,
SM (Kumaret al., 2008). Finalmente, se realizo el analisis de agnipnto UPGMA
(Método ponderado de apareamiento de grupos astde/éa media aritmética) para la
representacion gréafica o dendrograma del metaboldggrias 20 cepas bacterianas junto
con el metabolismo reportado pakaospirillumen las pruebas bioquimicas realizadas
(Sanchez, 2002).

FASE II: Caracterizacion molecular de las cepas bderianas.

En esta fase se realizd la identificacion del g#ne especie de las cepas
bacterianas utilizando la técnica analisis de icestn del ADN ribosomal amplificado
(ARDRA). Para ello, fue preciso realizar el anélign el software bioestadistico
NTSYSpc version 2.02. El programa permitié la obién de matrices de similaridad
mediante el coeficiente DICE (Kumatr al.,2008). Finalmente, se realiz6 el andlisis de
agrupamiento UPGMA (Método ponderado de apareamidatgrupos a través de la
media aritmética) para la representacion graficdendrograma de las tres enzimas

empleadas en la técnicBad, Alul y EcARI (Jiménez, 2007).

FASE llI: Evaluacién funcional in vitro de las cepas bacterianas.
Para la evaluaciom vitro de las cepas bacterianas se implementé un Disefo
Completamente al Azar (DCA), donde los tratamiemimsespondieron a las 20 cepas

bacterianas mas dos testigos negativos propicasndalyo y las repeticiones consistieron
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en 12 semillas pre-germinadas de maiz por tratdmi@rabla 2.1). Para el andlisis
estadistico se utilizO un ANOVA para determinariaaitidad entre los tratamientos y
las repeticiones. Adicionalmente, se considero nalisis funcional con la prueba de
Tukey al 5% como prueba de significancia, parardet&r los mejores tratamientos en
funcién de las variables involucradas en promovVvereximiento de las raices del maiz
(Sanchez, 2002)

Tabla 2.1. Tratamientos y repeticiones de la evaluacion fumaiin vitro de las cepas

bacterianas

TRATAMIENTO CODIGO Y PROCEDENCIA

T1 Cepa 1: Bolivar

T2 Cepa 2: Bolivar

T3 Cepa 3: Tungurahua
T4 Cepa 4: Chimborazo.
T5 Cepa 5: Chimborazo
T6 Cepa 6: Tungurahua
T7 Cepa 7: Tungurahua
T8 Cepa 8: Tungurahua
T9 Cepa 9: Tungurahua
T10 Cepa 10: Cuba

T11 Cepa 11Pichincha
T12 Cepa 12: Imbabura
T13 Cepa 13: Imbabura
T14 Cepa 14: Carchi

T15 Cepa 15: Carchi

T16 Cepa 16: Carchi

T17 Cepa 17: Imbabura
T18 Cepa 18: Imbabura
T19 Cepa 19: Imbabura
T20 Cepa 20: Pichincha

Testigo Tratamiento Medio de cultivo sin microongamos
Testigo Absoluto Ningun microorganismo ni mediocdéivo

FASE IV: Evaluacion funcional en invernadero de lagepas bacterianas.

Para la evaluacion en invernadero de las cepaertza@s se implementd un
Disefio Completamente al Azar (DCA), donde los ma&atos correspondieron a las 20
cepas bacterianas mas dos testigos negativos prdgioensayo y las repeticiones

consistieron en 6 plantas de maiz por tratamierabla 2.1). En el andlisis estadistico
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se utilizd6 un ANOVA para determinar variabilidadtren los tratamientos y las
repeticiones. Ademas, se realizé un andlisis furaticon la prueba de Tukey al 5%,
este permitio conocer los mejores tratamientosuanidén de las variables involucradas

en promover el crecimiento de las raices y partesaggel maiz (Sanchez, 2002)

2.5. Procedimiento

2.5.1. FASE |. Caracterizacion microbioldgica de las cepabacterianas

2.5.1.1. Procedencia y descripcion de las cepas.

El material entregado para la caracterizacion isbdsen 20 ejemplares
bacterianos aislados de la rizosfera de cultivandé& de diferentes provincias del norte
(Carchi, Imbabura y Pichincha) y centro (Chimborakongurahua y Bolivar) de la
Sierra ecuatoriana (Figura 2.1). Segun Espinoz84(2G| aislamiento se realizdé en
medios de cultivo reportados en literatura com@ei$igos para el génerzospirillum
tales como: el medio semisélido NFb (Nitrogen fimatbiological) (Anexo A.3) y el
agar Acido malico-rojo Congo (Anexo A.l); obtenien@0 aislados bacterianos
identificados, preliminarmente, como cepas perienées al género dazospirillum
Espinoza (2004) purificd y liofilizé cada aisladarp su conservacion en la Planta
Piloto del Programa de Maiz del INIAP desde el 2004. La codificacién y el lugar de
procedencia de cada cepa se presentan en el Tabla 2
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Figura 2.1. Mapa de las provincias de la Sierra atoriana donde se realizd
coleccién de muestras para el aislamiento de lpascbacterianas. Fuente: Espin
(2004)

Tabla 2.2.Cadigo y lugar de procedencia de los aislados bantes

CODIGO LUGAR DE PROCEDENCIA
Cl Bolivar, Chillanes, Chillane Hacienda Pac:
Cc2 Bolivar, Guaranda, Veintimilla, Laguacot
C3 Tungurahua, Pillaro, Emilio Teran, EI Capuli
C4 Chimborazo, Alausi, Sibambe, Cochapa
C5 Chimborazo, Alausi, Tixan, Somis
C6 Tungurahua, Pelileo, Pelileo, El Tan
C7 Tungurahia Quero, Quero, La Concepcion
C8 Tungurahua, Mocha, Mocha, Mo
C9 Tungurahua , Mocha, Mocha, Mo
C10 Cube
Cl1 Pichincha, Pedro Moncayo, La Esperanza, Cub
C12 Imbabura, Otavalo, San Pablo del Lago, San |
C13 Imbabura, Otavalo, San Pa del Lago, San Pak
Cil4 Carchi, Espejo, San Isidro, San Joa
C15 Carchi, Espejo, San Isidro, San Joa
C16 Carchi, Espejo, Mira, San Lt
C17 Imbabura, Antofio Ante, Atuntaqui, El Ros:
C18 Imbabura, Cotacachi, Quiroga, Cuicocha |
C19 Imbakura, Otavalo, Quichinche,Pisabo
C20 Pichincha, Quito, Amaguana, Carapu
Fuente: Espinoza (2004)
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2.5.1.2. Reactivacion y purificacion de liofilizads bacterianos
El método de reactivacion se realizé colocandd_ldmsolucién peptona estéril
al 0,1% (Anexo A.7) en los microtubos que contengsncepas liofilizadas y se agito
con ayuda de un vortex para homogenizar la suspef€IAT, 1988). Se incubo el
microtubo con la suspension a temperatura ambjportein periodo de 8 horas, con el
fin de reactivar el metabolismo bacteriano y fotaerla multiplicacién celular
(Gamazcet al, 2005).

Transcurrido el tiempo de incubacién, se tom@&ubhOde las suspension y se
coloco en la superficie del agar Acido malico— rGjongo (AM-RC) contenida en una
caja Petri (Gamazet al, 2005). Se extendio la suspension con un tri@ndal vidrio

esterilizado y se incubd la caja conteniendo laste@as a 30 °C durante 7 dias
(Espinoza, 2004).

El crecimiento bacteriano obtenido se purificéd ameho una minima porcion de
colonia bacteriana, con un asa de platino, y sebseroon la técnica de estriado
compuesto en la superficie del agar AM-RC (GirarBagugiex, 1964). Se incubé el
cultivo a 30°C por 7 dias (Figura 2.2). Este proads purificacion se repitio una vez
mas para cada aislado bacteriano (Espinoza, 2004).

Figura 2.2. Reactivacion y purificacion de los aislados baaters. A. Cepa liofilizada
sin y con la solucion de peptona al 0,1%. B. Siendar superficie con triangulo de
vidrio esterilizado. C. Crecimiento bacteriano. Drificacion de colonias bacterianas

mediante siembra por estriado compuesto.
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2.5.1.3. Identificacidon microbioldgica
La identificacion microbiol6gica de las cepas sevdl a cabo mediante la
descripcion morfologica de colonias bacterianasuglpas bioquimicas especificas para

el género y especies édeospirillum

2.5.1.3.1. Descripcion morfolégica de colonias bacterianas

Para la descripcion morfolégica de colonias, cadildo bacteriano se sembré
en cajas Petri con Agar Nutritivo (Anexo A.2), lassmas que se incubaron a 30°C por
48h. Se describid a las colonias formadas y applesaa simple vista en base a los
criterios morfologicos descritos por Prescett al. (2004), segun la figura 1.3. El

procedimiento para ello fue el siguiente:

» Tamafo: Se midié las colonias de cada cepa con un cabbrddjital. Se
determiné como colonias: peque@ad& mm, medianas de 1-4 mm y grandes >
4mm.

» Forma: Se atribuyd a cada colonia como: puntiforme, ¢Gufilamentosa,
irregular, rizoide y fusiforme o alargada, de adoe la figura 1.3.

= Elevacion: Se designé si la colonia era: plana, elevada, eanvpulvinada y
umbonada segun la figura 1.3.

= Margen o Borde La figura 1.3 indica que el borde de las colompasde ser:
entero, ondulado, lobulado, erosionado, filamentogaado.

= Superficie: Se aprecid si la colonia era: lisa brillante, lisate, Irregular
brillante, irregular mate, filamentoso brillantéil@mentoso mate.

= Consistencia Con un asa de platino estéril se tomo6 una pordg@goolonia y se
determindé si su consistencia era: dura (coloniagbipiizas), cremosa
(facilmente pasa el asa) 0 viscosas (forma filaosentmucosidades al tomarlas
con el asa).

= Color: Se designo el color segun el criterio del obserxad

2.5.1.3.2. Pruebas Bioquimicas
Se realizaron 15 pruebas p#&=zospirilluma cada uno de los aislados, estas se

dividieron en:
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A. Pruebas bioquimicas para la identificacion del géme Azospirillum
Para confirmar que las cepas aisladas correspoatiigénercAzospirillumse les
realizé 13 pruebas bioguimicas considerando ldasris descritos en el Manual Bergey’'s
de Bacteriologia Sistemética por Krieg y Dobereifi®84) (Cuadro 1.5). A continuacién
se describe el procedimiento empleado en cada @hiequimica:

= Tincién Gram y Forma celular: En esta prueba se utilizaron cultivos en AN
incubados a 30°C por 48h. Se tomo la muestra li@ctecon ayuda de un asa
estéril y se realizo un frotis espiral en un pdrjatos, seguido se fijé la muestra al
fuego y se tifi6 siguiendo la modificacion de Hudlkernandezt al, 1978 citado
por Hernandez, 2003). Se determiné la reaccion @denG la forma celular de

cada cepa segun la figura 1.4.

= Catalasa: Se utilizaron cultivos en AN incubados de 48 hoSssrealizaron frotis
espirales de las muestras en portaobjetos indidudianpios. Sobre cada frotis se
colocaron dos gotas de solucion de peréxido dedpairo al 3% y se esperdé 30

segundos para la manifestacion de la reaccion (Gaetal.,2005).

= Oxidasa: Se usaron discos Taxo N de 6 mm con 6% de monaditath dep-
aminodimetilanilina y cultivos bacterianos en AN 4&h. En una placa estéril se
colocaron varias gotas de agua destilada estéritada gota se afiadid una
cantidad del cultivo bacteriano obtenido en cag,nmezclé hasta obtener una
suspension espesa. A la suspension se le colodisonm Taxo N. ElI cambio de
color del disco se aceler6 incubando la soluci® & durante 3-5 min (Gamazo
et al.,2005).

= Ureasa:La prueba se realiz6 preparando tubos con agax lhlree, solidificado en
forma de pico de flauta. Se estrié cada muestréebasa en la superficie del
medio con un asa de platino estéril y se incub&sriubos a 37°C por 24 — 48
horas. Transcurrido el tiempo se observaron lascreaes y se registraron los
resultados (Gamazt al.,2005).

» Sulfatos Indol Motilidad (SIM): Se prepar6 el medio de cultivo BBL-SIM agar y
se solidificd en forma horizontal en tubos de 30. ivhs muestras bacterianas se

sembraron en el medio con la técnica de puncigaveés de una aguja de platino
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recta y estéril. Los tubos se incubaron a 37°C4@oin. Para el resultado de Indol,
después de la incubacién, se afiadieron al medigt®s del reactivo de Kovacs
(Anexo A.10) y se esper6 2 min. para la manifeétadie la reaccion (Gamaed
al., 2005).

Lactosa: Para esta prueba se utilizd el medio agar Mc-CanBeysembraron las
muestras bacterianas en cajas con dicho agarncskaron a una temperatura de
37°C por un periodo de 24 - 48h (Gamatal.,2005).

Reduccion de Nitratos: Se prepar6 el medio de cultivo BBL-Caldo Nitrate, s
dispensé 5mL y se esterilizd en autoclave. Cadastraubacteriana Se sembro en
dicho medio y se incubaron a 37°C por 48 horasscimnaido el tiempo, a cada
suspension bacteriana se afiadieron dos gotas deidsolde acido sulfanilico
(Anexo A.8) y dos gotas deNaftilamina (Anexo A.9). Finalmente, se esperd 1

minuto para evidenciar la reaccion (Gamatal.,2005).

Tincién de B- Polihidroxibutirato : Se utilizaron cultivos de 48 h de incubacion a
30°C en NFb sodlido. La tincion de granulos de PHBresalizé siguiendo el
procedimiento propuesto por Bradshaw (1976) citpdo Hernandez (2003)
(Anexo A.12).

Crecimiento en NFB semisolido:Cada muestra bacteriana fue inoculada en el
medio con la técnica de estocada o puncion hastmébd del tubo y se incubd a
30°C por 7 dias. Trascurrido el tiempo se dio lectu los resultados (Caballero,
2001).

Morfologia de colonias en Agar AM-RC:Cada muestra bacteriana fue sembrada
en cajas con el medio AM-RC y se incubaron a umgpégatura de 30°C por 7 dias
(Holguinet al., 1996). Se realizé la descripcion morfolégica domia segun los
criterios morfoldgicos descritos por Prescott, @0F-igura 1.2).
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B. Pruebas bioquimicas para la identificacion de espexs dentro del género

Azospirillum

A las cepas se les realiz6 tres pruebas bioqusnuagaidentificarlas a nivel de

especie dentro del género en estudio, considerbrsdaoriterios reportados por Krieg y

Dobereiner (1984) para las especies mas estudieldgospirillum (Cuadro 1.6). Los

procedimientos empleados para estas pruebas seiomma continuacion:

Citrato como fuente de carbono:La prueba se realiz6 preparando tubos con el
medio de cultivo agar citrato, solidificado en ferrde pico de flauta. Sobre la
superficie solida del medio se estriaron las maedbacterianas y se incubaron a
37 °C por un periodo de 24 - 48 horas (Ganeazd., 2005).

Glucosa como unica fuente de carbondSe prepard el medio basal oxidacion-
fermentacion (OFBM) de Hugh y Leifson (1953), abicge le afadio el 1% de
glucosa (Anexo A.6). Se sembraron las muestraziacas en este medio con la
técnica de puncién o estocada y se incubaron & B@f 48 horas (Gamaat al.,
2005).

Crecimiento en medio agar Infusién de papa (BMS)Se sembr6 cada ejemplar
bacteriano en la superficie del medio agar BMS & nA.4), con la técnica de
estriado compuesto y se incubaron las cajas a potC! dias (Gamazet al.,
2005).

Con los datos obtenidos de todas las pruebas ibicps, se cred una matriz

binaria; donde, 1 represent6 prueba positiva suelga negativa. Esta matriz se analizé

en el software NTSYS pc (Numeral Taxonomy and Maliate Analysis System)

version 2.02, usando el coeficiente SM, para obtehanalisis de agrupamiento con la

técnica UPGMA (Método ponderado de apareamientgrdpos a través de la media

aritmética), y generar el dendrograma que agrupdas las muestras segun la similitud

de sus resultados (Jiménez, 2007) y compard conrdesltados reportados en

bibliografia para el génerdzospirillum(Cuadro 1.5y 1.6).
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2.5.2. FASE Il. Caracterizacion molecular de las cepas lzderianas

2.5.2.1. Extraccion del ADN gendmico

La extraccion de ADN se realizé a partir de lodtivos puros bacterianos
utilizando el protocolo modificado por Franciscarilade Weisinget al, (1995). Se
sembraron las muestras bacterianas en 50 mL de patdtivo y se incubaron por un
periodo de 48 a 72 horas. Cada suspension baeaesgacentrifugd por 8 min a 14.000
revoluciones por minuto (r.p.m.) descartando efesaddante. En un microtubo limpio y
estéril se colocd la biomasa precipitada junto soa pequefia cantidad de arena de
cuarzo y 0.5 mL de tampdén de extraccion (Anexo Byl)con ayuda de un
homogenizador se pulverizo la biomasa por un peritel 45seg. Se evito dejar las
muestras demasiado tiempo a temperatura ambiepgéer®rmente, se afiadié 300uL
de cloroformo: isoamilalcohol (CIA) 24:1 y se mexdhvirtiendo los tubos para
homogenizar el tampén y el solvente. Se incubaaemiuestras a &3 por un periodo
de 20 a 30 minutos. Se invirtieron los tubos maneate cinco veces cada 10 minutos.
Las muestras se centrifugaron por 25 minutos a A4@dn. El sobrenadante se
transfirid a un microtubo nuevo, limpio y esténitando topar la interface. Se realizé
un segundo lavado al sobrenadante con 300 pL defa@tmo: isoamilalcohol (CIA)
24:1 y se incubaron a %3 por 30 minutos. Finalizada la incubacion, se rifeig
nuevamente por 25 minutos a 14000 rpm. El sobremadibtenido se transfirid en un
nuevo microtubo y se afiadié de 1 a 1.5 voliumenesajgopanol y se incubé por 1
hora y 30 minutos a -2G para que precipiten los acidos nucléicos. Serifieg los
microtubos por 15 minutos a 14000 rpm y se obtuv@eiletde ADN. Se descarto el
sobrenadante y se lavd el pelids veces con 100 uL de etanol frio al 70%. Se
centrifugd en cada lavado por 5min a 14.000 rpm gescart6 y evaporo todo el etanol.
Posteriormente, se re suspendio el ADN en 50 pltadgon TE (Anexo B.2) y se
afadié 1uL de RNAsa (10 mg/mL). Finalmente, las stras de ADN se cuantificaron
en geles de agarosa y por fluorometria para ajuataoncentracion de todas las
muestras a 10ng/uL.
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2.5.2.2. Cuantificacion de ADN.
Las muestras de ADN obtenidas en el proceso daceiin se cuantificaron

por:

2.5.2.2.1. Electroforesis horizontal en geles de agarosa.

Se prepard un gel de agarosa ultra pura (Invitlbgeuna concentracién de
agarosa del 1% (p/v) con la solucion TAE 1X (Andék8). La mezcla se agito por 5
minutos para que se hidrate, posteriormente satéajeagitdé hasta que el polimero se
disuelva adecuadamente y se obtenga una solucStudida. Se dejé enfriar la
solucion de agarosa sin permitir que se solidifigMéentras tanto, se ensambld la
cubeta de electroforesis con sus respectivos pdimeamente, se procedié a dispensar
la solucién de agarosa en la cubeta y se espeta tpaes el polimero solidifique. El gel
polimerizado se sumergid en una solucion de TAE dehtro de la camara
electroforética (Morillo y Mifio, 2010).

