XXVIII

VOLUMEN 21

XXVIll Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

DE
LA

dbe

Universidad de Guanajuato

Analisis de la liberacion celular de rizobacterias en capsulas de alginato
de sodio y carboximetilcelulosa

Analysis of rhizobacteria cell release in sodium alginate and carboxymethylcellulose beads

Jaime Ramirez Acosta', Fernando Guevara Cordova', Yareli Caracheo Herrera', Vania Sarai Gémez Torres', Margarita
Verenice Garcia Jiménez !, Ricardo Hernandez Martinez', Rafael Alejandro Veloz Garcia', Blanca Estela Gomez Luna'.

!Licenciatura en Ingenieria Biotecnologia, Divisién de Ciencias de la Salud e Ingenierias, Campus Celaya Salvatierra, Universidad de
Guanajuato, Av. Ing. Barros Sierra No. 201 Ejido de Santa Maria del Refugio, Celaya, Guanajuato, 36000, México;
j.ramirezacosta@ugto.mx. f.guevaracordova@ugto.mx, caracheoherrera@ugto.mx, vs.gomeztorres@ugto.mx
mv.garciajimenez@ugto.mx, r.hernandez.m@ugto.mx, alejandroveloz@ugto.mx, be.gomez@ugto.mx

Resumen

El uso indiscriminado de agroquimicos ha generado diversos problemas ambientales, tales como la reduccion
de organismos beneficiosos en el suelo y la contaminacién de suelo, agua y aire. Para abordar estas
desventajas, se han buscado alternativas sostenibles, entre las cuales se destacan los microorganismos
promotores del crecimiento vegetal, especialmente ciertas bacterias que ofrecen beneficios a las plantas,
como mejorar la absorcién de nutrientes, inhibir ataques de patégenos y descomponer sustancias téxicas.
Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden emplearse como biofertilizantes, siendo el uso de
consorcios una estrategia para potenciar sus habilidades complementarias y lograr resultados mas efectivos.
Una forma de aplicacion es mediante la encapsulacién con polimeros, lo cual protege a las rizobacterias
contra el estrés ambiental y mejora su rendimiento en el suelo. En esta investigacién, se utilizé alginato de
sodio, un polimero ampliamente empleado debido a su versatilidad y biocompatibilidad, junto con
carboximetilcelulosa, un derivado hidrosoluble de la celulosa, para la encapsulacion de un consorcio de
rizobacterias. Entre ellas, se destaca la cepa 419 por su capacidad para degradar carboximetilcelulosa, lo
cual es relevante para la degradacion de este componente presente en la capsula y, por ende, para promover
una liberacion de las bacterias. Se observé que la concentracion de la cepa bacteriana 419 en la formulacion
de las capsulas influye en su tasa de liberacién. Los resultados mostraron que una concentracion del doble
de la cepa incrementa la velocidad de liberacién, aunque se identificoé un limite que compromete este proceso.
Estos hallazgos son relevantes para optimizar la encapsulacion y asegurar la efectividad de la liberacion
controlada de las bacterias promotoras del crecimiento en aplicaciones agricolas sostenibles.

Palabras clave: microorganismos benéficos, simbiosis, fitoestimulacién, consorcios, biofertilizantes.

Introduccion

Los agroquimicos son sustancias utilizadas en cultivos agricolas para incrementar la produccion y asi lograr
cubrir la gran demanda mundial de alimentos que existe en la actualidad; sin embargo, esto mismo ha
provocado el uso indiscriminado de estos productos (Guzman-Plazola y otros, 2016). Algunos de los
problemas provocados por la aplicacién intensiva de agroquimicos son: eliminaciéon de organismos, efectos
de resistencia de poblaciones de plagas y contaminacion de ecosistemas acuaticos (Reyes y otros, 2010).
Lamentablemente, los sistemas acuaticos, terrestres y marinos son los mas afectados por el uso de productos
contaminantes como plaguicidas y fertilizantes, alterando las condiciones naturales de los ecosistemas
(Garcia-Gutiérrez y Rodriguez-Meza, 2012).

Ante las desventajas de su uso, se han llevado a cabo investigaciones en busca de alternativas mas
amigables con el ambiente y sostenibles, que logren disminuir la aplicacion de estos productos en la
agricultura. Una de las alternativas es el uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal que
establecen simbiosis con especies vegetales de interés agricola, forestal y hornamental los cuales
suministran grandes beneficios a la planta (Cruz-Cardenas y otros, 2021). Un ejemplo de estos
microorganismos son las rizobacterias, las cuales poseen importantes capacidades metabdlicas ya que

pag 1


mailto:j.ramirezacosta@ugto.mx
mailto:f.guevaracordova@ugto.mx
mailto:caracheoherrera@ugto.mx
mailto:vs.gomeztorres@ugto.mx
mailto:mv.garciajimenez@ugto.mx
mailto:r.hernandez.m@ugto.mx
mailto:alejandroveloz@ugto.mx
mailto:be.gomez@ugto.mx1

DE
LA

XXVII

VOLUMEN 21

XXVIll Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

dbe

Universidad de Guanajuato

logran utilizar diferentes fuentes de carbono para multiplicarse, respiracion aerébica y anaerébica, emplean
diferentes donantes de electrones organicos e inorganicos, etcétera. Ademas, son capaces de relacionarse
con otras especies hongos, animales o plantas, y estas interacciones pueden llegar a ser favorables, neutras
o0 negativas (Pardo y otros, 2021).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal son microorganismos que viven en la rizésfera, la cual
es el area del suelo que se encuentra unida a la raiz y que se extiende a algunos milimetros de la superficie
del sistema radicular. En esta parte existe una interaccion dinamica de los procesos biogeoquimicos entre las
raices y microorganismos del suelo, los cuales se ven influenciados por los exudados radiculares (Rodriguez-
Sahagun y otros, 2020).

Estos microorganismos pueden ser aislados y aprovechados de diversas fuentes y ambientes naturales,
como las Areas Naturales Protegidas (ANP). Estas zonas no han sido alteradas por la actividad humana y
conservan intactas sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como las poblaciones de microorganismos que
albergan y que realizan funciones importantes para la calidad y salud del suelo y los ecosistemas (Gomez
Luna y otros, 2021). Sin embargo, es importante destacar que no todas las bacterias aisladas de plantas o
suelos tienen la capacidad de promover el crecimiento vegetal. Por lo tanto, se deben realizar estudios previos
para evaluar su interaccion y capacidad de fitoestimulacion (Vivanco-Calixto y otros, 2015).

Las rizobacterias benefician a las plantas a través de diferentes mecanismos (Figura 1) como: fijacién de
nitrégeno, sintesis de fitohormonas, desarrollo del crecimiento de la raiz, proliferaciéon de pelos radiculares,
mejora de la absorcién de nutrientes y agua, inhibicién del crecimiento de microorganismos patégenos y
produccion de sideroforos (Torriente, 2010). Ademas, participan en el ciclaje tomando nutrientes no
aprovechables para la planta y transformandolas hasta la obtencion de formas asimilables para las células
vegetales (Camelo y otros, 2011). Asi mismo favorecen el desarrollo de otros microorganismos benéficos,
promueven la descomposicion de sustancias toxicas y aumentan el contenido de materia organica (Reséndez
y otros, 2018).
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Figura 1. Mecanismos de actividad de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés).
Fuente: (Chandran y otros 2021)

La formacion de consorcios de rizobacterias es una estrategia adecuada para potenciar las actividades de
estos microorganismos y sus efectos positivos en las plantas. Un consorcio consiste en una asociacion de
diversas cepas de rizobacterias que trabajan en conjunto para mejorar el crecimiento y la salud de las plantas.
Al combinar cepas con habilidades complementarias, se pueden lograr resultados superiores a los que se
obtendrian utilizando una sola cepa.

Las caracteristicas benéficas de las rizobacterias han sido consideradas para su aplicacion en la agricultura,
con el objetivo de mejorar la produccion agricola (Camelo y otros, 2011). Una de estas aplicaciones es su
uso como biofertilizante, lo que representa una alternativa sostenible a los problemas generados por el uso
de agroquimicos, como el empobrecimiento de nutrientes en el suelo y la contaminacion. La Organizacion de
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las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién ha propuesto el uso de microorganismos como una
opcion para lograr una alimentacion y agricultura sostenibles (Castillo, 2019).

Aunque la inoculacién de plantas con rizobacterias se realiza comercialmente en la agricultura, la formulacion
de uninéculo con un efecto confiable y consistente en condiciones de campo es problematica (Malusa y otros,
2012). Para la formulacion exitosa de bioinoculantes o biofertilizantes, se deben superar condiciones
especificas de temperatura, humedad, salinidad, radiacion UV, estrés hidrico y pH de suelos desfavorables
(Garcia y otros, 2011). El uso de microorganismos promotores de crecimiento vegetal debe ser manejado en
base a protocolos que sean seguros para los agricultores y su entorno, no tener algun componente que resulte
nocivo para las platas y ser capaz de degradarse en el suelo por accién microbiana, resistente a los factores
ambientales destructivos presentes en el suelo (Hernandez-Martinez y otros, 2022).