Las muestras de ADN se prepararon mezclando 1ulBlde Juice 1X
INVITROGEN® con 4 uL de cada muestra. Se dispengdlL2esta mezcla en los
pocillos del gel de agarosa dejando libre el primpecillo para colocar 2 uL del
marcador de talla y peso molecular Low ADN Mass deadde INVITROGEN®.
Seguido se realizé la corrida electroforética a Y0por 30 minutos. Culminado el
tiempo de la electroforesis, se coloco el gel ea swiucion de Bromuro de Etidio de
concentraciéon 15 ppm, en agitacion por 30 minutagsa da tincion del ADN. Se
visualizo el gel en un fotodocumentador que p@seplado un transiluminador con luz
UV, y se procedi6 a fotografiar la imagen respecti partir de estos geles se calculo
la cantidad y se observo la calidad del ADN obtenil protocolo de extraccion
(Morillo y Mifio, 2010).

2.5.2.2.2. Fluorometria.

Los ADN obtenidos del proceso de extraccion tamhfiéron cuantificados por
fluorometria con ayuda del equipo QUBIT™; para,efle dispensé en microtubos de
0,6 mL la cantidad de 10 pL de los estandares ld@azon (Estandar 1 concentracion
Ong/uL y Estandar 2 concentracion 100 ng/uL) y-@®® L de cada muestra de ADN.
Aparte, se prepard la solucién de cuantificacioreatendo los reactivos Quant-it™
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Reagent (1 x #de muestras pL) y Quant-it™ Buff&9(X nimero de muestras uL).
Esta solucion se agitd levemente y se dispens@@el99 pL en cada microtubo con
los estandares y las muestras. Se agité los mimysten un vortex por 3 segundos para
luego incubarlas a temperatura ambiente por 2 wéndtodo el proceso se llevé a cabo
bajo oscuridad para evitar la degradacion del @ifowo. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se programo la lectura BR (ug/ mL) leeggiipo QUBIT™ vy se calibré el
equipo con los Estandares 1 y 2. Seguido se dioréea las muestras de ADN (Morillo
y Mifio, 2010). Para calcular la concentracion de mauestras se usoO la siguiente
ecuacion: Concentracion de ADN = Valor de la lexttir200 pL /Volumen de la

muestra.

2.5.2.3. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal
Se utilizaron iniciadores universales para eub@aste llamados: 8F (5’AGA
GTT TGATCC TGG CTC AG 3) y 1492R (5" ACG GCT ACTIG TTACGACTT
3’) que permitieron amplificar aproximadamente 158#res de bases del gen 16S
(Weisburget al, 1991).

Las mezcla para la reaccion en cadena y el pragrden amplificacion se
basaron en el protocolo modificado de Benéeal, 2007. La mezcla consistié en un
volumen final de 25 pL con los siguientes reactiyosoncentraciones finales: 1X
Buffer de PCR libre de cloruro de Magnesio (Inwgea), 1,8 mM de MgGl
(Invitrogen), 0,8 pmol/pL por cada primer y 0,06pU/de ADN Taq Polimerasa
(Invitrogen). Se utilizé como coadyuvante en lacoddn suero de albumina bovina
(BSA) ajustandola a concentracion final de 1 mginde muestra de ADN templado 40
ng (Benitezet al, 2007). En cambio, el programa de amplificacid@ ihgresado en el
termociclador PTC-200 y consistié en una denatdreitiicial de cinco minutos a 85,
34 ciclos de un minuto a 9@, 45 segundos a 2 y un minuto a 7T, seguidos de una

extension final de ocho minutos a’@0y un enfriamiento de cinco minutos %4

2.5.2.4. Visualizacion de productos amplificados
A los productos amplificados se les realizé |laigs de electroforesis horizontal

en geles de agarosa al 1,5% p/v. Las muestraseparpron mezclando 1 pL de Blue
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Stop con 4 pL de la muestra amplificada y cargardoada pocillo del gel 5 pL de esta
mezcla. Se afiadid también al primer y ultimo pocilel gel 3 pL del marcador
molecular Tracklt 100 bp ADN Ladder INVITROGEN®. lcarrida electroforética se
realizd a 100V por 35 minutos. Posteriormente gelgs se tifieron en una solucion de
Bromuro de Etidio de 15 ppm por un periodo 30 nosutAl final se visualizaron los
productos amplificados corridos en gel en el fotasheentador con luz UV (Morillo y
Mifio, 2010).

2.5.2.5. ARDRA

2.5.2.5.1. Restriccion enzimética virtual

Para la selecciéon de las enzimas a emplear eargcééde analisis de restriccion
del ADN ribosomal amplificado (siglas en ingles ARB), se realizaron restricciones
enzimaticas virtuales, utilizando el programa CLén@mics Workbench 2.2.4®, a los
genes 16S ribosomal de tres especies pertenecargénercAzospirillum(Tabla 2.3),

cuyas secuencias fueron extraidas del RibosomabBs¢ Project (Juniet al, 2004).

Tabla 2.3. Secuencias del gen 16S ADNr pertenecientes alrgéfegospirillum
obtenidas del RDP para el analisis de restriccidoal.
MICROORGANISMO CODIGO RDP SECUENCIA (pb)

Azospirillum brasilensep7  S000002977 1.403
Azospirillum lipoferum(T) S000129521 1.432
Azospirillum amazonen$¢39 S002236070 1.489

Fuente: Ribosomal Database Project (2011)

Se realizaron cortes virtuales con todo el bareemkzimas disponibles en el
programa, y se selecciond las enzimas que brindapatrones de bandas o
polimorfismos diferentes para cada especie, un mumensiderable de fragmentos y
gue estos se encuentren a distancias distinguginldes geles de agarosa, asegurando

confiabilidad en la informacién obtenida (Jurébal, 2004).
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2.5.2.5.2. Restriccion enzimatica de las cepas bacterianas
Las tres mejores enzimas seleccionadas fuddoih: Tag y EcoRlI (Tabla 2.4).
Con esto se procedio a la digestion enzimaticgelel16S de las muestras, para lo cual

se aplico el protocolo modificado de Benigeal (2007).

El protocolo consistié en preparar una mezclaedeaion para cada enzima de
10 pL como volumen final, conformado por: 0,5 pL Blgffer, 0,1 pL de suero de
albumina bovina (BSA), 0,3 pL de enzima (Promega)t yiL del producto de
amplificacion. Las muestras fueron incubadas s lhoras a la temperatura optima de
cada enzima, seguido de un periodo de 15 minut6&°@ para la desactivacion
enzimatica. Finalmente, los productos fueron aénados a una temperatura de 4°C

antes de ser visualizados (Benig¢al., 2007).

Tabla 2.4. Enzimas seleccionadas para la técnica ARDRA imdicasu sitio de

restriccion

ENZIMA SITIO DE RESTRICCION
Alul (5-AG / CT -3) (3-TC / GA-5)
Tag (5-T / CGA -3") (3AGC / T- 5)

EcoRl (5'-G/AATTC-3) (3-CTTAA/G-5)
Fuente: Junioet al (2004)

2.5.2.5.3. Visualizacion de los productos de la digestion ematica

Los productos de la restriccion enzimatica se seno& a la técnica de
electroforesis horizontal en geles de agarosa %2l as muestras se prepararon
mezclando 1 pL de Blue Stop 1X mas 4 uL del pradadagerido. Se cargd 5 L de
esta mezcla en cada pocillo del gel. Se incluydbtém4 pL de marcador molecular
Tracklt 100 bp ADN Ladder INVITROGEN®. La corridéeetroforética de los geles se
realiz6 a 100V por el periodo de 1 hora 20 minutdglminada la electroforesis los
geles se tifieron en una solucion de Bromuro deidEtié 15ppm por 30 minutos.
Finalmente, se visualizaron las bandas en el émwaentador con luz UV (Morillo y
Mifio, 2010).
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2.5.2.5.4. Registro de datos

Las fotografias de los geles con los productos ARDRA se examinaron
tomando como referencia el tamafio molecular dedaslas segun el marcador Tracklt
100 bp ADN Ladder INVITROGEN®, para determinar l@sencia o ausencia de las
mismas en todas las muestras. Se generd una foigtaiza, siendo el valor de “1” la
presencia de la banda y el valor “0” la ausencidadmisma. Las bandas no muy bien
definidas y las con poca intensidad no fueron cmmadas para el registro de datos
(Kumaret al, 2008). Se incluy6 en dicha matriz, como conpaitivo del analisis, los
resultados del tamafio de las bandas generadascemntelenzimético virtual para las
tres especies d&zospirillum(Junioret al, 2004)

2.5.2.5.5. Analisis de datos y agrupamiento

Se generd una matriz binaria en EXCEL (formatd20@3), la cual se guardd
como texto sin formato para analizarlo en el saWdTSYS pc (Numeral Taxonomy
and Multivariate Analysis System) version 2.02.ca&ulé una matriz de similaridad

genética con el coeficiente de DICE (Jiménez, 2007)

A partir, de esta matriz de similaridad se reaktdanalisis de agrupamiento
empleando la técnica multivariante de apareamidet@rupos a través de la media
aritmeética UPGMA (Método ponderado de apareamidatgrupos a través de la media
aritmética), la cual cre6 una reduccién progresi@da matriz por lo que los resultados
se consideraron para relacionar grupos mas noidutdis (Legendre y Legendre, 2000).

Finalmente, se genero el dendrograma respectilastres enzimas.

2.5.2.6. Secuenciacion del gen 16S ADN ribosomal
La secuenciacion se efectud, como un servicioratatto, por los Laboratorios
MACROGEN Inc. en la Republica de Corea. El gen 28N\r amplificado de cada
muestras bacteriana se envi6 sin purificar y a aomeentracion de 100 ng/uL en un

volumen de 25 pL (www.macrogen.cprha cuantificacion se realizé por electroforesis

en geles de agarosa al 1%p/v y por fluorometriari{Mq Mifio, 2010).
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2.5.2.6.1. Edicidn y registro de secuencias obtenidas
Las secuencias enviadas del gen 16S de cada aefmaidna se editaron en el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor versit0.9.0. Version gratuita y

disponible en;_http://www.mbio.ncsu.edu/bioeditédaid.html (Hall, 1999). El registro

de las secuencias editadas se realizé en forma®d Aara su andlisis posterior.

2.5.2.6.2. Analisis y comparacion de secuencias homoélogas.

Las secuencias editadas de las cepas bactes@nasgresaron al programa
informatico de alineamiento BLAST (Basic Local Aligent Search Tool), disponible
en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST Aqui se utilizé la opcion “nucleotide

BLAST” para homologar las secuencias problemalasmexistentes en la base de datos

disponible.

2.5.2.7. Andlisis filogenético de las secuencias
Se extrajeron de la base de datos NCBI secuedeiagen 16S ribosomal de
todas las especies del génekaospirillum junto con las secuencias de las cepas
bacterianas obtenidas en el BLAST. Se ingresamsedauencias en formato FASTA al

programa informatico en linea Phylogeny.fr/, disptanen:_http://www.phylogeny.fr/

con el cual realizo el analisis y el respectivaoaftbogenético (Jiménez, 2007).

2.5.3. FASE lll. Evaluacion funcional in vitro de las cepas bacteriana

2.5.3.1. Desinfeccion y pre-germinacion de semillde maiz variedad INIAP-101
La variedad de maiz I-101 fue seleccionada paeestudio debido a que, este
maiz se cultiva en las provincias de donde seraislas muestras bacterianas (Carchi,
Imbabura, Pichincha, Tungurahua, Chimborazo, Azuaypja) y fue la variedad que
estuvo cultivada en los suelos agricolas al momeetia colecta (Espinoza, 2004). Al
seleccionar este maiz se contrarresto la varialilakel ensaym vitro por combinacion

genotipica inespecifica de la planta con las cApHAP, 2007).
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La desinfeccion de las semillas se realizé utilittata metodologia citada por
Espinoza (2004). Las semillas seleccionadas sergigran en alcohol potable al 96%
durante un minuto, transcurrido el tiempo se deseshalcohol y se afiadié una
solucion de hipoclorito de sodio con acido clortwiar (Anexo A.11), donde
permanecieron sumergidas las semillas por un mirAutcontinuacion, se desecho la
solucién y se realiz6 cuatro lavados con agualddatestéril. Culminado los lavados se

colocaron las semillas en cajas Petri con papéateatéril (INIFAP, 2008).

Se depositaron siete semillas por cada caja yusedtlecio el papel con agua
destilada estéril (Figura 2.3). Para promover langigacion, las semillas se incubaron a
28°C durante 3 dias. Transcurrido el periodo debacion se seleccionaron aquellas
semillas que presentaron una radicula de 1 cmragtlal aproximadamente (INIFAP,
2008).

Figura 2.3. Desinfeccion y pre-germinacion de semillas dezrnvariedad INIAP-101.
A. Seleccion de la semilla. B. Lavado de semillasselucién de hipoclorito de sodio
con acido clorhidrico. C. Semillas colocadas eas&jetri para la pre-germinacion.

2.5.3.2. Preparacion de suspensiones bacterianas
Se prepard una suspension bacteriana de cadaleasphacterias se cultivaron
en un frasco de vidrio con 50 mL de caldo nutritegtéril (Anexo A.5). Los frascos se
rotularon con el coédigo de las cepa y se incubaroB0°C en agitacion media y
constante por 48 horas (INIFAP, 2008).

Posterior a la incubacion, cada suspension bantefue cuantificada mediante

la técnica de recuento en placa (Prescott, 20@#%) cbncentraciones de cada muestra se

homogenizaron ajustando la densidad bacteriana® &/BG/mL (Fallik et al, 1988)
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mediante diluciones seriadas 1:10 en solucion aasiéril al 0.85% (Madig et al,
2004).

2.5.3.3.Evaluacion del efectcbacteriano sobre las semillas de me

Una vez que las semillas germinaron se eligierare guantulas homogéne:
tanto en desarrollo como en longitud de raiz (1 apnoximadamente), para ce
tratamiento con las cepas bacterianas. En condisiaséptics, las doce plantulas
colocaron en recipientes plasticos estériles qudeeodan 25 mL de agar agua |
agar/L agua destilada) y cada raicilla se inocwdd @¢00uL del cultivo bacterians
correspondiente (INIFAP, 2008). Se sellaron logprentes conas tapas respective
las cuales tenian dos agujeros sellados con adhestvo poro para permitir el ingre
de aire filtrado a las plantulas. Los recipientiados se incubaron a 28°C por tres
(INIFAP, 2008) (Figura 2.4

El ensayo considerdos tipos de testigos negativos, un testigo tratatmidonde
se inoculd las raices con el medio caldo nutrisivocrecimiento bacteriano y un test

absoluto que consistié en no inocular ninglin migganismo ni sustancia en las rai

Figura 2.4. Evaluacion del efecto bacteriano sobre semillas @&éz.mA. Semilla
seleccionadas y colocadas en agar agua. C. Prgpadeclas suspensiones bacteria

D. Inoculacién bacteriana en raices de maiz. kilbacion de las semillas inoculad:

2.5.3.4. Procesaiento de las plantulas y analisis estadistico dad variables
Al finalizar el ensayo, los recipientes plasticasrbn retirados de la incubadc
y se registro de cada plantula los datos de: lodgie raiz, nGmero de raices principi
desarrolladas % de materia seca (Sanchez, 2002). Los datos nadpst se analizarc

mediante el software estadistico InfoStat/Estudiaetsion 2.0
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2.5.4. FASE IV. Evaluaciéon funcional en invernadero de lascepas
bacterianas

2.5.4.1. Composicion quimica del sustrato
El sustrato utilizado se prepard con tierra nelguamus, pomina, y cascarilla de
arroz en proporciones 3:2:0,5:0,5. Se esterilizteaaser usado, mediante vapor en
autoclave a condiciones de 121°C por un period20dmin (Espinoza, 2004). Se realizé
un analisis de nutrientes a muestras de sustratdo tiniciales como finales. Las
muestras fueron enviadas al Departamento de sy@gsas de la EESC- INIAP, donde
se evaluaron los parametros que se muestran ablda2L.5:

Tabla 2.5.Parametros evaluados en el sustrato.

PARAMETROS UNIDADES PARAMETROS UNIDADES

N ppm Mn ppm
P ppm B ppm
S ppm K meqg/100 mL
Zn ppm Ca meq/100 mL
Cu ppm Mg meqg/100 mL
Fe ppm Materia Organica %
pH

Fuente: Departamento de suelos y aguas de |la EIRBSAR

2.5.4.2. Desinfeccion y pre-germinacion de semillde maiz variedad INIAP-101
Las semillas de maiz variedad INIAP-101 se desiafen y pre-germinaron con

la metodologia de Espinoza (2004) descrita entetali 2.5.3.1. de la evaluacion
funcionalin vitro de las cepas bacterianas.