La encapsulacion en biopolimeros es una técnica valiosa para el desarrollo de biofertilizantes, permitiendo la
proteccion y liberacion controlada de microorganismos beneficiosos en el campo. Entre todos los materiales
utilizados en los procesos de encapsulacion, el alginato se considera el polimero experimental mas comun
en la agricultura (Meftah-Kadmiri y otros, 2021) por ser versatil y biocompatible con los compuestos activos.
Investigaciones anteriores han demostrado resultados favorables al formar capsulas de alginato por su gran
capacidad de atrapar las bacterias suficientes dentro del proceso de encapsulado (Hernandez-Martinez y
otros, 2022). La encapsulacion con polimeros ofrece proteccion contra el estrés ambiental y, en
consecuencia, aumenta la supervivencia y liberacién de microorganismos en el suelo o en la semilla (Guo y
otros, 2012).

El desarrollo y aplicacion de biofertilizantes en cultivos debe tener en cuenta diversos aspectos, como el tipo
de planta y la etapa fenoldgica del cultivo en la que se desea aplicar. La etapa inicial de crecimiento de las
plantas es particularmente importante, ya que es en este momento cuando las plantas comienzan a
desarrollar y fortalecer sus tallos, hojas, ramas y sistema radicular. Durante esta etapa, las plantas requieren
una atencion especial en cuanto a los nutrientes que reciben. Las rizobacterias pueden ser de gran ayuda en
este sentido, ya que pueden ejercer sus efectos benéficos en la planta. Por lo tanto, es esencial asegurar que
los biofertilizantes proporcionen una presencia adecuada de estos microorganismos durante el crecimiento
de la planta para contribuir al desarrollo correcto del cultivo.

El presente estudio se centra en el desarrollo de un biofertilizante basado en capsulas de alginato de sodio
(AS) y carboximetilcelulosa (CMC), disefiadas para encapsular rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, susceptible a la degradacion enzimatica bacteriana. Para ello, se partié de una identificacion previa
del material bioldgico y del desarrollo de un consorcio bacteriano, ademas de un protocolo para la
encapsulacion de estos microorganismos.

La formulacion del biofertilizante incluye CMC como fuente de carbono, especificamente dirigida a una
bacteria clave del consorcio, debido a su actividad carboximetilcelulasa (CMCasa). En estudios previos se
demostré su destacada capacidad para sintetizar CMCasa, llegando a producir 43.34 unidades enzimaticas
por mililitro (U/mL) (Hernandez-Martinez y otros, 2023). Se busca que con la presencia de esta bacteria en el
encapsulado se permita la “degradacion controlada” de la porcién de carboximetilcelulosa, y tenga impacto
positivo en la tasa de liberacién (Figura 2).
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Figura 2. Modelo tedrico de liberacion celular de encapsulado.

Este enfoque tiene como motivo el lograr una aplicacion éptima de biofertilizante en cultivos durante la fase
fenoldgica de crecimiento primario, lo cual es de crucial importancia en el desarrollo de las plantas. La
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presencia de rizobacterias en abundancia en esta etapa critica beneficiaria procesos como el establecimiento
del sistema radicular y la asimilacion de nutrientes, lo que se traduciria en un crecimiento vigoroso y sano de
las plantas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto sobre la tasa de liberacion de rizobacterias
encapsuladas en capsulas de AS-CMC bajo la influencia de la actividad CMCasa generada por el material
biolégico dentro del encapsulado.

Materiales y métodos

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de investigacion en Biotecnologia de la Universidad de
Guanajuato, Campus Celaya - Salvatierra, Division de Ciencias de la Salud e Ingenierias, sede Mutualismo.

Material biologico utilizado

En este estudio, se empled un consorcio de cinco cepas bacterianas identificadas con los codigos 419, 112,
256, 275y 303, las cuales fueron aisladas de suelos ubicados en ANP del estado de Guanajuato. Los aislados
de rizobacterias fueron caracterizados, y se generaron colecciones de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, principalmente del género Bacillus spp. Las cepas 112, 256, 275 y 303 se obtuvieron de suelos en
la ANP "EI Cerro de Culiacan", localizado entre los municipios de Cortazar, Jaral del Progreso y Salvatierra.
Por otro lado, la cepa 419 se aislé del suelo de la ANP "La Sierra de los Agustinos".

Previamente, se investigd el consorcio bacteriano (datos no publicados), y se observé que las cepas 112 y
256 ejercieron un efecto positivo del 92 % en el porcentaje de germinaciéon de lentejas (Lens culinaris).
Ademas, en términos del efecto promotor del crecimiento de las plantas de lenteja, las cepas 303 y 256
mejoraron significativamente la cantidad de biomasa, longitud de raiz y follaje en comparacion con el control.
La cepa 275 también mostré resultados favorables en cuanto a la germinacién y promocién del crecimiento
de las plantas de lenteja y de huisache (Acacia farneciana).

Se investigd y demostrd que estas cepas bacterianas poseen varias actividades que las hacen promotoras
del crecimiento vegetal. Todas ellas mostraron actividad de la enzima ACC desaminasa, lo que es relevante
en la reduccion de la concentracion de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), una sustancia que
inhibe el crecimiento de las plantas. Ademas, todas las cepas solubilizaron fosfatos, lo cual es esencial para
mejorar la disponibilidad de este nutriente esencial para el desarrollo de las plantas. Asimismo, todas las
cepas, a excepcion de la 419, mostraron capacidad para producir sideréforos, compuestos quelantes de
hierro que facilitan la absorcién de este elemento vital. Todas las cepas produjeron acido indolacético, una
hormona vegetal asociada con la promocién del crecimiento radicular y la formacién de raices adventicias.
Es importante mencionar que, entre las cepas estudiadas, unicamente la cepa 419 muestra actividad de
CMCasa, la cual exhibe una destacada y notable actividad, como se describié anteriormente.

Preparacion del inoculo

Se llevo a cabo la inoculacion individual de las cepas en caldo papa dextrosa, excepto para la cepa 419 que
fue inoculada en caldo nutritivo. Los cultivos se llevaron a incubacion 29° C con una velocidad de agitacion
de 150 rpm. Durante la fase estacionaria temprana, se recolectd el cultivo resultante y se centrifugé a
2000 rpm durante 20 min. Después, se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet en una solucién de
peptona al 1 % (p/v).

Soluciones

Se preparé una solucion denominada gelificante, utilizando CMC y AS al 0.75y 2 % (p/v) respectivamente.
Estos componentes se disolvieron mediante agitacion y calentamiento para facilitar su solubilizacién. Por otro
lado, se prepar6 una solucién denominada endurecedora, utilizando cloruro de calcio (CaCly) a una
concentracién de 0.135 M, complementada con Tween 20 a una concentracion de 0.1 g/L. Ambas soluciones
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se transfirieron a frascos de vidrio con tapa de rosca y se sometieron a esterilizacion en autoclave a 121° C
durante 15 min.

Generacion de encapsulados

Se siguio la metodologia propuesta por Hernandez-Martinez y otros (2022) con algunas modificaciones. Se
prepar6 una solucién gelificante que contenia un 10 % (v/v) de bacterias suspendidas en agua peptonada, a
concentraciones especificas segun se detalla en el siguiente apartado. Posteriormente, se extruyo la solucién
gelificante inoculada hacia la solucién endurecedora, manteniendo una distancia de 6 cm entre la manguera
y la solucién. Todo el proceso se llevo a cabo a una temperatura de 25° C y se aplicé una velocidad de
agitacion magnética de 600 rpm, utilizando un agitador magnético. Las capsulas formadas se sometieron a
agitacion durante 1 h a 600 rpm. Después de este tiempo, las perlas se separaron de la solucién utilizando
una malla metalica y las capsulas resultantes se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.

Analisis de liberacion celular

Para evaluar la liberacion celular y el impacto de la cepa 419 en la degradaciéon de cépsulas debido a su
actividad CMCasa, se llevo a cabo un andlisis de liberacion celular. Esto involucré la inmersion de capsulas
que contenian células en diferentes concentraciones (conforme se describe en la Tabla 1), junto con capsulas
sin células como control negativo, en una solucion salina estéril.