2.5.4.3. Siembra de semillas de maiz pre-germinades invernadero
En macetas de plastico (16 cm alto x 16 cm diapese colocd
aproximadamente 1 kg de sustrato esterilizado ysdasllas de maiz desinfectadas y
pre-germinadas. El riego se realizé6 periodicamesggun el requerimiento de las

semillas y hasta el nivel de capacidad de campmada maceta (INIFAP, 2008). A los
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10 dias se realiz6 un raleo al ensayo, dejandoplama por maceta (Figura 2.5). En
este proceso, se tomo en cuenta el estado vegetigtivada planta segun su nimero de
hojas para homogenizar el ensayo considerandooglas estén en el estado vegetativo
V3 (Acevedo, 2005).

Figura 2.5. Siembra de semillas pre-germinadas en sustratooraliaGones de
invernadero. A. Raleo de plantulas. B. Plantas diz ien estado vegetativo V3 antes de

la inoculacion.

2.5.4.4. Preparacion de suspensiones bacterianas
La preparacion de las suspensiones bacterianaslsg) con la metodologia de
INIFAP (2008) descritas en el literal 2.5.3.2.

2.5.4.5. Evaluacion del efecto bacteriano sobre lptantas de maiz
Las plantas a los 10 dias de ser sembradas esteltsyse inocularon con 5 mL

de suspension bacteriana preparada de cada cegze{@l, 2001) a una concentracion
10" UFC/mL (Fallik et al, 1988). Se inocularon todas las plantas excegsglantas
testigo tratamiento donde se inocul6 Unicamenidocalitritivo sin bacterias y el testigo
absoluto al cual no se inoculd ningln microorganism sustancia. Las plantas se
mantuvieron en el invernadero durante seis semanpartir de la inoculacién, a
condiciones de 23°C y 49% de humedad en promedfr{&za, 2004).
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2.5.4.6. Procesamiento de las plantas y andlisgadistico de las variables.

Al finalizar las seis semanas del ensayo, lastgdafueron retiradas de las
macetas separando el sustrato de las raices tenendado de no quebrarlas. Las
raices fueron lavadas eliminando los restos deaddaco pomina proveniente del
sustrato. Con las raices limpias, se procedio raddicion de las variables: altura de
planta, longitud de raiz y % de materia (Espin@204). Los datos registrados se

analizaron mediante el software estadistico InfdSseudiantil version 2.0

2.6. Analisis de datos
Cada fase de la investigacion analizé sus vasgatidemanera independiente; a

continuacion se reporta la fase y las variablesaetoipo de andlisis de datos empleado:

2.6.1. FASE I: Caracterizacion microbioldgica de las cepabacterianas

Las variables analizadas en esta fase son labgmiroquimicas realizadas a las
20 cepas bacterianas; cuyos resultados fueroniptelcualitativo indicando si las
muestras eran positivas (+) o negativas (-) parpiaebas, segun la reaccién quimica o
metabdlica que manifiesten (Gamaeb al., 2005). Los resultados cualitativos se
procesaron transformandolos en datos cuantitatagignandoles valores de: 1 cuando
la prueba era positiva y 0 cuando la prueba erativeg Con estos datos se generd una
matriz binaria, la cual pudo ser analizada en dtwsme NTSYS pc (Numeral
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versipi®2, para la obtencion del
respectivo dendrograma de agrupamiento por similitel las muestras en cuanto a su
metabolismo analizado (Juniet al, 2004). Se tom6 como patron de referencia los
resultados del génerAzospirillum para cada prueba, reportados en bibliografia por
Krieg y DObereiner (1984) (Cuadro 1.5).

2.6.2. FASE IlI: Caracterizacion molecular de las cepas bderianas
En esta fase la variable analizada fue los pasrdeerestriccibn generados por
las tres endonucleasas empleadas en la metodolagigatrones de corte observados
en la fotografias tomadas a los geles de agarosa5&b p/v, fueron procesados
mediante la medicion del peso molecular de cadadaon respecto al marcador
molecular 100pb ADN Ladder (bandas de 100, 200, 800, 500, 600, 700, 800, 900 y
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1000 pb), generando asi una matriz binaria de fesepcia de la banda y 0 = ausencia
de la banda en el peso molecular analizado. Ol#telddmatriz se procedio al
agrupamiento de las muestras aplicando el softhiaestadistico NTSYSpc (Numeral
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versipi®2, para la obtencion del
respectivo dendrograma de agrupamiento por similda las muestras en cuanto a
patrén de corte (Juni@t al, 2004).

2.6.3. FASE lll: Evaluacion funcional in vitro de las cepas bacterianas
Las variables de esta fase poseen una relaci@ctalicon el crecimiento y
desarrollo de las raices de semillas de maiz, derslas para evaluar el efecto de
inoculacion con las 20 cepas bacterianas. Lashtasdueron: longitud de raiz, nimero

de raices principales desarrolladas y % de mateda (INIFAP, 2008).

Longitud de raiz. La longitud de las raices fue medida en centiraetan
ayuda de un flexdmetro. Los datos se registraré@say a los tres dias después de la
inoculacion con las cepas bacterianas (INIFAP, ROG#almente, estos datos se
ingresaron en el software estadistico InfoStatdiatuil version 2.0., donde se obtuvo
el Analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de digancia de Tukey al 5%. Los
promedios adquiridos de esta variable se graficannbarras visualizandose el

promedio mayor y menor de todos los tratamientéa¢Bez, 2002).

% Materia seca Para obtener el porcentaje de materia seca édgserices en
estado fresco y en estado seco, evaporando elesiguaa estufa a 70°C por 48h. Los
pesos se realizaron en una balanza analitica yeslidenfue en gramos. El célculo del
% se realizd6 mediante la divisién del peso sequéeb fresco*100, para la obtencion
del porcentaje que es la unidad de la variableFA®, 2008).

Antes de realizar el analisis estadistico los glate sometieron a una
transformacién angular, debido a que son datosesadpbs en porcentajes y estos, por
regla general, se ajustan a una distribucion biabynno a la distribucion normal. Para
obtener esto los datos se transforman de porcsraaegulos ajustandose los valores a
la normalidad (Sanchez, 2002). Realizada la tramsfoion se realizé el Analisis de

Varianza y la prueba de significancia Tukey al 5% @& software estadistico
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InfoStat/Estudiantil version 2.0. Los promedios emlios se graficaron en barras
visualizandose el promedio mayor y menor de todssrhtamientos (Sanchez, 2002).

Numero de raices principales desarrolladasEsta variable se registrdo en
nameros enteros, como resultado del conteo del minde raices principales
desarrolladas en las semillas, a los tres diasadmdculacion con las 20 cepas
bacterianas (INIFAP, 2008). Para el analisis estdi de esta variable los datos
obtenidos se sometieron a una transformacion meediaiz cuadrada, debido a que son
datos procedentes de contajes y, por regla gersrahjustan a una distribucion de
Poisson (Sanchez, 2002). Para lograr que estos datose ajusten a la normalidad, se
sumo a cada dato la constante 0,5 y de este walcalsuld la raiz cuadrada (Sanchez,
2002). Realizada la transformacion se realizo ehlisis de Varianza y la prueba de
significancia Tukey al 5% en el software estadistitfoStat/Estudiantil versién 2.0.
Los promedios obtenidos se graficaron en barraglz@ndose el promedio mayor y

menor de todos los tratamientos (Sanchez, 2002).

2.6.4. FASE IV. Evaluacion funcional en invernadero de lagepas bacterianas
Las variables de esta fase poseen una relaciéatalicon el crecimiento de las
plantas de maiz, consideradas para evaluar eloeflecinoculacion con las 20 cepas
bacterianas. Las variables fueron: altura de pldotagitud de raiz y % de materia
(Espinoza, 2004).

Altura de planta. La altura de planta fue medida en centimetros goxade
un flexdbmetro. Los datos se registraron antesgsalb dias después de la inoculacion
con las cepas bacterianas (Espinoza, 2004). Estios de analizaron en el software
estadistico InfoStat/Estudiantil version 2.0., dors® obtuvo el Analisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de significancia de Tukey al 5k6s promedios adquiridos de
esta variable se graficaron en barras visualizé&@ébgpromedio mayor y menor de

todos los tratamientos (Sanchez, 2002).

Longitud de raiz. La longitud de las raices fue medida en centiraetan
ayuda de un flexdbmetro. Los datos se tomaron d3odias después de la inoculacion

con las cepas bacterianas (Espinoza, 2004). Finégmis datos se ingresaron en el
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software estadistico InfoStat/Estudiantil versidf.,2donde se obtuvo el Analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de significancia dek&y al 5%. Los promedios
adquiridos de esta variable se graficaron en barsaslizandose el promedio mayor y

menor de todos los tratamientos (Sanchez, 2002).

% Materia seca Se pes6 toda la planta (raices, tallo y hoja®stéado fresco y
en estado seco, evaporando el agua en una estd@iCapor 48h. Los pesos se
realizaron en una balanza analitica y su medidaefugiramos. El célculo del % se

realizd mediante la divisién del peso seco/pescérel00 (INIFAP, 2008).

Antes de realizar el andlisis estadistico los slate sometieron a una
transformacion angular. Los datos expresados eoeptajes, por regla general, se
ajustan a una distribucién binomial y no a la dsition normal. Estos se
transformaron de porcentajes a angulos ajustanttsevalores a la normalidad
(Sanchez, 2002). Posteriormente, se realizo elissmale varianza y la prueba de
significancia Tukey al 5% en el software estadistitfoStat/Estudiantil version 2.0.
Los promedios obtenidos se graficaron en barraglz@ndose el promedio mayor y
menor de todos los tratamientos (Sanchez, 2002).
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1. FASE I. Caracterizacion microbiolégica de las cepalsacteriana

3.1.1. Reactivacion y purificacion
Las 20 cepas bacterianas del INIAP se reactivdebrestado de liofilizacion en
el que se encontraban almacenadas. Diecisiete la® mlesentaron cultivos puros
después de reactivarlas y sembrarlas en el medio Ag-RC. En las 17 cepas las
colonias fueron morfolégicamente iguales (Figurd 3); mientras que, las cepas
restantes (c5, c8 y c20) presentaron colonias aonfiofogias distintas (Figura 3.1 B).
La purificacion de cada colonia diferente (Figurd. B flechas) dio como resultado
colonias de color rojas, rojas anaranjadas, fugstdanquecinas en el medio agar AM-
RC. El color caracteristico de las coloniasAdespirillumdesarrolladas en dicho medio
es rojo escarlata (Figura 3.2 A), por lo que seal®§ aquellas que no presentaron esta

caracteristica, considerandolas como contaming€iguira 3.2 B).

Figura 3.1. Purificacion y siembra en agar AM-RC de las 20 aseacterianas
reactivadas. A. Cultivo bacteriano puro con la enega de colonias morfolégicamente
iguales. B. Cultivo bacteriano donde se observapiesencia de colonias con

morfologias diferentes, provenientes del microtdb@lmacenamiento correspondiente.
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Figura 3.2. Identificacion de colonias contaminantes. A. Cadsnibacterianas de
interés, por la presencia del color rojo escarleasacteristica reportada para el género
Azospirillum B. Colonias bacterianas contaminantes, debideeanqg presentan el color

de colonia caracteristico.

3.1.2. Identificacion microbiolégica

3.1.2.1. Descripcion morfolégica de colonias bactanas

La descripcion de colonias de las 20 cepas baotsipurificadas se registro en
el Anexo C. En la figura 3.3 se ilustran las marfpas coloniales obtenidas, las cuales
presentaron tamafos variables con una media den&)2c = 0,09), permitiendo
calificarlas como colonias pequefas (<2,2 mm), are@l (=2,2 mm) y grandes (>2,2
mm). La forma de las colonias en la mayoria fueutar, a excepcion de la cepa 3 con
forma irregular. La elevacion vario entre pulvingda y c8), umbonada (c3), elevada
(c9,c10,c11,c12,c14,c17,c19) y convexa (c2,c4,05/0613,c15,c16,c18,c20). EIl
margen o borde en casi todas fue entero, a exaegeidas cepas 2, 3, 4 y 18, donde su
margen fue ondulado. La superficie vario entre lisbante para las cepas 1, 3, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 17 y 19 y lisa mate eresta. Las cepas 3, 13 y 15 tuvieron
consistencia viscosa, mientras el resto fueronasistencia cremosa. Finalmente, el
color para algunas cepas fue crema (cepas: 2,6,8,16, 18 y 20) y en el resto fue

amarillo brillante, tomando en cuenta que los @dae asignaron a criterio del autor.
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Figura 3.3. Colonias puras de las cepas bacterianas cultiveaddsN a 30°C por 48h, a

partir del cual, se realiz6 su descripcién morfalag

3.1.2.2. Pruebas bioquimicas

3.1.2.2.1. Pruebas bioquimicas para la identificacion del géme Azospirillum.

Los resultados de la identificacion bioquimica lde 20 cepas bacterianas,

utilizando las pruebas especificas para el géArospirillumdescritas en el cuadro 1.5,

se reportan en el Anexo D. A continuacion la destdin de los resultados obtenidos:
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En la prueba de tincion Gram se identific6 queckysas 2, 4, 5, 6, 16, 18 y 20
correspondieron a bacilos largos ligeramente cdog&ram (+); mientras, que el resto
de cepas (1, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 1%, 19) presentaron ser bacilos pequefios
y rectos Gram (-). Esta primera clasificacion middeca celular se ilustra en la figura
3.4, discrepando totalmente con los resultadostagbas parazospirillumen la figura

1.1y cuadro 1.5.

Figura 3.4. Pruebas bioquimicas de tincion Gram y forma celdalizadas a las cepas
bacterianas del INIAP. Cepas 1 y 7: bacilos GramGepas 2 y 4: bacilos Gram (+).

Vista microscopica, aumento 1000X.

En cambio, la prueba de tincion del polimero Bdiidroxibutirato, para todas
las cepas resultd ser negativo. En la figura &®videncia el resultado de las cepas 6 y
12, como negativos al no observarse los granuliogatienero tefiidos de color negro en
el interior de la célula bacteriana, en comparaeidos granulos tefiidos reportados para

Azospirillum lipoferurren la figura 1.1.
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CEPA 6 CEPA 12

Figura 3.5. Prueba bioquimica de tincidon (3-Polihidroxibutirato realizada a las cef

bacterianas del INIAP. Vista microscca, aumento 1000X.

El resto de pruebas bioquimicas reportaron resastaistintos a los esperac
para el género en estudio. La prueba de ureasadigdie Unicamente las cepas 1, -
5, 6, 13, 16, 18 y 20 degradan la urea, el restoegas no. L mismo, indico la prueb
de lactosa, donde todas fueron negativas, a exuegeila cepa 1 que resulto utiliza
lactosa como fuente de carbono. En la prueba decceih de nitratos a nitritos |
cepas: 2,4,5, 6,9, 10, 12, 16, 18 y 20 fueraitjvas, el resto simplemente no prod

ninguna reaccion.

Parala prueba de crecimiento en el medio NFB semisgliarias cepa
evidenciaron que utilizan el malato, agregado atlimmecomo fuente de carbono
evidenciar urviraje del indicador azul deromotimol de verde a az. Las cepas que
usaron el malato como fuente de carbono fuero®; 94, 10, 11, 12, 13, 14, 15,17y .

Por otro lado, en este medio todas las cepas mwacmeostrando la morfolog
de un velo blanquecino, y en otros caso: color amarillento, sobre la superfic
(Figura 3,6). Este resultado indigue ninguna de las cepas es diazotréfica (fijade!
nitrdgeno), ya que para realizar este proceso sesita de condiciones microaerofi
(concentraciones bajas de oxigenos cuales Unicamente se consiguen creciendo

la superficie del medio como se reporta en la auads para el génelAzospirillum
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Figura 3.6. Morfologia de crecimiento de las cepas bacterianasd medio de cultivo

NFB semisolido (medio libre de nitrégeno)

Las pruebas de catalasa, oxidasa y motilidadtegsul ser positivas en todas las
cepas, mientras que las pruebas sulfatos e indadritnegativas para todas las muestras
(Figura 3.7).

CATALASA MOTILIDAD OXIDASA SULFATOS -INDOL

Figura 3.7. Pruebas bioquimicas realizadas a las 20 cepasrigaets. De izquierda a
derecha: Prueba de catalasa positiva; prueba dédadtpositiva; prueba de oxidasa

positiva y pruebas de sulfatos e indol negativas.

Por dltimo, la descripcion de la morfologia deooih para las 20 cepas
sembradas en el medio de cultivo agar AM-RC seanican reportadas en el Anexo E.
Las colonias presentaron tamafos variables connuedia 1,54 mmd = 0,13),

permitiendo calificarlas como colonias pequefiasS4&Inm), medianas (=1,54 mm) y
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grandes (>1,59 mm). En la mayoria de las muest&rdsrina de colonia se presento
circular, a excepcién de las cepas 3, 9, 10, 1D ydya forma fue irregular. La

elevacion varié entre pulvinada (c1, ¢8), conves&d4,c5,c6,c7,c13,¢c15,¢16,c17,c18)
y umbonada (c3,c9,¢10,c11,c12,c14,c19). El margearde de las colonias para todas
fue entero, excepto para las cepas 2, 3, 4, 420Q7 y 19 que presentaron un margen
ondulado. La superficie para todas las colonias ligee variando en algunas mate
(c2,c4,c5,c6,c16,c18,c20) y el resto brillantes. dansistencia en la mayoria fue

cremosa, menos paras las cepas 3, 13 y 15 quenfanese consistencia viscosa.

Finalmente, el color varié entre rojo para las sepay 7, naranja con centros rojizos
para la cepa 4 y el resto de las cepas con un m@mtoanaranjado, considerando que los

colores se asignaron a criterio del autor.
En la figura 3.8 se ilustra varias de las morf@sgle colonia descritas, siendo

evidente que estos resultados no coinciden corotéofngia de colonia reportada en el

cuadro 1.5 para el génetaospirillum para dicho medio.