Tabla 1. Formulacion de la solucion

UFC/mL
Formulacion
419 112 256 275 303
F 1x10° 1x 10° 1x10° 1x 10° 1x 10°
Fu 2 x10° 1x 10° 1x10° 1x 10° 1x 10°
Fui 3 x10° 1x 10° 1x10° 1x 10° 1x 10°
Fo 0 1x 10° 1x10° 1x 10° 1x 10°
Fen 0 0 0 0 0

En matraces de 125 mL, se introdujeron 100 mL de una solucion salina estéril. Posteriormente, se afiadieron
80 capsulas (equivalentes a 5mL) de cada formulacion. Los recipientes se mantuvieron en agitacion
constante a una velocidad de 150 rpm y a una temperatura de 28 + 2° C. En intervalos de tiempo especificos,
se tomaron muestras de la soluciéon para determinar la concentracién de células presente mediante la
medicion de la densidad optica a 600 nm (DOeno). Los resultados se representaron graficamente en funcion
del tiempo de incubacion en dias. Las tasas de liberacién celular se calcularon a partir de las pendientes
obtenidas en determinados intervalos de tiempo a partir de los perfiles de DOgoo. Cada formulacion fue
analizada en triplicado para asegurar la consistencia y precisién de los resultados.

Resultados y discusiones

De acuerdo con los datos presentados en la Figura 2, se puede inferir que existe una relacién directa entre
la concentracion de la cepa 419 y la tasa de liberacion, donde un aumento en la concentracion conlleva a un
incremento en la tasa de liberaciéon. En consecuencia, es posible establecer que la formulacién Fy, la cual
posee el doble de concentracion de la cepa 419 a en comparacion con la formulacion F, exhibe una velocidad
de liberacion superior a la de F. Estos resultados sugieren una dependencia significativa de la concentracion
sobre el comportamiento de liberacion en el sistema estudiado.
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Figura 2. Liberacion celular en solucién salina para cada formulacion.

Sin embargo, se observa que en un punto determinado la formulacién Fy; exhibe una tasa de liberacién inferior
a la de Fo, a pesar de presentar una concentracion tres veces mayor que F|. Estos resultados sugieren la
existencia de un efecto adverso en la velocidad de liberacion, el cual parece estar relacionado con la
presencia de una concentraciéon mas elevada de la cepa 419 en la formulacion Fy,.

El factor temporal desempefia un papel de relevancia en el analisis, como se evidencia en los primeros dias,
donde los resultados muestran diferencias significativas. No obstante, a medida que progresa el tiempo, se
observa un progresivo establecimiento del equilibrio. Este fendmeno se atribuye al estado de equilibrio
alcanzado por el sistema, donde las concentraciones dentro y fuera de las capsulas se igualan.

La formulacion Fy; muestra una tasa de cambio mas lenta, mientras que la F una mas rapida (Tabla 2). Por
otro lado, las formulaciones Fp y F| se asemejan en sus resultados. Estos hallazgos sugieren la existencia de
un limite en las concentraciones de las cepas, posiblemente debido a la competencia generada durante la
incubacién por recursos nutricionales limitados. Ademas, se infiere que la alta actividad enzimatica en la
formulacion Fy podria afectar la porosidad de las capsulas, comprometiendo su estructura v,
consecuentemente, su porosidad.

Tabla 2. Comparacion de tasas de liberacion celular

Tasa de liberacion, v (dias™)

Formulacién
Inicial (0 — 7 dias) Media (7 — 14 dias) Final (14 — 21 dias)
Fi 56x 1073 4.9 % 10-3 0.7 x 1073
Fu 7.6 x 1073 29 %103 0.4 %1073
Fun 48%1073 29 % 103 0.8x 1073
Fo 34 x 1073 41 % 103 1.0 x 1073
Fen 0 0 0
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Conclusiones

Los resultados de la evaluacion de la liberacion de rizobacterias encapsuladas en capsulas de AS y CMC,
bajo la influencia de la actividad celulolitica de la cepa bacteriana, han demostrado que la concentracion de
la cepa 419 tiene un impacto significativo en la velocidad de liberacién. Se observd que un aumento en la
concentracion conduce a una mayor tasa de liberaciéon, aunque concentraciones extremadamente altas
pueden tener un efecto adverso en la velocidad de liberacion. En resumen, la utilizacién de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal en el desarrollo de biofertilizantes emerge como una perspectiva
prometedora y sostenible para contrarrestar el impacto adverso de los agroquimicos en el entorno ambiental
y agricola. No obstante, es de vital importancia llevar a cabo investigaciones rigurosas y tener en cuenta
factores como la liberacién para optimizar la aplicacion de estos productos y maximizar sus beneficios en los
sistemas agricolas.
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