65



CEPA1 CEPA2 CEPA3

CEPA 1l CEPA 13 CEPA 19

Figura 3.8. Colonias puras de las cepas bacterianas cultivaidad medio de cultivo
agar AM-RC por siete dias a 30°C; a partir del csa realizd la descripcion

morfoldgica.

3.1.2.2.2. Pruebas bioquimicas para identificacion de especiedentro del
géneroAzospirillum.

Los resultados de las pruebas realizadas pardifid@nlas especies déA.
brasilense, A lipoferurg A. amazonensge encuentran reportados en el Anexo F. Estos
resultados indicaron que las cepas 1, 2, 3, 4,853,616, 18 y 20 utilizan al citrato como
Unica fuente de carbono; mientras, el resto de tragero lo metabolizan. La mayoria

de las cepas usa la glucosa como Unica fuenterdenzg a excepcion de las cepas 7, 8
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y 15 que no la metabolizan. Finalmente, la morfi@ade colonia presentada por las
muestras al sembrarlas en el medio agar BSM fuenias rosadas, convexas y rugosas
para las cepas 2, 4, 5, 6, 16, 18 y 20; coloniasdals, convexas Y lisas para las cepas 1,
7,8,9, 11, 12, 13 y 15; y, colonias amarillag)vexas y lisas en las cepas 3, 10, 14, 17
y 19.

En resumen, la figura 3.9 indica el dendrogrami@rotio de la unificacion de
los resultados de todas las pruebas bioquimicéigagas a las muestras, junto con los
reportados en bibliografia para el génarwmspirillum Las muestras se agruparon por la
similitud en sus resultados. Se observé que eligerfe de similitud entre todas las

muestras fue del 0,66, y a partir de este valalicéa formacion de dos grupos: grupo |

y grupo Il.

El grupo | se dividié en los subgrupos A, B y Gygstmando un coeficiente de
similitud entre ellos de 0,80. El subgrupo A, confado Unicamente por las tres
especies dézospirillum (A. brasilense, A. lipoferum A. amazonen$gindicé que
ninguna de las cepas bacterianas presento el nusrfibmetabdlico de estas especies
El subgrupo B lo conforman las cepas 1 y 13 cooagficiente de similitud entre ellas
del 0,92, la diferencia radico en el resultado da prueba bioquimica (lactosa). El
subgrupo C, se encuentra conformado por las cepds 2, 6, 16, 18 y 20 cuyo
coeficiente de similitud es de 1, indicando queotodtbs resultados de las pruebas
bioquimicas realizadas fueron iguales para estastmas.

El grupo Il, se encuentra conformado por los supgs D, E y F. El coeficiente
de similitud para estos tres subgrupos fue del.OE9subgrupo D se encuentra
conformado por las muestras 11, 14, 17 y 19 cuydligid en los resultados de las
pruebas realizadas fue del 100%, discrepando eesuitado (prueba de citrato) la cepa
3 por lo que el coeficiente de similitud de ésta ebresto del subgrupo fue del 0,93. El
subgrupo E lo conformoé las cepas 7, 8 y 15, cugssltados fueron iguales para todas
las pruebas (coeficiente de similitud 1). Finalreerdl subgrupo F lo conformé las
cepas 9, 10 y 12 cuyo coeficiente de similitud téémbue de 1, indicando resultados

iguales en las pruebas realizadas.
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DENDROGRAMA DE FRUEBAS BIOQUIMICAS
Cepas bacterianas del INIAP vs Azospirillum

M | A brasil
: Alipoferum A

A amazonense

! ; : , Cepal)
I 5 : : ' Cepal13) B

Copa))
Cepaid)
Cepa(d)
Copal)
Cepail6)
: : : Cepa(18)
— : ; : Copa)
: : : Cepald)
Cepa(1l)
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Cepai17)

Cepai19)
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Cepai12)
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0.65 0.74 0.82 091 100

Figura 3.9. Dendrogama de agrupamiento por similitud en los resukadi® las pruebas bioguimicas realizadas a las 2 dmcteriana

junto con los resultados reportados para las espéeeA. brasilense, A. lipoferupA. amazonense
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3.2. FASE Il. Caracterizacién molecuar de las cepas bacteriane

3.2.1. Extraccidn, calidad y cantidad del ADNg

La extraccion de ADN gendmico bacteriano se reaplicando Unicamente
protocolomodificado por Francisco Jarrin de Weiset al, 1995. Este fue previamer
validado en el Cem Internacional de la Papa (CIP) del INIAP paratbaas tant
Gram positivas como Gram negativas. Con este milmtose obtuvieron ADN
genomico, de las 20 cepas bacterianas, sin signdegtadacion o fragmentacion y «
la ausencia de contaminantcomo proteinas y ARN (Figura 3.10). Todos los AC
fueron visualizados en geles de agarosa al 1% | cuantificados, tanto pt
electroforesis como por fluorometria, dando comesultado una concentracis

promedio de 62,74 nglL, para todas las muestras bacterie

6 7 & 9 10 14 15 16 18 20 |-

"q‘nuuuﬂ":vuﬂu-—“..
- TETORPI
> "L

Figura 3.10. Visualizacion del ADN gendmico extraido de las 2pas bacterianas
geles de agarosa al 1%pDe izquierda a derecha: Carril 1: Marcador moleaci
Carriles 216: muestras de AN bacteriano. Carril 17: Control negativo del puoutio

de extraccion.

3.2.2. Amplificacién y visualizacién del gen 16S ADN ribosmal
La reaccién de PCR fue eficiente con la metodolegialeada. Los iniciador
universales 8f y 1492r permitier@amplificar & manera independiente el gen 16S
las 20 muestras de ADN bacteriatobservandosdéragmentos de aproximadame
1500 bp, variando entre 1300 a 1450 bp, s¢ el marcador 100 bADN Ladder. Esto:
fragmentos se visualizaron en geles de agarosa%l (/v (Figura 3.11).
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Figura 3.11.Visualizacion del gen 16S ADN ribosomal amplificade las 20 muestras
bacterianas, en geles de agarosa al 1,5% p/v. qdeelzdla a derecha: Carril 1 y 23:
marcador molecular de 100 bp ADN Ladder. Carrild2producto amplificado de las
muestras bacterianas. Carril 13: control negatiwdadreaccion PCR. Carriles 14-22:

producto amplificado de las muestras bacterianas.

3.2.3. ARDRA

3.2.3.1. Restriccién enzimética virtual

Las enzimas a usarse en la técnica ARDRA, comdtae® de la restriccion
enzimatica virtual con las tres secuencias obterdéaA. brasilense sp7, A. lipoferuyn
A. amazonensdueron:Alul, Tad y EcdRl. La seleccion de estas tres enzimas resultd
ser idonea, debido a que generaron patrones daddifdrentes para cada especie y un
namero considerable de fragmentos con sus pesoscut@les respectivos,
distinguibles en geles de agarosa (Figura 3.12)aHabla 3.1 se registra la enzima, las
tres secuencias analizadas, el numero de banderidd® y los pesos moleculares
correspondientes a cada fragmento generado cestléccion virtual.
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Figura 3.12 Cortes enzimaticos virtuales del gen 16S ADNr elpecies de
Azospirillumcon las endonucleasadul, Tag y Ecorl. De izquierda a derecha: Carril
M: marcador molecular impuesto por el software.rilCa: Azospirillum amazonense.

Carril B: Azospirillum brasilensep7 y Carril C:Azospirillum lipoferum.

Tabla 3.1. Patrones o genotipos de corte enzimaticos pagerll6S ADNr de las

secuencias pertenecientes al gérerospirillumobtenidas del RDB.

ENZIMA MICROORGANISMO # BANDAS PESO MOLECULAR (pb)

Azospirillum brasilenssp7 4 150, 250,480,610
Alul Azospirillum lipoferunm(T) 4 150,250,480
Azospirillum amazoneng$¢39 5* 130, 150,200,280,400
Azospirillum brasilensep7 2* 500, 850
Taql Azospirillum lipoferun(T) 3 200, 400, 850
Azospirillum amazoneng$¢39 3* 200, 380,850
Azospirillum brasilensep7 2 650, 850
EcoR Azospirillum lipoferun(T) 2 600, 800
Azospirillum amazoneng$¢39 2 650,850

*namero de fragmentos mayores a 100pb.

Las tres enzimas, seleccionadas virtualmente, rgere porcentajes de
polimorfismo teniendo que paralul se obtuvieron un total de trece bandas, de las
cuales 8 fueron polimoérficas y 5 fueron Unicas,dbacomo resultado un porcentaje de
polimorfismo del 61,53% y 38,46% de bandas UnicasenzimaTad generd un total
de 8 bandas, donde 5 fueron polimorficas dando2596 de polimorfismo y 3 bandas
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Unicas representadas en un 37,5%. Finalmente zlmaikcadr| present6 un total de 6
bandas generando un porcentaje de polimorfismo666.$% 33.33% como porcentaje

para bandas unicas.

Los fragmentos obtenidos mediante la restricciémal con la enzimalul para
las especied. brasilensesp7 yA. lipoferumfueron tomados como controles positivos
para identificar dicho género. La validez de estasieracion radico en que los pesos
moleculares de dichos fragmentos fueron los migmaos los reportados en bibliografia
en la figura 1.2, donde los pesos de los fragmdntren de 150, 250, 480, 610 pb para
el gen 16Sr de la especke brasilensesp7 y 150, 250, 480 pb para la espekie

lipoferum

A partir de esta consideracion, las tres enzimasoh empleadas para realizar
los cortes enziméticos en los genes 16Sr de lagf2&s bacteriana del INIAP, teniendo

como resultado los siguientes analisis:

3.2.3.2. Andlisis ARDRA con la enzim@lul
Esta enzima generd 8 genotipos o0 patrones decoStr diferentes para todas
las muestras (Figura 3.13). Cada cepa present@iomeno especifico de fragmentos,
siendo el mayor numero 5 y el menor 3. En la t&bhPase evidencia los genotipos
generados, el nimero de fragmentos obtenidos pestnaucon sus respectivos pesos

moleculares.
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A. DIGESTION ENZIMATICA DEL GEN 16Sr CON Alul
M 1 3 7 8 13 1% 9 10 11 12 14 17 19 2 4 5 6 16 18R 20 () M
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Figura 3.13.Digestion enzimatica del gen 16S ADNr de las 3fasebacterianas con la
endonucleasa&lul. De izquierda a derecha: Carril 1 y 23: Marcachmiecular de 100
bp ADN Ladder. Carriles 2-21: muestras bacteriadasgen 16Sr digerido. Carril: 22:

control negativo de la PCR digerido.

Tabla 3.2. Genotipos obtenidos con la enzimAtul para el gen 16Sr de las cepas
bacterianas del INIAP

GENOTIPO MUESTRAS # BANDAS PESOS MOLECULARES (PB)

I 1 5 110,130,150,180,220
I 2,4,5,6,16,18,20 4 180,2Z280450
Il 3 4 150,200,350,550
v 7 5 130,180,220,3280C
\Y, 8 3 180390,50(
Vi 9,10,11,12,14,17,19 5 110,150,220, 350,
Vii 13 3 130,180, 350
VI 15 4 130,180,320,550

Numeros en negrillas indican bandas unicas.

La restriccion con esta enzima generé un totall#d2 bandas entre los 8
genotipos para todas las cepas evaluadas; dedéesc15 bandas fueron polimorficas
y 6 bandas uUnicas (negrillas) dando como resulteddporcentaje de polimorfismo del
12,29% y 4,91% bandas Unicas para la enAioka
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3.2.3.3. Analisis ARDRA con la enzimd aq|
Esta enzima también generd 8 genotipos o patamesstriccion diferentes para
todas las muestras bacterianas (Figura 3.14). Ainmitiempo que, cada cepa presento
un numero especifico de fragmentos, siendo el magarero de bandas 5 y el menor 3.
En la tabla 3.3 se evidencia los genotipos gensradmiumero de fragmentos obtenidos

por muestra con sus respectivos pesos moleculares.

'B. DIGESTION ENZIMATICA DEL GEN16Sr CON Tagl
8 13 15 9 10 11 12 14 17 19 2 4 5 6 16 18R 20
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- . e — — . &

- _ Y
m—— i s i

o

Figura 3.14.Digestion enzimatica del gen 16S ADNr de las 3fasebacterianas con la
endonucleasabad. De izquierda a derecha: Carril 1 y 23: Marcaaaiecular de 100
bp ADN Ladder. Carriles 2-21: muestras bacteriadasgen 16Sr digerido. Carril: 22:
control negativo de la PCR digerido.

Tabla 3.3. Genotipos obtenidos con la enzinhiad para el gen 16Sr de las cepas
bacterianas del INIAP
GENOTIPO MUESTRAS # BANDAS PESOS MOLECULARES (PB)

I 1 3 200,30@5C
Il 2,4,5,6,16,18,20 4 200, 3%m0,50(
1] 3 4 100,200,280,700
A 7 5 100,200,300,3585C
\Y, 8 3 200,30075C
Vi 9,10,11,12,14,17,19 4 120,200,280,700
Vi 13 4 100,200,350,700
VIlI 15 4 120,200,350,700

Numeros en negrillas indican bandas unicas.
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La restriccion comag genero un total de 79 bandas entre los 8 geroppoa todas las
cepas evaluadas; de las cuales, 12 bandas fuelomogias y 5 Unicas (negrillas)
dando como resultado un porcentaje de polimorfigiab 15,18% y 6,32% bandas

Unicas para la enzinssul.

3.2.3.4. Andlisis ARDRA con la enzim&coRl
Por el contrario, la restriccion enzimatica deh g&6Sr conEcoRl, dio como
resultado un solo corte en la mayoria de las magesisualizdndose, en los geles de
agarosa al 2.5% p/v, dos fragmentos de tamafa®ndiés segun el marcador molecular
100 bp ADN Ladder. También, dio lugar a la formacie 4 genotipos o patrones de
restriccion diferentes entre todas las muestratebacas (Figura 3.15). En la Tabla 3.4
se evidencia los genotipos generados, el nimefeagmentos obtenidos por muestra

con sus respectivos pesos moleculares.

DIGESTION ENZIMATICA DEL GEN16Sr CON EcoRI

M 1 2 3 4 5 6 7 9 10 1112 14 17 18R 19 16 20 8 13 15 () M|
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Figura 3.15. Digestion enzimatica del gen 16S ADNr con la emziBtoRl. De
izquierda a derecha: Carril 1 y 23: Marcador mdicde 100 bp ADN Ladder. Carriles
2-21: muestras del gen 16Sr digerido. Carril: 2i2rt®l negativo de la PCR digerido.
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Tabla 3.4. Genotipos obtenidos con la enzifgadRl para el gen 16Sr de las cepas
bacterianas del INIAP
GENOTIPO MUESTRAS # BANDAS PESOS MOLECULARES (PB)

I 1 2 600,850

Il 2,3,4,5,6,7,9,10,11, 2 650,800
12,14,16,17,18,19,20

Il 13,15 1 1450

v 8 1 1300

Numeros en negrillas indican bandas unicas.

La restriccidon coriecaR| gener6 un total de 37 bandas entre los 4 ges®ppra
todas las cepas evaluadas; de las cuales, 6 bfadas polimorficas Unicas (negrillas)

dando como resultado un porcentaje de polimorfideld.6,21% para esta enzima.

3.2.3.5. Andlisis de agrupamiento
Se realiz6 el agrupamiento de los resultados de emzima generando una
matriz binaria de ausencia y presencia a partlasi®andas obtenidas en la restriccién.
Se incluyo los patrones de restriccion virtual de éspecieszospirillum brasilense
sp7, Azospirillum lipoferumy Azospirillum amazonens@abla 2.3), que ingresaron
como patrones positivos para el analisis. El degrdroa generado con estos datos se

ilustra en la figura 3.16.

El dendrograma indico que todas las muestras paseeoeficiente de similitud
genotipica del 18%, a partir del cual se formorimera ramificacion dando lugar a dos

grupos: el grupo |y el grupo Il.

El grupo | se encuentra conformado por los sulmgup, B y C con un
coeficiente de similitud (CS) entre ellos de 0Rbsubgrupo A asoci6 a las cepas 1y 8
con un CS de aproximadamente 0,36. El subgrupdaBiom6 a las cepas 2, 4, 5, 6, 16,
18 y 20 con CS equivalente a 1, indicando que & tlel mismo gen 16Sr y en
términos taxonOmicos pertenecen al mismo géneretaco. Y, el subgrupo C con las
cepas 3, 9, 10, 11, 12, 14, 17 y 19 presentand®Supara todas de 0,85.
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En cambio, el grupo Il se dividié en dos subgrufidy E, teniendo entre ellos
un CS de 0,59. El subgrupo D relacion6 a las c&pdsS3 y 15 con un coeficiente de
similitud genotipica de 0,53. Las cepas 13 y 15sgmtaron genotipos similares
visualizandose una similitud del 82% aproximadamehRinalmente, el subgrupo E se
encuentra conformado por las tres especiedatspirillumtomadas como controles

positivos para este analisis.
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DENDROGRAMA DE SIMILITUD PARA LOS PATRONES DE RESTRICCION DEL GEN 165 ADNr
Cepas bacterianas vs Azespirillum
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Figura 3.16. Dendrograma obtenido en el analisis de agrupamidRPIGMA utilizando el coeficiente DICE para de fzstrones de restriccion
enzimatica del gen 16S ADNr (ARDRA) de las 20 cdpaterianas y tres especies del géAamspirillumcon las enzimaglul, Tag y EcaRl.
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3.2.4. Secuenciacion del gen 16S ADN ribosomal
Los productos amplificados del gen 16Sr de las @6stnas bacterianas, fueron
cuantificados en geles de agarosa al 1%pl/v, olstdoieoncentraciones entre 100 y 150
ng/uL aproximadamente (Figura 3.11). Los fragmes®&nviaron a los Laboratorios
MACROGEN Inc. en la Republica de Corea (Anexo @ndk fueron purificados y
secuenciados. Los resultados de la secuenciacgsarfuemitidos por los laboratorios

en formato pdf. para los cromatogramas y en forroatil) para las secuencias.

3.2.5. Edicidén y registro de las secuencias obtenidas
Los resultados de las secuencias junto con losiatagramas (Figura 3.17)
otorgados por MACROGEN fueron editados en el pmograBioEdit Sequence
Alignment Editor version 7.0.9, teniendo como remild el alineamiento de la
secuencia obtenida con el iniciador 8f con la secaedel iniciador 1492r de cada
muestra. Este alineamiento dio como resultado tiuieseias consenso en formato
FASTA (Anexo D), con las cuales se realizaron udligis posteriores de identificacion

taxondmica.

10 2 0 50 2] i &0 €N 100 110 m
WOGGNC G CAGCAT ACGRTG C AGTCGAGCGGGG A GGT WGCTTGCTACT TRACCTAGCGGCGGACGGETG AGTAAT GCTTAGGAATCT GCCTATTA G“GGGGGC CATCTCGAS

1% 140 190 210 =20 0 240
ATGCTAATACCGCATACGTCCT CGGG G GZ‘ GGGG CC'TCGGGCCTTGCGC' TAGATGAGCCTA GTCGG TTAGCTAGTTGGTGGGEETANAGGCCTACCAAGGCGACGATCT G

M a'ﬂNKMMW\\Wh MM I\F\MMU& WM\R AW\AJ\WHMMW M\M)\A’MW

350 0 m
GG‘TC‘TG "G GG ATG A CCGCC NCA C*GGG WCTGAGACS CGGCCC G JZ'TCC" CGGG GGC GC G‘TGGGG T ’"‘GG{' TGGGGGG ACCCTGATCCAGCCATGCCGOGTGTATGAMG

Figura 3.17.Cromatograma obtenido del secuenciador automA®ie3730x| para la

secuencia del gen 16Sr de la cepa 4 usando eldoicBf.
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Tres de las 20 secuencias remitidas por MACROGENeg@aron inconvenientes
al momento de su edicion y alineamiento. Las segasmorrespondieron a las cepas 6,

10 y 15. Como se observa en la figura 3.18, logrnimenientes fueron:

CROMATOGRAMA CEPA &

0 E3 0 5 & 0 £l 9 100 10
NNV T © 7T NTN NTTTO6 TACHCT GG ONGTC TG TOGO3 GG ACTACCT ATCT ATTTG GGTAGTC € TGT 6GAGOGEG6 AGACT G3GGEGA G TG TAGETGTACHS ATAT 6 ATT G

|

"

120 pE] 140 150 160 1 10 1% 60 210 z0 0 o
GTAAAATCALATGAC QU TAA AGTCC TAGT TCCACTT M TGCCT TOCATG TTCC TGCACGG CTT TATCAAGT GG AT AT T GATGACTTTATTTGTTICTTCOCATTTAT T AQC TATGATGAT

129 130 14 150 160 1 180 190 a0 210 =0 L] o4
BOAARCTTTCACTCATACCCCATACAACCTCCAGE TEAAARC ACGEGACCTCCTCOCOCCGCGCAATTGTATGAGCCEATATCTCATTATC TATTTOGCG GG TAAAGGLCCOCOCC AGOGACAA

DA s anan Aaafie s bl a A AR A ARNAI A ot BN AABAS b s ARBAAALAD,

CROMAIOGRAHA Y ALINEAMIENTO CEPA 15

] . ) ; 0 uT
NN ACGN GS “"NHG WG TAMTGCA Gu’.‘G rCGGL GCACHGG 4G 4 OCTTG\’.“"C"’?TGGG’IGGCG SGTGGCGGAGGETG GG A T CATCGGA TCT LCTTTTCGTGOGGGATA

m\um Al lllhlﬂ Md i lﬂmhml

130 140 150 160 170 18 150 o0 210 20 1] ]
GTAGGG AL TTACOC TAATACCOCATACG ACCTAC GGG TG AMGTGGGGG ALCHCA MGG CCTCACGCGATTAGATG AGCCOATETCCOAT TAGL TAGTTGRLGGOGTAATOGCCCACCANGECE
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veeeg
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Figura 3.18 Cromatogramas problema pertenecientes a las 6epay 15.

La cepa 6 mostr6 como resultado en su cromatogtarpaesencia de dobles
picos; es decir, el ADN secuenciado se encontralmdaminado. Los picos dobles
poseen cierta similitud indicando que la contamdracfue con otro gen 16Sr
amplificado. Una mala manipulacién de la muestr@dopcausar contaminacion cruzada
con otra de las 20 cepas, imposibilitando el aisdlis su secuencia.
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La cepa 10, en su cromatograma presentd quedos fairmados disminuyeron
subitamente su sefial en la par de base 120, lidaitEnlectura del resto de nucle6tidos
y la credibilidad de los datos. Esto se debié a@uel proceso de purificacion de la
muestra se disminuyé considerablemente la conagitrale ADN siendo insuficiente

para secuenciarlo.

Y, la cepa 15 presentd un buen cromatograma, pkraineamiento en el
programa Bioedit de las secuencias forward y revecsfue posible, indicando que las
secuencias no eran complementarias e impidiendobtancién de la secuencia

consenso.

Finalmente, segun el reporte de los LaboratoridsCROGEN (2011), bajas
concentraciones de ADN y contaminacion en las magshencionadas, limitaron el
proceso de secuenciacion; por lo tanto, estas capagntraron en los analisis

posteriores de identificacion taxonémica molecular.

3.2.6. Analisis y comparacion de secuencias homologas
Las 17 secuencias editadas se compararon connsgexistentes en la base
de datos del programa en web BLASHasgic Local Alignment Search Tgoél cual,
buscé la homologia mas significativa para cadaesesia, dando como resultado la
asignacion del género y especie a las 20 cepasrizaets. Esta asignacion se describe
en la tabla 3.5. De todas las secuencias analizeelagbtuvo una significancia de

alineamiento con un valor de E = 0, lo que estadisiente hizo valida la comparacion.

De igual manera, se analizé las variable de: de%gentidad con las secuencias
asignadas, el cual estuvo entre los valores dekl9800% para todas las cepas,
indicando que los genes 16Sr pertenecen taxonérait@mal género bacteriano
asignado por BLAST; y, % de cobertura de la sedagmoblema con el homologo, el
cual fue para todas las cepas del 100%, indicango en el alineamiento de los
nucledtidos analizados (1500 aproximadamente) @héctotalmente con los

nucleodtidos del género asignado.
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Tabla 3.5 Analisis de comparacién y asignacion del BLASTadas secuencias de las

muestras bacterianas.

CcODIGO GENERO Y ESPECIE ASIGNADA POR % IDENTIDAD %
BLAST MAXIMA COBERTURA

CEPA 1 Agrobacterium tumefaciendM 12048 99% 100%
CEPA 2 Bacillus subtilis subtilisDSM 10 100% 100%
CEPAS3 Stenotrophomonas hunft-32729 99% 100%
CEPA 4 Bacillus subtilis subtilisDSM 10 100% 100%
CEPAS Bacillus subtilis subtilisDSM 10 100% 100%
CEPA 6 * * 100%
CEPA7 Acinetobacter lwoffiDSM 2403 99% 100%
CEPA 8 Brevundimonas diminutATCC 11568 98% 100%
CEPAY9 Stenotrophomonas maltophiliBAM 12423 98% 100%
CEPA 10 * * 100%
CEPA 11 Stenotrophomonas rhizophilep10 99% 100%
CEPA 12 Stenotrophomonas maltophiliAM 12423 99% 100%
CEPA 13 Pseudomonas umsongernBs3-10 99% 100%
CEPA 14 Stenotrophomonas maltophiliAM 12423 99% 100%
CEPA 15 * * 100%
CEPA 16 Bacillus subtilis subtiliDSM 10 100% 100%
CEPA 17 Stenotrophomonas maltophiliaAM 12423 98% 100%
CEPA 18 Bacillus subtilis subtili©SM 10 100% 100%
CEPA 19 Stenotrophomonas maltophiliaAM 12423 99% 100%
CEPA 20 Bacillus subtilis subtili©SM 10 100% 100%

*Secuencias no obtenidas. Fuente: BLAST

3.2.7. Analisis filogenético de las secuencias
El alineamiento de las secuencias extraidas dmda de datos NCBI con las
secuencias de las cepas bacterianas, mediantegehpra bioinformatico Phylogeny.fr/,
obtuvo como resultado el alineamiento y el arblolgénético ilustrados en las figuras
3.19y 3.20.
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Figura 3.19. Alineamiento multiple de los genes 16S ADNr pegt@antes al génerdzospirillum,las 20 secuencias bacterianas en estudio y los

géneros identificados mediante BLAST.
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El alineamiento comprendié una seccion de 150@amioximadamente de la
secuencia del gen 16Sr de todas las muestras. rEgtan indicé el nivel de
polimorfismo que presentan los distintos génerosteb@anos al igual que el
agrupamiento de las cepas del INIAP al género adgrpor BLAST. Tambien se
observa diferencias a nivel de nucleotidos entse dénero. En la figura 3.20 las
columnas marcadas con color indican que compaitenisgno nucleotido todas las
muestras (T: Rojo; G:Negro; C:Azul y A:verde), emmbio las columnas sin color

indican los nucleotidos que diferencian a los gémentre si.

Finalmente, el arbol filogenético obtenido indiebformacién de dos grupos
principales: el Grupo |, que comprende los subgsupoy B; y el grupo Il con los
subgrupos C y D. Cada subgrupo contiene a los gersgrupados segun su similitud
genética del gen 16Sr. En el subgrupo A se enarentss géneros bacterianos
Acinetobacter Stenotrophomonag Pseudomongsada género con su respectiva cepa
bacteriana del INIAP. El subgrupo B: contiene Umeate al género dBacillus junto
con las cepas 2, 4, 5, 16, 18 y 20 pertenecieht@sseno género. En el subgrupo C se
ubicaronAgrobacteriumcon la cepa 1 Brevundimonasgon la cepa 8. Por ultimo, en el
subgrupo D se agruparon todas las secuencias des|ascies deAzospirillum
indicando que ninguna de las cepas pertenece a datero. A pesar de las diferencias
de géneros, las cepas 1 pertenecientAgeobacterium tumefacieng la cepa 8
correspondiente &8revundimonasmostraron estar relacionadas genotipicamente con

Azospirillumal pertenecer al mismo grupo Il
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Figura 3.20. Arbol filogenético para el alineamiento muiltiple secuencias completas

del gen 16S ADNr de: especies del géndmmspirillum secuencias bacterianas en

estudio y secuencias homodlogas asignadas por eSBlaAlas muestras bacterianas.
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3.3.  FASE Ill. Evaluacién funcional in vitro de las cepas bacterianas

3.3.1. Germinacion de las semillas de maiz I-101
La semilla de maiz de la variedad I-101 fue otdegpor el Programa de Maiz

de la EESC del INIAP. Se realizé con éstas, prupbaminares de su capacidad para
germinar, obteniéndose un 94% de poder germinafasteriormente, se evalué el
protocolo de desinfeccion, en base a la viabilidadas semillas y la contaminacién
vigente luego de la aplicacion del mismo. Los feslds indicaron que la viabilidad de
la semilla fue de un 95%; mientras que, la contaniém fue de un 1,8%. Evaluado el
protocolo y el material a utilizar, se desinfect@grminé la semilla, teniendo que al
cabo de tres dias las radiculas crecieron con w@snadriables entre 1 - 3,5 cm de largo;
eligiendo para el ensayo, unicamente, las que mi@e® 1 cm de largo como se
observa en la figura 3.21.

Figura 3.21. Germinacion y seleccion de semillas. A. Semillangeada a los tres dias
de la desinfecciéon. B. Seleccién de la semilla glotamafio de su radicula. C y D.

Semilla seleccionada para la evaluacion.
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3.3.2. Suspensiones bacterianas
Se obtuvo de cada cepa bacteriana concentraciariables en el rango de 10
10° UFC/mL. Después de diluciones en agua salina lasettraciones finales de las

muestras fueron de Y0FC/mL.

3.3.3. Evaluacion del efecto bacteriano sobre las semilla® maiz
El efecto de inoculaciéon de las suspensiones tactes sobre las semillas de
maiz germinadas a condicioniesvitro, dio como resultado que al cabo de tres dias
después de la inoculacion, las semillas presentaanabilidad en el desarrollo de sus
raices en comparacion con los dos testigo negativplementados en el ensayo, como

se observa en las figuras 3.22 y 3.23

| CEPA 16 - 12 Plantulas de Maiz T. ABSOLUTO- 12 Plantulas de Maiz

las de Maiz

Figura 3.22. Efecto de inoculacion de las cepas bacteriana® ssldesarrollo de las

raices de semillas de maiz de la variedad I-1(&,dzandicionesn vitro.
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CEPA6 CEPA 14

Figura 3.23 Variabilidad en el desarrollo de raices de la Bariil01 inoculadas con la

cepa bacteriana correspondiente, bajo condicioneso.

3.3.4. Registro de datos y analisis estadistico de las vatles obtenidas
Los datos de las variables: longitud de raiz, monde raices principales
desarrolladas y % de materia seca, fueron colestadegistrados para procesarlos en el
software estadistico InfoStat/Estudiantil versiaf. Zon la aplicacion de un disefio
completamente al azar (DCA). Los datos del anadlisigsarianza (ANOVA) y el analisis

funcional con la prueba de Tuckey al 5% se regisgtralas tablas 3.6 y 3.7:
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Tabla 3.6. Analisis de Varianza para las variables: longitel raiz, porcentaje de
materia seca y numero de raices principales délsalae, obtenidas de la evaluacién
del efecto de inoculacion de las cepas bacteriai@hsINIAP sobre semillas pre-

germinadas de maiz de la variedad I-101 a condisiarvitro.

CUADRADOS MEDIOS

EERRE oL LONGTUDDE  MATERA  eriNcPALES
DESARROLLADAS

TOTAL 263
TRATAMIENTOS 21 36.19 ** 49,19 ** 0,31 **
ERROR EXP. 242 17,14 5,81 0,11
Promedio General: 13,95 11,70 4,69
Promedio General 19,81(angular
Transformado: - ) 2,28 (raiz cuadrada)
Coeficiente de Variacion
(%) 29,63 12,17 14,56

Ns = No significativo;
* = Significativo al 5%

** = Altamente significativo al 1%.

89



Tabla 3.7.Promedios y Tukey al 5 % para las variables: koahile raiz, porcentaje de materia seca y nimeraides principales desarrolladas,
obtenidas de la evaluacion del efecto de inocutadelas cepas bacterianas del INIAP sobre senpitxgerminadas de maiz de la variedad I-

101 a condiciones vitro.

PROMEDIOS Y RANGOS DE SIGNIFICANCIA

TRATAMIENTO CODIGO, PROCEDENCIA'Y ESPECIE LONGITUD DE RAIZ %MATERIA SECA # DEDE';IE'ESOPLT_&\ISAZALES
T C1:Bolivar,Agrobacterium tumefaciens 13,02 ab 18,61 d 2,41 ab
T2 C2: Bolivar,Bacillus subtilis subtilis 16,38 ab 20,04 bcd 2,16 ab
T3 C3: TungurahuaStenotrophomonas humi 14,96 ab 20,24 bcd 1,99 b
T4 C4: ChimborazoBacillus subtilis subtilis 15,29 ab 20,40 bcd 2,16 ab
™ C5: Chimborazo Bacillus subtilis subtilis 13,00 ab 20,38 bed 2,17 ab
T6 C6: TungurahuaBacillus subtilis subtilis 12,29 b 26,06 a 2,51 ab
T7 C7: Tungurahuaicinetobacter Iwoffii 13,25 ab 19,51 cd 2,40 ab
T8 C8: TungurahuaBrevundimonas diminuta 12,13 b 22,32  bc 2,17 ab
T C9: TungurahuaStenotrophomonas maltophilia 14,88 ab 19,16 cd 2,13 ab
T10 C10: CubasStenotrophomonas 12,71 ab 23,63 ab 2,45 ab
T1i1 C11: PichinchaStenotrophomonas rhizophila 13,25 ab 20,39 bcd 2,31 ab
T12 C12: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 13,29 ab 19,25 cd 2,14 ab
T3 C13: ImbaburaPseudomonas umsongensis 18,63 a 18,73 «cd 2,15 ab
Ti4 C14: Carchi,Stenotrophomonas maltophilia 14,46 ab 18,15 d 2,28 ab
T15 C15: CarchiPseudomonas 13,63 ab 19,23 cd 2,18 ab
T16 C16: CarchiBacillus subtilis subtilis 13,83 ab 1694 d 2,18 ab
T17 C17: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 16,08 ab 18,29 d 2,41 ab
T18 C18: ImbaburaBacillus subtilis subtilis 12,50 ab 1962 cd 2,07 ab
T19 C19: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 13,75 ab 17,63 d 2,46 ab
T20 C20: PichinchaBacillus subtilis subtilis 16,21 ab 20,09 bcd 255 a
TT Testigo Tratamientos (medio de cultivo) 12,50 ab 18,49 d 2,06 ab
TA Testigo Absoluto 11,33 b 18,73 cd 2,19 ab
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De acuerdo con el ANOVA realizado para el ensayeitro se obtuvo, de manera
general, que todos los tratamientos presentaramedifias significativas entre si para
todas las variables analizadas. Ademas, con ldartliakey se identifico los mejores y

peores tratamientos, para cada variable descritostmuacion:

3.3.4.1. Variable longitud de raiz

Para la longitud de raiz, el ANOVA mostré que ®dos tratamientos fueron
diferentes estadisticamente (p<0,01) y poseen w@mgutio general de 13,95cm;
ademas, su coeficiente de variacion fue del 29,63%da prueba de Tukey al 5% para
esta variable se identificO dos rangos de sigmfiGg el primero conformado
Gnicamente por el tratamiento T13, correspondient@a cepa 13 procedente de la
provincia de Imbabura cantdén Otavalo; ésta causdagor longitud de raiz con 18,63
cm como media para las 12 repeticiones evaluadasambio, el segundo y altimo
rango lo ocupa el tratamiento Testigo Absoluto, ddbomo se colocOd ningdn
microorganismo ni sustancia que provoque un efectel crecimiento de las raices; con
la menor media de 11,33cm. Dentro de este ultimgaatambién se encuentran los
tratamientos T6 y T8; que corresponden a las cépgscepa 8, procedentes de la
provincia de Tungurahua cantones Pelileo y Mochspeetivamente, los cuales
generaron una media de 12,29 cm para el T6 y 12 J2ca el T8, siendo promedios
semejantes al tratamiento testigo absoluto. Laakdidad de los resultados para la
longitud de raiz se vio reflejado en el valor prdinede incertidumbre tipo A el cual
fue de 2,07 cm; éste, se obtuvo con once gradbledtad y a un nivel de confianza del
95% (Figura 3.24).
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Figura 3.24. Gréafico de los datos experimentales de la varidblegitud de raiz para
los 20 tratamientos con las cepas bacterianas omsedtigos negativos TT: Testigo
tratamiento y TA: Testigo Absoluto evaluadogitro, considerando barras de error.

3.3.4.2. Variable Porcentaje de Materia Seca

El ANOVA para el porcentaje de Materia seca indid@rencias significativas
entre los tratamientos, con un promedio generastoamado de 19,81%. Su coeficiente
de variacion fue del 12,17%. Para esta variabbeuaba de Tukey al 5%, genero cuatro
rangos de significancia. En el primer rango se emica el tratamiento T6,
correspondiente a la cepa 6 procedente de la miavile Tungurahua canton Pelileo; el
cual, fue el mejor tratamiento en promover la faida de mayor materia seca con un
porcentaje del 26,06% como media para las 12 mpeés evaluadas. En cambio, el
tratamiento que se ubica en el Ultimo rango, conpromedio de 16,94% en el
desarrollo de materia seca, es el T16, que comegpa la cepa 16 procedente de la
provincia del Carchi cantdbn Espejo. En este Ultiaogo también se encuentran los
tratamientos: T19 (cepa 19, Imbabura, Otavalo) wen media del 17,63%; T14 (cepa
14, Carchi, Espejo) con una media de 18,15%; Té@ad7, Imbabura, Antonio Ante)
con 18,29%, Testigo tratamiento (inoculacién ded@ahutritivo sin crecimiento
bacteriano) con 18,49%; vy, T1 (cepa 1, Bolivar |l@hes) con 18,61%. La variabilidad
de los resultados para el porcentaje de matere seceflejo en el valor promedio de
incertidumbre tipo A, el cual fue de 1,164%; éstepbtuvo con once grados de libertad

y un nivel de confianza del 95% (Figura 3.25).
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Figura 3.25. Gréfico de los datos experimentales de la varigidecentaje de materia
seca para los 20 tratamientos con las cepas lm@srmas dos testigos negativos TT:
Testigo tratamiento y TA: Testigo Absoluto evaluadovitro, considerando barras de

error.

3.3.4.3. Variable niumero de raices principales desalladas

Segun el ANOVA, los tratamientos presentaron dieras significativas donde
el promedio general transformado fue de 2 raicespf@ntula, aproximadamente. Su
coeficiente de variacion fue del 12,17%. En la paude Tukey al 5%, se generd dos
rangos de significancia. El primer rango conformamw el tratamiento T20, que
corresponde a la cepa 20 procedente de la prowllecRichincha, canton Quito; que fue
el mejor tratamiento en el desarrollo de un mayonero de raices principales con 2,55
raices como media para las 12 repeticiones evau&ia el contrario, el tratamiento
gue se ubica en el ultimo rango, con una media @& rhices principales desarrolladas,
es el T3 que corresponde a la cepa 3 originariia geovincia de Tungurahua canton
Pillaro, cuyo promedio es equivalente a los proogede los testigos negativos propios
del ensayo. La variabilidad de los resultados pdratumero de raices principales
desarrolladas se reflejo en el valor promedio aeriidumbre tipo A el cual fue de
0,737 namero de raices; este, se obtuvo con oramogrde libertad y un nivel de
confianza del 95% (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Grafico de los datos experimentales de la variatilmero de raices
desarrolladas para los 20 tratamientos con lasscépaterianas mas dos testigos
negativos TT:. Testigo tratamiento y TA: Testigo 8lgo evaluadosin vitro,

considerando barras de error.

3.4. FASE |IV. Evaluacion funcional en invernadero de la cepas

bacterianas

3.4.1. Analisis quimico del sustrato
El sustrato empleado para la evaluacion en indemoase analizé quimicamente
en dos periodos distintos, el primero al momenterér a la siembra de las semillas de
maiz en invernadero y el segundo al finalizarezhppo del ensayo. La tabla 3.7 indica la
variacion de la cantidad de los nutrientes y coreptes quimicos disponible en el
sustrato para los dos periodos, siendo los niates correspondientes al sustrato antes

de la siembra y los menores en el sustrato despaida evaluacién en invernadero.
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Tabla 3.8. Parametros evaluados en el analisis quimico eshlial sustrato antes y después de la evaluacléfairo de inoculacion de las
cepas bacterianas del INIAP sobre plantas de nedliz variedad I-101 a condiciones de invernadero.

UNIDADES
ppm meq/100mL ppm (%) PROPORCIONES meqg/100mL % ppm

Muestra PH NH4 P S K Ca Mg Zn Cu Fe Mn B M.O. Ca/Mg Mg/K Ca+Mg/K Z Bases NTot ClI

SUSTRATO 44,00 15,00 49,00 0,90 10,70 2,00 1,7 2,1 82,0 4,6 0,78 24,20
AL INICIO 6,61 PN M M A A A M B M A B B A 54 222 1411 13,6 05 47

SUSTRATO 6.42LAc 41,00 13,00 30,00 0,49 10,10 1,80 1,6 2,0 84,0 8,2 0,71 25,30

AL FINAL M M A A A M B M A M B A 56 367 24,29 12,39 043 27
INTERPRETACION
PH ELEMENTOS
Ac Acido B Bajo
Lac Ligeramente Acido M Medio
PN Practicamente Neutro A Alto
N Neutro T Toxico (Boro)

Lal Ligeramente alcalino
Al Alcalino

RC Requiere Cal
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3.4.2. Evaluacion del efecto de las cepas inoculadas solgemillas de maiz en
invernadero.

Las semillas de maiz variedad 1-101 después dmigerlas y sembrarlas en
macetas, evidenciaron el desarrollo de plantulasstopunta blanca a los cuatro dias
después de la siembra; en cambio, a los seis atlas tas plantulas dieron lugar a la
primera hoja llamada “hoja bandera”. Finalmentésanueve dias, después del raleo,
las plantas se encontraban en el estado vegetd8voon la presencia de tres hojas
desarrolladas, permitiendo la inoculacion de |lgmséacterianas. Después de inocular,
en la figura 3.27, se observa los cambio fenol&@@wvlas plantas durante el periodo de

6 semanas de las evaluacion.

Figura 3.27.Variaciones fenoldgicas de las plantas de ma&l&ranoculacion con las

20 cepas bacterianas por un periodo de evaluaeiéeid semanas.

Se observaron cambios fenotipicos en todas lasgslaSus hojas presentaron un
color verde oscuro hasta la tercera semana, perceelcpasar del tiempo se tornaron
verde palido y amarillentas, evidenciando algunasahas o tintes marrones al finalizar
el ensayo. A la sexta semana las plantas presantaroestado de clorosis muy

avanzado indicando notoriamente la deficienciaudeentes.
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3.4.3. Registro de datos y analisis estadistico de las vatles
Las variables registradas de: altura de la plaotagitud de raiz y % de materia
seca, se procesaron en el software estadisticoStatf&studiantil version 2.0,
obteniendo como resultado el analisis de variaAROVA) y el analisis funcional con

la prueba de Tuckey al 5% ; reportandose en ldag&@»” y 3.10:

Tabla 3.9. Andlisis de Varianza para las variables: alturgld@ta, longitud de raiz y
porcentaje de materia seca, obtenidas de la evatudel efecto de inoculacién de las
cepas bacterianas del INIAP sobre plantas de nesliz whriedad I-101 a condiciones de

invernadero.
CUADRADOS MEDIOS
FUENTES DE GL AII'DTLL'JA\FF\Q_EE LSENC;ZLZJD MATERIA SECA
VARIACION (%)
(cm) (cm)

TOTAL 131
TRATAMIENTOS 21 105,49 319,16™° 53,93 **
ERROR EXP. 110 94,33 180,17 3,25
Promedio General: 79,93 74,94 16,52
Promedio General
Transformado:  —e—eem e 23,84 (angular)
Coeficiente de Variacion (%) 12,15 17.91 7,56

Ns = No significativo; * = Significativo al 5%** = Altamente significativo al 1%.
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Tabla 3.10. Promedios y Tukey al 5 % para las variables: alig planta, longitud de raiz y porcentaje de nazatexca, obtenidas de la

evaluacion del efecto de inoculacion de las cepatehanas del INIAP sobre plantas de maiz deriadad 1-101 a condiciones de invernadero.

CODIGO, PROCEDENCIA Y ESPECIE PROMEDIOS Y RANGOS DE SIGNIFICANCIA
TRATAMIENTO ALTURA DE PLANTA LONGITUD DE RAIiZ %MATERIA SECA
Tl C1:Bolivar,Agrobacterium tumefaciens 80,00 a 70,33 a 22,16 defg
T2 C2: Bolivar,Bacillus subtilis subtilis 83,33 a 82,17 a 21,07 fg
T3 C3: Tungurahu&aStenotrophomonas humi 74,33 a 80,83 a 20,40 g
T4 C4: ChimborazoBacillus subtilis subtilis 81,50 a 79,17 a 20,62 fg
15 C5: Chimborazo Bacillus subtilis subtilis 76,17 a 83,83 a 20,27 g
T6 C6: TungurahuaBacillus subtilis subtilis 86,33 a 85,00 a 32,78 a
T7 C7: TungurahuaAcinetobacter lwoffii 82,17 a 74,33 a 27,79 b
T8 C8: TungurahuaBrevundimonas diminuta 77,17 a 67,17 a 27,35 bc
T C9: TungurahuaStenotrophomonas maltophilia 75,50 a 77,33 a 27,30 bc
T10 C10: CubaStenotrophomonas 84,00 a 78,33 a 25,11 bcde
Ti1 C11: PichinchaStenotrophomonas rhizophila 84,00 a 65,67 a 25,62 bcd
T12 C12: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 79,00 a 72,50 a 24,39 bcdef
Ti3 C13: ImbaburaPseudomonas umsongensis 79,33 a 65,83 a 24,11 bcdefg
T14 C14: Carchi,Stenotrophomonas maltophilia 85,67 a 79,50 a 23,87 cdefg
T15 C15: CarchiPseudomonas 68,67 a 63,33 a 23,86 cdefg
T16 C16: CarchiBacillus subtilis subtilis 79,83 a 71,67 a 21,46 efg
T17 C17: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 77,33 a 78,17 a 22,80 defg
Ti8 C18: ImbaburaBacillus subtilis subtilis 81,00 a 59,83 a 23,78 cdefg
T19 C19: ImbaburaStenotrophomonas maltophilia 84,17 a 84,83 a 23,33 defg
T20 C20: PichinchaBacillus subitilis subtilis 77,67 a 74,67 a 23,14 defg
TT Testigo Tratamientos (medio de cultivo) 83,17 a 82,00 a 21,34 efg
TA Testigo Absoluto 79,00 a 72,67 a 21,70 efg
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3.4.3.1. Variable altura de planta (45 dias)

Para esta variable, el ANOVA realizado no mostiferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos. Se obtuvgrtomedio general de 79,93 cm y un
coeficiente de variacion del 12,15%. En cambicarddlisis funcional realizado con la
prueba de Tukey al 5% de significancia, no idestiifiangos dentro de los tratamientos,
Gnicamente se observo la diferencia de los promedinicando al T6 (c6: Tungurahua,
Pelileo) como primero al presentar la media més @dt 86,33 cm de altura de planta
para las seis repeticiones evaluadas; mientrasetjpepmedio mas bajo lo posee el T15
(c15: Carchi, Espejo) con 68,67 cm de altura detpla los 45 dias después de la
inoculacion. . La variabilidad de los resultadosapa altura de planta se reflejé en el
valor promedio de incertidumbre tipo A , el cuak fde 7,44 cm; éste, se obtuvo con

cinco grados de libertad y un nivel de confianZe08@6 (Figura 3.28).

ALTURA DE PLANTA
120 -

100 -
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CEPAS BACTERIANAS
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Figura 3.28.Gréfico de los datos experimentales de la varialblga de planta para los
20 tratamientos con las cepas bacterianas mas edtigos negativos TT: Testigo
tratamiento y TA: Testigo Absoluto evaluados ereimadero, considerando barras de

error.

3.4.3.2. Variable longitud de raiz (45 dias)

El ANOVA realizado evidencio diferencias estadisi significativas entre los
tratamientos. El promedio general de longitud deesafue de 74,94 cm y el coeficiente
de variacion fue del 17,91%. Para el analisis fumal con la prueba de Tukey al 5% de
significancia no se identificaron rangos entre tl@séamientos, pero si se observd sus
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promedios ubicando de forma descendente al tratdonies (c6: Tungurahua, Pelileo)
con la mayor media para la longitud de raiz derB5mientras que, el tratamiento T18
(Cepa 18: Imbabura, Cotacachi) tuvo la menor medie59,83 cm en la longitud sus
raices. La variabilidad de los resultados paramgitud de raiz se reflejo en el valor
promedio de incertidumbre tipo A, el cual fue de2P0cm; éste, se obtuvo con cinco
grados de libertad y un nivel de confianza del bfgura 3.29).
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Barras de error 95%

Figura 3.29. Gréafico de los datos experimentales de la varildsigitud de raiz para
los 20 tratamientos con las cepas bacterianas wss$edtigos negativos TT: Testigo
tratamiento y TA: Testigo Absoluto evaluados ereimadero, considerando barras de

error.

3.4.3.3.Variable: Porcentaje de Materia seca
El Andlisis de Varianza para la variable porcentdg materia seca indico
diferencias estadisticas significativas entre tagamientos, con un promedio general
transformado de 23,84% y un coeficiente de varmadél 7,56%. En la prueba de
Tukey al 5% se obtuvieron siete rangos de sigméiza El primer rango lo ocupa el
tratamiento T6 (Cepa 6: Tungurahua, Pelileo) canagjor promedio de % materia seca
del 32,78%; mientras que, en el ultimo rango searbios tratamientos T3 (Cepa3:
Tungurahua Pillaro) y T5 (Cepa 5: Chimborazo, Alaeen promedios de 20,40 y
20,27% de materia seca, respectivamente, siendoeglios menores en comparacion
con los testigos negativos propios del ensayo.drabilidad de los resultados para %
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de materia seca se reflejé en el valor promedimdertidumbre tipo A, el cual fue de

1,54%; éste, se obtuvo con cinco grados de libgrtad nivel de confianza del 95%
(Figura 3.30).
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Figura 3.30. Grafico de los datos experimentales de la varipbleentaje de materia

seca para los 20 tratamientos con las cepas lzetermas dos testigos negativos TT:

Testigo tratamiento y TA: Testigo Absoluto evalusdm invernadero, considerando

barras de error.
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CAPITULO 4
DISCUSION

4.1. FASE I. Caracterizacion microbiologica de las cepalBacterianas

Mantener un suelo de calidad es el interés de &gpliwultor, porque esto es
sinbnimo de mejora en la productividad de sus \asti(INIAP, 2007). Una de las
formas de conservarlo es desarrollando tecnolob&asadas en microorganismos
benéficos aislados e identificados de los sueloga@gs ecuatorianos. La elaboracion
de productos en base a dichos microorganismosilooinia en gran manera a la mejora
del cultivo de maiz ecuatoriano, sin dejar a uro l&b técnicas tradicionales; sino,

complementandolas de una manera mas ecoldgica €C29a0).

Cultivos y suelos maiceros procedentes de varravinrias de la Sierra
ecuatoriana fueron seleccionados y colectados Ig@rograma de Maiz de la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP, para elamsénto del género bacteriano
Azospirillum, con el fin de identificar esta bacteria y a futudesarrollar un
biofertilizante (Espinoza, 2004). Veinte cepas é&aahas fueron aisladas e
identificadas, preliminarmente, como pertenecieategenercAzospirillum(Espinoza,
2004). Las bacterias purificadas fueron liofilizadaalmacenadas por un periodo de

seis afios, antes de reactivarlas para esta inaeisig

Con las 20 cepas bacterianas reactivadas y @ddg se dio inicio a la
identificacion microbiologica mediante el empleo priebas bioquimicas. Dichas
pruebas fueron seleccionada segun el Manual Bexgiy/'Bacteriologia Sistematica
elaborado por Krieg y Dobereiner (1984) para ekegéAzospirillumy las tres especies
tipo: A. brasilense, A. lipoferumA. amazonense

Las caracteristicas bioquimicas de forma celutastilidad, catalasa, oxidasa,
indol y sulfatos de las 20 cepas en estudio, ci@@n con los resultados reportados
por Krieg y Dobereiner (1984) para el géné&mospirillum De estas pruebas: forma

celular, motilidad y catalasa fueron realizadas pgpinoza en el afio 2004, cuando se
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hicieron las colecciones de las cepas. En ese @dpispinoza obtuvo los mismos
resultados que la presente investigacion (Anexod®@n estas pruebas, dicho autor

designo a las 20 cepas bacterianas como pertetecagénerdzospirillum

Segun Hernandez (2003), las pruebas de formaacelohtalasa, oxidasa y
motilidad son pruebas bioquimicas primarias, quican caracteristicas metabdlicas
muy generales para un amplio campo microbiano @mtah en la rizosfera de los
cultivos vegetales. Para identificar un género @fpe se deben emplear, aparte de las
primarias, pruebas bioquimicas secundarias (inslegsa, reduccion de nitratos, citrato,
sulfatos) y pruebas terciarias (produccién de claagui de fenilalanina deaminasa) si se
pretende identificar especies (Hernandez, 2003tdBjunto estas pruebas otorgarian al
microorganismo un metabolismo particular que periaitlasificarlo taxonomicamente
(Hernandez, 2003).

En esta investigacion se aplicaron tanto pruebiasapgas como secundarias y
terciarias, lo que permiti6 agrupar a las 20 cdpmgerianas en un dendrograma de
similitud metabdlica junto con el génefzospirillum Se observé que ninguna de las
cepas analizadas posee el perfil metabdlico dedrgéem estudio.

La primera diferencia notable entre las muestra&zgspirillum fue en los
resultados de la tincion Gram. Este tipo de tin@dntribuye a clasificar las bacterias
en dos grandes grupos: gram positivas y gram nvegatile acuerdo a la coloracion que
desarrollen segun la constitucion estructural dpaleed celular bacteriana (Cisternas,
2007). Azospirillum se encuentra clasificada como una bacteria gramatinag
(Caballero, 2001). De las 20 cepas analizadasadm@nte trece presentaron el mismo
resultado quézospirillum el resto se clasificaron como bacterias grantipasi(cepas
2,4,5, 6, 16, 18 y 20) siendo éstas las primenadescartarse de pertenecer al género

en estudio.

Otra diferencia fue en la prueba de crecimientelemedio NFB semisdlido,
empleado para conocer si una cepa bacteriana estrdiéca (fijadora de nitrdgeno
atmosférico) o no (Caballero, 2001). Segun Hernan@903) para identificar la
fijacion de nitrogeno por parte dezospirillum las bacterias deben crecer de 0,5- 1,5

cm. bajo la superficie de este medio de cultivohddo las condiciones son
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microaerofilas; es decir, la concentracibn de axigese reduce para evitar la
degradacion de la enzima nitrogenasa responsalastel@roceso. Las cepas analizadas
crecieron sobre la superficie del medio, eviderdmague ninguna realiza este proceso

de fijacion biologica del nitrogeno.

En complemento a esta afirmacion, el resultadta dimcion del polimero Poli-
B-hidroxibutirato (PHB) para todas las cepas ressdtonegativo. Segun Cholula (2005)
la capacidad de acumular el polimero PHB, en Igarosmos diazotroficos que lo
producen, solo se realiza bajo condiciones mictdéa&s. Al no contar con la capacidad
de acumular PHB y no crecer en condiciones micafides, se puede afirmar con mas

certeza que ninguna de las cepas analizadas esrdiaa.

A pesar de no ser diazotroficas ni pertenecieategéneroAzospirillum una
caracteristica que sobresale de las cepas 1,52,64,13, 16, 18 y 20 es que poseen la
capacidad de degradar la urea al ser positivasgsasaprueba. Esta caracteristica seria
motivo de investigacion, debido a que la degradrad& compuesto urea, disponible en
forma de materia organica o en la orina de algumisales, obtiene como producto
amoniaco (Valero, 2003). EI amoniaco es un elem@ndzursor en el ciclo del
nitrogeno para la formacién de productos como am@nitrato, que son facilmente
absorbidos por las plantas y aprovechados en suntemto (Valero, 2003). Una
aplicacion de las cepas mencionadas en los cultivasceros podria aportar,
indirectamente, a la promocién del crecimiento t@geependiendo de la urea residual

presente en los suelos (Silva, 2005).

Sanchez (2004), asegura que la cantidad y @ldgbacterias presentes en la
rizésfera de suelos agricolas varian dependienticutvo vegetal, pH del suelo,
humedad, temperatura, aireacion, practicas de sieglestacion del afio. A pesar de
esto, los géneros bacterianos que comunmente Is@ d@is ella sonAcinetobacter,
Agrobacterium, Bacillus, Clostridium, Pseudomonak]ebsiela, Enterobacter,
Micrococcus, Azotobacter, Mycobacterium, Staphydoas, Xanthomonas, Nitrobacter,
Burkholderia, Azospirillum, Acetobacter y Rhizobiu®anchez, 2004). La gran
diversidad de géneros se diferencian, microbioligente, por el grupo al que
pertenecen ya sea Gram (+) 0 (-) y porque posedabwissmos caracteristicos y
diferentes (Sanchez, 2004).
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La procedencia de las 20 cepas bacterianasflerizdsfera y suelos agricolas
dedicados al cultivo de maiz en la Sierra ecuatar{&spinoza, 2004). Es factible que
las muestras al no presentar el mismo metabolisreb género Azospirillum

pertenezcan a uno de los géneros bacterianos mados.

Para tener mas elementos de juicio, se analizasocondiciones de aislamiento
de las bacterias ejecutado por Espinoza en el @0d.2Las muestras de suelos
colectados presentaron un pH promedio para todasieestras de 6,33 con un % de
materia organica en promedio de 5,43 (Espinoza4)2®egun Jiménez (2007), el
génercdAzospirillumse lo aisla, habitualmente, de suelos con pH ne(ifr@,5) y con la
presencia de 8- 12% de materia organica, debidoealas condiciones mencionadas
favorecen su crecimiento y es optimo para la fjacde nitrogeno. Esto da la
posibilidad de que las condiciones en las que sengraban los suelos muestreados por
Espinoza (2004) no fueron las Optimas para obtemer recuperacion bacteriana
representativa del génerdzospirillum dando paso al aislamiento de otros géneros

bacterianos presentes en dichos suelos.

Para validar los resultados microbiolégicos seliz@auna identificacion

taxonomica empleando técnicas moleculares.

4.2. FASE Il. Caracterizacion molecular de las cepas lwerianas

Nogales (2005) asegura que los métodos molecusaresndispensables en el
estudio de clasificacion taxonomia bacteriana,y@rmediante estas técnicas se pueden
analizar genes especificos que permitan conocgéméro al que pertenecen y sus
procesos funcionales con importancia ambiental raray Las técnicas empleadas en
esta investigacion para la identificacion del géneespecie de las 20 cepas bacterianas
fueron ARDRA y secuenciacion del gen 16S ADN riboab

El gen 16Sr amplificado de todas las cepas hantes estuvo dentro del rango
de peso molecular reportado en la literatura (J@®@proximadamente, Grifoet al,
1995). Este gen bacteriano se ha convertido enamaudor molecular por excelencia,

debido a que posee regiones conservadas y variastablece relaciones filogenéticas
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y se transmite verticalmente entre los individuedalpoblacion (Rodicio y Mendoza,
2004).

En cambio, la técnica ARDRA se fundamenta en dlisia de patrones
electroforéticos, obtenidos después de la digestidm enzimas de restriccion del
producto de la amplificacién del gen 16S ADNr (Jm® 2007). En la mayoria de
casos, la aplicacion de esta técnica molecularlpadentificacion de microorganismos,
tiene un alcance taxondmico de permitir clasifican género, especie y subespecies
(Savelkoulet al, 1999, citado por Blasco, 2009), razén por lal,caauso de esta

técnica fue la apropiada para los objetivos platus&n esta fase.

Los resultados obtenidos del ARDRA para las 20asepacterianas se
evidenciaron mediante el dendrograma de la figuk6,3generado a partir del
agrupamiento de las muestras segun los patronesrtie enzimaticos, revelando que

ninguna de las cepas bacterianas pertenece abg&naspirillum

Pedraza y Diaz (2000) reportaron en una de s@stigaciones, que al emplear
la técnica ARDRA con la enzimalul para identificar las especies Aeospirillum A.
brasilensey A. lipoferum generaron fragmentos con pesos moleculares sawikalos
reportados en la restriccion virtual de esta ingaston con la misma enzima. Esta
similitud permiti6 considerar a los tamafios de dichHragmentos como controles
positivos para identificar el gen 16Sr deospirillum,al no contar con un control

positivo in vivo para este género

Los fragmentos tomados como controles positivesciu comparados con los
patrones de restriccion del gen 16S ribosomal si@acepas bacterias. Se observaron
diferencias muy notorias en los pesos moleculané® dos fragmentos comparados,
demostrando que ninguna de las cepas presentGelonpatron de restriccion para el

génercAzospirillum.
A pesar de tener resultados negativos para efrgé@&meestudio, se prosiguid con

el andlisis molecular. La digestion de las 20 cdpaderianas con las enzimakil y

Tad reveld la presencia de ocho genotipos difereatela poblacion analizada. Segun
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Jiménez (2007), cada genotipo obtenido de un g@ecdko en una poblacion

bacteriana, corresponde a una especie en particular

Cada genotipo se forma por las diferencias eretaencia de nucleotidos del
gen analizado (Jiménez, 2007). Al contar con odrmtipos del gen 16Sr, se atribuye
gue cada uno es una secuencia Unica del gen; p@anio, a nivel taxonémico las

muestras analizadas corresponden a ocho espectesdnaas diferentes.

De los ocho genotipos obtenidos, dos de ellosofgeys 1l y VI) fueron
considerados como dominantes, debido a que agruparanayor niumero de cepas
(siete cada uno). Esto indico que las muestraenat#s en los dos genotipos estaban,
posiblemente, mejor adaptadas a las condicioneprgsentaron los suelos maiceros de
las provincias de la Sierra ecuatoriana, aumentawdrecuencia de recuperacion
bacteriana (Pérez, 2005).

Por otro lado, el analisis con la enzilbeoR| evidencié un mayor porcentaje de
polimorfismos (16,21%). A pesar de esto, el ninter@enotipos obtenidos fue menor
(cuatro genotipos) con respecto a las dos enzimasi@es. Esta diferencia radicé en
que para las cepas 8, 13 y 15 la enzima no encentrgitio de corte, limitando la

obtencion de mas de patrones de restriccion (P20€b).

La siguiente técnica molecular aplicada en este,faorrespondié a la
secuenciacion del gen 16S ADNr. Esta técnica p#&rrhat asignacion del género y
especie a las 20 cepas bacterianas. Rodicio y Man@@904) aseguran que una vez
determinada la secuencia del gen 16Sr bacterianaceble establecer comparaciones
con las bases de datos existentes para el genn Segtel grado de similitud entre los
nucledtidos de las secuencias comparadas indieamdbicacion taxondmica de las

mismas (Rodicio y Mendoza, 2004).

Hoy en dia, existe la disponibilidad de secuerariagl automaticos que facilitan
el conocimiento del orden de los nucledtidos degem en particular. A pesar de esta
tecnologia, Rodicio y Mendoza (2004) contemplan lggesecuencias obtenidas con
dichos equipos podrian tener errores y/o preseptaiciones ambiguas en los

nucledtidos (N), que dificulten el andlisis de lmasmas. Para resolver los problemas
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mencionados y asegurar la validez de los resulfda®secuencias obtenidas y enviadas
por los laboratorios MACROGEN fueron editadas eaatlo los cromatogramas y
alineando la cadena forward (5’-3’) y reverse (3'-®& través del programa BioEdit

Sequence Alignment Editor version 7.0.9.

Diecisiete de las 20 secuencias fueron editadss gometieron al analisis de
homologia empleando la base de datos BLAST. Estkksanconsideré dos parametros
para dar a conocer el grado de similitud compavaivire las secuencias: el porcentaje
de cobertura entre la secuencia problema y su logodl el porcentaje de identidad
maxima. Mientras mayores sean los valores de pstagntaje, mayor similitud poseen
las secuencias analizadas (Altscaubl, 1997). Las muestras indicaron un porcentaje
de cobertura del 100% y un porcentaje de identidadima entre el 98% y 100%,
considerando que las muestras poseen un alto gieackimilitud al género y especie
asignado por el BLAST.

El alineamiento de las secuencias identificadédeecio diferencias entre el gen
16Sr deAzospirillumy las muestras. Estas diferencias radicaron, basicte, en la
presencia de pequefias regiones de nucledtidossipara el género bacteriano que lo
poseia. Jiménez (2007) denomina a estas regiomsssoomo “nucledtidos firma” que
aparecen en los miembros de un determinado grupgefiético y raramente estan
presentes en otros grupos, incluidos los mas paxifastos nucledtidos firma pueden
utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro ggpio grupo (Jiménez, 2007).

La presencia de los nucledtidos firma permitiioldencion de las distancias
genéticas entre las secuencias analizadas de restigacion, dando origen a la
ilustracion de un arbol filogenético. Rodicio y Mieaa (2004) asegura que los arboles
filogenéticos ilustran la genealogia molecular debhcteria, dando a conocer su
posicion evolutiva en el contexto de los organismm®parados. El arbol obtenido en
esta investigacion indico que la relacion evolutialas 20 muestras analizadas con

Azospirillumes nula.

La comparacion de genomas completos, y no la cauiga de genes, es la que
aporta con una exacta relacion evolutiva; perapatontar con ella Rodicio y Mendoza

(2004) aseguran que para estudios de taxonomieriaact, valores mayores al 97% de
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homologia entre el gen 16Sr de las secuenciasgmabkon las bases de datos, es
suficiente para decir que probablemente éstas seueetien relacionadas
evolutivamente a nivel de especies. El porcentgeidéntidad de las secuencias
analizadas con las secuencias de la base datosBiugSdel 98 - 100%, demostrando
con alta probabilidad que se encuentran relacienadalutivamente al género y especie

asignados.

Ocho fueron las especies identificadas dentro ate 20 cepas bacterianas:
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Stesghomonas humiAcinetobacter
Iwoffii, Brevundimonas diminuta, Stenotrophomonaaltophilia, Stenotrophomonas
rhizophila y Pseudomonas umsongendiste resultado confirmd que los ocho
genotipos identificados con las enzimas de resbncalul y Tad, correspondieron a

una especie bacteriana diferente por su secuenicia €én el gen 16Sr (Collados, 2006).

Adicionalmente, la identificacion realizada pefithitomplementar el resultado
del ARDRA en cuanto a la existencia de dos genstigmminantes en las 20 cepas
bacterianas. Estos dos genotipos correspondierodosa géneros Bacillus y
Stenotrophomonas$séanchez (2004) menciona que al aislar microésgaos del suelo,
de cada cien aislados aproximadamente el 67% pesgaral génerBacillus, el 20% a
Stenotrophomona®l 15% aPseudomonasl 10% aAgrobacteriumy menos del 5% a
otros géneros bacterianos. La frecuencia de aisldmimedida en porcentaje coincide
proporcionalmente a la poblacién de las 20 cepatehanas en estudio junto con los

géneros mencionados.

Para la identificacién taxondmica y validacionahélisis de un microorganismo
se deben aplicar tanto: criterios morfolégicos,gbimicos y moleculares (Rodicio y
Mendoza, 2004). Al contar con el género y espeeieatla muestra, se verificé que los
resultados de las pruebas morfologicas y bioquenmarrespondan a los géneros
identificados. Cada resultado de las 20 cepas f@tds coincidid con los reportados en
el manual de Mc Faddin (2003) para los génerAgrobacterium, Bacillus,
Stenotrophomonas, Acinetobacter, PseudomgrigrevundimonagAnexo I).

Con este analisis también se identificoO a las magsuyas secuencias no se

determinaron por problemas en el proceso de seiewght. Para esto se tomdé como
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criterios el dendrograma metabdlico y molecularteniendo que las tres cepas
pertenecen a los géneroRacillus (cepa 6), Stenotrophomonas(cepa 10) y
Pseudomonagcepa 15) Estas especies pertenecen a los géneros bacserimmeo

comunmente se aislan de suelos y rizésfera deédatap (Sanchez, 2004).

El dendrograma bioquimico también dio a conocex qupesar de que las
muestras pertenezcan a géneros bacterianos dédsyestas poseen algunas funciones
metabolicas similares entre ellas y cAmospirillum reflejado en un coeficiente de
similitud de 0,66. Mc Faddin (2003) reporta qus ¢neros con procedencia edafica
poseen metabolismos similares, ya que provienemrdenismo habitat y similares
condiciones ambientales. Los géneros identificddloguimica y molecularmente son
de procedencia edafica siendo posiblemente la rdedque sus metabolismos poseen

dicho grado de similitud.

Segun Mc Faddin, cada género microbiano poseebasudioquimicas y
moleculares especificas para diferenciarlo de ahiesoorganismos. Dichas pruebas no
se realizaron en esta investigacion, debido aajidehtificacion preliminar de las cepas
las ubicaba dentro del génekaospirillum(Espinoza, 2004). Esta identificacion fue el
patron para la seleccion de la metodologia a empleal analisis taxonémico. A pesar
de esto, la identificacion bioquimica y molecularcemplement6 dando conocer el tipo
de microorganismo que el Programa de Maiz del INhW&Bia colectado de los suelos

maiceros de las provincias de la Sierra.

4.3. FASE lll. Evaluacion funcional in vitro de las cepas bacterianas

Las rizobacterias mas estudiadas para el desardal biofertilizantes son
aquellas que poseen la capacidad de fijar el mtrogatmosférico o promueven el
crecimiento vegetal (PGPR) o son solubilizadorescdmpuestos (Jiménez, 2007).
Dentro de estos se encuentran los géneros badsriacillus, Clostridium, Klebsiela,
Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Agrobaateyi Rhizobium(Jiménez, 2007).

Segun las fases anteriores, el programa de MaiINtEP cuenta con 20 cepas

bacterianas identificadas, donde siete de ellatemperen al génerBacillus, dos a
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Pseudomonasg/ una aAgrobacterium En teoria, estos géneros son iddéneos para
elaborar un biofertilizante aplicable al cultivo dwiz de la sierra ecuatoriana. Este
interés permitié evaluain vitro a las 20 cepas identificadas para dar a conocer su

capacidad funcional.

La diversidad bacteriana de las cepas del INIABeescho especies distintas.
Para el ensayin vitro se empled la metodologia del INIFAP (2008), ya gst&a
permite evaluar funcionalmente distintos géneros egpecies bacterianas,
homogenizando las variables: concentracion de tsamaolumen del inoculo,
preparacion del cultivo liquido de las cepas ydmperatura de incubacién. Esto
permitié descartar la variabilidad en el ensayolpativersidad de géneros bacterianos

evaluados (Sanchez, 2002).

El andlisis estadistico de esta fase determindajgepa 13, identificada como
Pseudomonasimsongensispresenté el mayor promedio (13,95 cm) para la bbria
longitud de raiz, catalogandose como el mejorrregato. Segun Barretet al. (2007),
explica que algunas especies del géfeudomonason destacadas por su capacidad
de producir sustancias promotoras del crecimiergoxigas), que estimulan la
germinacion de semillas, incrementan el tamafoaiees y el desarrollo de pelos

radiculares.

Estudios publicados por Valero (2003) y Sancheal. (2005), registran la
produccion de acido indol acético (AlA) en cultivilguidos dePseudomonasp. en
cantidades de 51 mg/L a las 72 horas de incubakcasuspension bacteriana preparada
con la cepa 13 para este ensayo, tuvo un periodtcdeacion de 48 horas, antes de ser
inoculada a las semillas de maiz, siendo probalieen dicha suspension, a parte del
medio de cultivo y la bacteria, se inocul6 metabslide AIA que promovieron la

elongacioén de la rain vitro.

Se desconoce si la espedimsongensidel géneroPseudomonagproduce
reguladores de crecimiento, al no contar con iny&sbnes que relacionen esta especie
con aplicaciones en cultivos vegetales vitro. Sin embargo, con los resultados
obtenidos es probable que la causa de la elongeailicular de las semillas de maiz es

porque la cep®seudomonasmsongensiss una rizobacteria PGPR.
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En contraste al mejor tratamiento para la varidgitud de raiz, se observo
que el testigo absoluto (semillas de maiz sin ilamddn) fue el tratamiento con el
menor promedio (11,33 cm) y se ubicé en el Ultisrogo segun Tukey para la variable
longitud de raiz. Este resultado validé que la c&paPseudomonasimsongensis,
promovié la mayor elongacion de las raices en coacgm al crecimiento normal de
las semillas de maiz I-101. La cepa 13 podriaelecsionada para el desarrollo de un
bioestimulante aplicable para las semillas de nsizl interés es la elongacion del

sistema radicular.

La variable numero de raices principales desada#i, obtuvo que el mejor
tratamiento fue con la cepa 20 identificada cddaaillus subtilis con un promedio de
2.55 raices desarrolladas. Fektial (2008) describe quBacillus subtilispertenece a
las rizobacterias PGPR por secretar reguladoresreé@miento, como el AIA en

cantidades de H®/mL en medios de cultivo liquidos a las 48h delfracion.

El medio de cultivo liquido preparado con la c@@apara el ensayo, tuvo un
periodo de incubacién de 48 horas antes de cotoaaml las semillas de maiz,
observando que segun lo reportad@acillus subtilis secretdé AIA al medio y al
inocularlo en las semillas la solucién contenieeglilador de crecimiento. Cassral
(2002) reportan que el AIA exdgeno al ser absorhjdo las raices, activa un
mecanismo homeostéatico para modificar el sistemmmtiaal enddégeno llegando a un
equilibrio para estimular el desarrollo prematuebsistema radical.

Estos resultados contrastan con la cepa 3, ids&mtd comdStenotrophomonas
humi,que presentd el menor promedio de todos los tratans para la variable nimero
de raices (1,99 raices desarrolladas). El géatmootrophomonaal ser una bacteria de
vida libre su distribucion abarca varios ambiergdaficos (Reinhardet al. 1990).
Haubenget al (1999) asegura que algunas especieSteleotrophomonagntre ellasS.
maltophilia, S. rizophila y S. hupse clasifican dentro de las bacterias promotdehs

crecimiento vegetal (PGPR) que habitan en la rezéslle varias especies vegetales.

La cepa 3,Stenotrophomonas hunpresentd un promedio menor a todos los
tratamientos, incluidos los tratamientos testigagjcando que la presencia de esta

bacteria causé un posible retardo en el crecimigxttizular de las semillas. Ensayos de
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inoculacion con bacterias PGPR reportan que lacéégacion o inhibicion del
crecimiento radicular en la plantulas inoculadadedge a dos razones: concentraciones
elevadas de biomasa bacteriana y una producciéesieacde fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citoquininas o etileno) por parte mé&roorganismo inoculado (Caballero,
2001).

Stenotrophomonas hural ser considerada como PGPR se le atribuye dstas
razones de inhibicién, aunque se descarta la pairopcion sobre la concentracion
elevada de biomasa bacteriana; debido a que, @stanfa variable controlada en el
ensayoin vitro. De cada cepa se inoculé ®10FC en las semillas de maiz pre-
germinada. Esta concentracion, segun Caballerdlj268usa tanto la elongacion como
el aumento de la superficie total de la raiz; poshoe a consideracion, que una
produccion excesiva de fitohormonas por parte deefm 3 pudo causar la inhibicién

del crecimiento radicular.

Glick et al (1998) confirma lo mencionado al reportar que coacentracion
excesiva de AIA producida por las rizobacterias aidon al AIA producido
endégenamente por la planta pueden activar la pooslu del 1-Acido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico (ACC), precursot dileno, el cual puede anular la
accion del AIA enddgeno y exégeno inhibiendo langbion y desarrollo radicular de

las plantulas inoculadas.

Una promocién del crecimiento exitosa por parte wha cepa no se da
anicamente por el potencial de produccion de AlAg sambién influye la colonizacion
y expansion de la biomasa bacteriana en la raentliun tiempo considerable para que
se produzca un efecto promotor del crecimiento (@ortet al, 2005). Esto se debe a
gue los compuestos hormonales producidos por tabacterias deben proveerse de
forma continua y en concentraciones constantesjasbga sea en el exterior de las
raices o en el interior de la planta, para quesestan suplementos beneficiosos para el
vegetal (Compargt al, 2005).

La ultima variable analizada fue el porcentajendderia seca, donde también el
géneroBacillus subtilisdestac6 como promotor en el desarrollo de biomadiaular.

La cepa 6Bacillus subtilis evidencié el mayor promedio de todos los tratato con
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un porcentaje de materia seca del 26,06%. Estanpa@cion con el tratamiento de la
cepa 16, identificada también comacillus subtilis que produjo el menor promedio de
16,94% en materia seca. Aunque las dos cepas ibacier(6 y 16) pertenecen a la

misma especie, se observa que existen diferengiaghales entre ellas.

Segun Robles y Barea (2004), las rizobacteriasignuenodificar su rango de
compatibilidad funcional con la planta hospederafamcion de diversas variables,
como: la especie vegetal, los aportes nutricionales medio, las condiciones
ambientales de crecimiento y el manejo que reclbsistema. Con los resultados
obtenidos de la evaluacidn vitro para la variable porcentaje de materia seca, se
observé que la cepa 6 modificdé su compatibilidadcional para generar resultados
positivos en la promocion de la biomasa radiculaientras que la cepa 16 genero
resultados contrarios, a pesar de que las dos geptenecen a la espeddacillus
subtilis subtilis.

Finalmente, en las gramineas el crecimiento daitaes uno de los parametros
fisiologicos de mayor interés a la hora de caraaefuncionalmente y seleccionar una
cepa promotora del crecimiento vegetal (Cassaal, 2002). La cepa seleccionada
deberd producir la elongacion de la raiz principal la proliferacién de las raices
adventicias, aportando beneficios adaptativos epldata al mejorar su capacidad de
anclarse al suelo y obtener agua y nutrientesrdblemte en cada etapa de su desarrollo
vegetal (Casséaet al, 2002).

Las tres variable evaluadas en la fiaseitro se enfocaron especificamente en el
desarrollo fisiolégico de la raiz, observandose asecepas 13, 20 y 6 son las que
promovieron el crecimiento radicular de las semitle maiz; esto, las posiciona como
microorganismos potenciales para elaborar un hilidente. Para validar los resultados
obtenidos del ensayin vitro, las mismas cepas se evaluaron a condiciones de

invernadero para corroborar que su efecto funciseahantiene estable.
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4.4. FASE IV. Evaluacion funcional en invernadero de lagepas bacterianas.

La evaluacion en invernadero se llevo a cabo bajaliciones controladas de
temperatura, humedad y luz. La variable que brinflirmacion funcional de las cepas
fue el porcentaje de materia seca, donde el andlisivarianza indicé que todos los
tratamientos tuvieron diferencias significativa<x@@®1) con la formacién de siete
rangos en la prueba de Tukey al 5%. En el prinegaaomo el mejor tratamiento se
coloco la cepa 6, identificada corBo subtilis con un promedio del 32,78% de materia
seca formada, en comparacion con el tratamientaat®r promedio que fue la cepa 5,
también identificada comB. subtilis,con un promedio del 20,37% de materia seca.

La diferencia funcional entre cepas de la misnpe@&s sigue siendo evidente,
ya que las nuevas condiciones ambientales modifiercomportamiento y la
adaptacion bacteriana, limitando en parte la actudcional de la misma (Robles y
Barea, 2004). A pesar de esta limitacion, la cefggé®eroB. subtilis) resulté ser el
mejor tratamiento para la variable porcentaje déern@seca, tanto en condicionaes
vitro como en invernadero. La constancia en dichos testad indicé que esta cepa
promueve el desarrollo de mayor biomasa vegetab tan semillas como en plantas

desarrolladas de maiz 1-101.

El alcance de este hallazgo radica en que el mddsade biomasa radicular
(materia seca) es de suma importancia para lagpldatmaiz, especialmente para
maices del tipo suave al cual pertenece la varidddil. Segun Garcia y Watson
(2003) una de las principales causas de pérdidagmidimiento para este tipo de maiz
es el “acame” o volcamiento de la parte aérea qdalata por debilitamiento y falta de

un buen desarrollo de materia vegetal.

Los genotipos de maiz suaves son los mas demandadovel del consumo
humano y son los mas susceptibles al acame, slarchusa de pérdidas significativas
para los agricultores que lo cosechan (Garcia ywWat2003). Una mejor absorcion de
los nutrientes del suelo, por parte de las raiceslleva al desarrollo de tallos mas
fuertes y gruesos con resistencia al volcamienti® aondiciones adversas. Esta
absorcion de nutrientes por parte de las raicemejera cuando se promueve el

aumento de su superficie y biomasa radicular (@arévatson, 2003).
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La cepa 6, perteneciente al gén8rosubtilis, refleja su capacidad funcional
sobre el maiz suave de la variedad INIAP-101, aredi el desarrollo de un alto
porcentaje de materia seca, tanto a nivel de raideios permitiendo seleccionarla
para el desarrollo de un biofertilizante como auién tecnoldgica en el cultivo de

maiz suave.

Un biofertilizante desarrollado en bas®.asubtilis(cepa 6) no solo permitiria
contrarrestar las pérdidas de produccion por einaca volcamiento del cultivo de
maiz; sino que, también contribuiria al controll®jico del mismo contrarrestando la
accion de de hongos, neméatodos y otros microong@asipatdgenos que atenten con la
salubridad de este cereal (Febtial, 2008).

Segun Cuervo (2010), sefiala que la bactacillus subtilissecreta proteinas
con propiedades anti fungicas, utilizandolo paraogitrol biol6gico dePhytophthora
infestans, Phytophthora sojae y P. capini suelos infestados con el mismo y es un
bicontrolador de larvas dénopheles Psudopunctipennys Culex Quinquefasciatu
AdicionalmenteBacillus subtilisaparte de secretar fitohormonas, asegura la piémoc
del crecimiento de la raiz y la planta por el inceato en el contenido de lipidos,
triglicéridos y esterol en su entorno, que son \&gxbados exclusivamente por las

raices vegetales (Cuervo, 2010).

Sin embargo, el crecimiento y desarrollo de laals en invernadero por el
periodo de evaluacion de 45 dias, manifesto clantangroblemas de clorosis en las
hojas de todas las plantas. Este resultado se defi® el sustrato empleado para el
crecimiento de las plantas no presentd ningun tg® fertilizacion quimica,
simplemente contaba con los nutrientes descritosl emalisis quimico del sustrato,
donde el nitrogeno y el fosforo se encontraban igales medios; mientras, que el
potasio se encontraba en niveles altos, siends asteles aceptables para el desarrollo
vegetal, durante las primeras etapas de crecimigaigta el estado fisiologico V3 del
maiz) (INIAP, 2007).

La cantidad de nutrientes disponibles en el swstrdurante el tiempo de
permanencia en invernadero, se agotaron poco aguidenciando que estos siguieron

un comportamiento de tendencia decreciente, detadui por la produccion de
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biomasa vegetal, independientemente de la inoculabacteriana (Robles y Barea,
2004). Esta decreciente en los nutrientes fue adpeen el ensayo, permitiendo dar

paso al aporte funcional de las cepas inoculadare $as plantas de maiz I-101.

Si las cepas hubieran pertenecido a microorgamsistiazotroficos su funcioén se
hubiera centrado en suplir, parcialmente, la auaese nitrdgeno mediante la fijacion
atmosférica del mismo, retardando la clorosis deplantas (Caballero, 2001). Esto no
sucedi6, debido a que de todas las 20 cepas l@asri ninguna es diazotrofica
(Sanchez, 2004).

Roble y Barea (2004) sefiala que la cantidad deentdgs aportados por las
cepas bacterianas PGPR es muy baja para supliretamente la demanda nutricional
de las plantas; siendo éstas las responsablegat@nziento de la fertilidad del suelo.
Al observarse este resultado en el ensayo de iagdern, se evidencidé que las cepas
inoculadas no suplen la ausencia de nutrientes gnbe no reemplazan la fertilizacion

quimica.

Es obvio que los efectos benéficos de los biofeatites brindan ventajas tanto
funcionales como econdmicas sobre los fertilizagtémicos; sin embargo, el fin de un
biofertilizante es complementar el proceso natdeahutricion de las plantas, regenerar
la poblacién microbiana del suelo y proteger stesha radicular de la planta contra
microorganismos patégenos, mas no reemplazar fiéizeeion inorgénica; teniendo
como meta modernizar la agricultura tradicional izei@ la aplicacion de tecnologias

ecologicas que aprovechan los recursos de manerafiogente (Morales, 2002).

Con la afirmacion realizada el papel funcional de tepas inoculadas fue
minimizado por los altos requerimientos nutrici@satle las plantas durante el tiempo
de la evaluacion (45 dias) (Roble y Barea, 2004de Becho se manifesto en el analisis
de las variables altura de planta y longitud de,ral no presentar diferencias
significativas entre los tratamientos aplicadoge&ar de esto, la cepabb. Gubtilig no
definié su accion funcional al promover el mayosateollo de materia seca (biomasa

vegetal) colocandola como el mejor tratamientosda eariable y ensayo funcional.
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Finalmente, los resultados de esta investigacidriboiyen al conocimiento de
las especies bacterianas presentes en los sualaadizs al cultivo de maiz de las
provincias de la Sierra ecuatoriana, observandoseatgunas de ellas tienen potencial
de ser promotoras del crecimiento vegetal. Conftarinacion obtenida, éstas bacterias
pueden ser utilizadas en la preparaciéon de bibfaries para aplicarlos en ensayos de
campo, esperando resultados en la mejorar la piiviladl de los cultivos de maiz,
especialmente de la variedad 1-101; ademas, damaziai la utilizacion de productos
quimicos, mejorar de la economia regional, recupkxafertilidad del suelo y la

conservacion del medio ambiente.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

La caracterizacion microbioldgica alegd que lax@@as bacterianas del INIAP

poseen un metabolismo completamente diferentenargdzospirillum

El andlisis ARDRA dio lugar a ocho genotipos det 4€Sr, correspondientes a

ocho especies bacterianas diferentes presentagpeblacion analizada.

La técnica de secuenciacion identific6 las ochoeesg bacterianas como:
Agrobacterium tumefaciensBacillus subtilis subtilis; Stenotrophomonas
maltophiligz ~ Stenotrophomonas humi Stenotrophomonas rhizophijia

AcinetobacterBrevundimonas diminuta Pseudomonas umsongensis

La caracterizacion funcionah vitro identific6 a las cepas 6, 13 y 20 como

rizobacterias con actividad promotora del crecituemgetal (PGPR).

La cepa 13Pseudomonas umsongenpi®movid la elongacion de las raices

principales en las semillas de maiz I-101, a coodésin vitro.

Las cepas 6 y 20 Bacillus subtilis subtilispbtuvieron el mayor promedio de
porcentaje de materia seca y numero de raicesigmalas, al inocularlas sobre
semillas de maiz I-101 bajo condiciomewitro.

La caracterizacion funcional en invernadero idetdifa la cepa ®acillus
subtilis subtiliscomo el mejor tratamiento en promover el desarmd biomasa

vegetal en plantas de maiz, variedad I-101.

La cepa @acillus subtilis subtilisevidencié su capacidad funcional sobre el
maiz suave INIAP-101, mediante el desarrollo deltm porcentaje de materia

seca tanto a condicionasvitro como invernadero
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CAPITULO 6
RECOMENDACIONES

Realizar una segunda colecta para el aislamien&jeseplares perteneciente al
género Azospirillum spp. en los suelos maiceros de la Sierra ecua#grian
teniendo como base la identificacion taxondmicaayeValuacion funcional

descritas en esta investigacion.

Emplear pruebas bioquimicas primarias, secundayiaterciarias para la
identificaciébn microbiolégica de aislados bacteoisin

Contar con ejemplares bacterianos certificadospguienezcan al género que se
desea identificar, para utilizarlos como patrorreferencia y compararlos con

las muestras a analizar.

A nivel molecular para la identificacion de badsri diazotroficas, se
recomienda trabajar con genegolucrados en la fijacién de nitrégeno como los

genexif.

Realizar la misma evaluacion en condicionewitro e invernadero de las 20
cepas bacterianas en semillas y plantas de maéendiés a la variedad
evaluada, para constatar si el efecto promotorcoEdimiento varia segun la
planta hospedera.

Elaborar una metodologia para cuantificar la produrc de reguladores de
crecimiento en las cepas identificadas como rizebas PGPR en esta

investigacion.

Realizar pruebas en invernadero y en campo sobirddeaccién de las cepas
bacterianas identificadas como PGPR con fertilesugquimicos nitrogenados en

cultivos de maiz de la Sierra ecuatoriana.
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