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RESUMEN  

 
La inmovilización es un método caracterizado por restringir a las células a un área delimitada 

conservando su viabilidad metabólica. Dicha técnica y sus métodos representan una alternativa para 

mejorar la capacidad de adaptación de las bacterias frente a la exclusión competitiva por 

microorganismos autóctonos, así como de interacciones y factores ambientales que limitan su 

bioaumentación. Especies del género Azotobacter son de interés debido a su eficiencia como 

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV). Sin embargo, su inoculación en suelo puede 

presentar dificultades relacionadas con su sobrevivencia y efectividad a largo plazo. El objetivo de 

este trabajo fue evaluar el efecto de Azotobacter vinelandii encapsulada en perlas de alginato-Na como 

inoculante de plántulas de tomate (Solanum Lycopersicum L). La inoculación con A. vinelandii en 

forma libre y encapsulada favoreció indistintamente el crecimiento de las plántulas. Por su lado, al 

usar el inóculo encapsulado aumentó el porcentaje de germinación, el diámetro del tallo y longitud de 

raíces en comparación con el inóculo líquido, así como la concentración de NO3 y Na. La 

encapsulación de A. vinelandii restringe espacialmente su distribución en el suelo, pero no limita su 

establecimiento en la rizósfera inmediatamente después de la inoculación. Sin embargo, la viabilidad 

de la bacteria se vio limitada después de 30 d independientemente del método de inoculación.  
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ABSTRACT  
 

Immobilization is a specific method for restricting cells in a delimited area while retaining their 

metabolic viability. This technique and its methods represent an alternative to improve the ability of 

bacteria to adapt to competitive exclusion by native microorganisms, as well as interactions and 

environmental factors that limit their bioaugmentation. Species of the genus Azotobacter are of interest 

due to their efficiency as plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). However, its inoculation in 

the soil can present difficulties related to its survival and long-term difficulties. The objective of this 

work was to evaluate the effect of Azotobacter vinelandii encapsulated in alginate-Na pearls as 

inoculant of tomato seedlings (Solanum Lycopersicum L). Inoculation with A. vinelandii in free and 

encapsulated form indistinctly favored seedling growth. On the other hand, when using the 

encapsulated inoculum, the percentage of germination, stem diameter and root length compared to the 

liquid inoculum are varied, as well as the concentration of NO3 and Na. The encapsulation of A. 

vinelandii spatially restricts its distribution in the soil, but does not limit its establishment in the 

rhizosphere immediately after inoculation. However, the viability of the bacteria was limited after 30 

specific days of the method of inoculation 

 

Key words: alginate, Immobilization, PGPR 
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CAPÍTULO I  

1.1 INTRODUCCIÓN  

La inoculación de plantas con bacterias y simbiontes para mejorar el rendimiento de los cultivos es 

una tecnología que se ha llevado a cabo durante décadas (Bashan et al., 2014). Las especies de 

Azotobacter pertenecen al grupo las rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas 

(RPCV) (Chennappa et al., 2018). El género Azotobacter tiene la capacidad de producir diferentes 

tipos de sustancias como metabolitos secundarios, tales como aminoácidos, fitohormonas, 

antibióticos, antifúngicos y sideróforos (Vejan et al., 2016). Recientemente, se ha reportado que 

degradan diferentes tipos de plaguicidas y compuestos fenólicos (Chennappa et al., 2019). 

Azotobacter vinelandii, es una bacteria gram negativa que destaca por su eficiencia en la fijación 

asimbiótica de nitrógeno (N), producción de sustancias promotoras de crecimiento y de control 

biológico, así como por la generación de metabolitos de interés industrial (Gurikar et al., 2016). A. 

vinelandii produce vitaminas del grupo B (niacina, rivoflavina y biotina) y aminoácidos (ácido 

aspártico, ácido glutámico, glicina, histidina, arginina, prolina, etc.) que son claves en procesos 

celulares del metabolismo de grasas, carbohidratos y proteínas (Revillas et al., 2000).  Han reportado 

que produce auxinas como el ácido acético de indol (AIA), responsable de la división, diferenciación 

y crecimiento de células vegetales (Reshma et al., 2018), así como fitorreguladores de crecimiento 

de acción hormonal como de ácido giberélico (AG) (Upadhyay et al., 2009). Excreta también, 

compuestos antifúngicos (azotobacin, azotochelin, aminoquelin, protochelin y 2,3-

dihidroxiacidobenzoico) (Nagaraja et al., 2016) y sustancias volátiles como el cianuro de hidrógeno 

(HCN) que inhibien el crecimiento de microorganismos fitopatógenos como hongos de los géneros 

Aspergillus y Fusarium (Chennappa et al., 2018).  

Por otro lado, pese a sus potenciales efectos benéficos, la incorporación de A. vinelandii en el suelo 

puede presentar dificultades relacionadas con su sobrevivencia, colonización y efectividad en el 

suelo a largo plazo (Mrozik y Piotrowska-Saget 2010).  

En general, poco después de que las suspensiones de bacterias se inoculan en el suelo sin un 

portador adecuado, la población disminuye rápidamente para la mayoría de las especies de RPVC 

(Bashan et al., 2014). Este fenómeno, combinado con la escasa producción de biomasa bacteriana, 

la dificultad para mantener sus actividades metabolicas ante el estrés abiótico y el estado fisiológico 

en el momento de la aplicación, pueden limitar su estabilizamiento en la rizosfera. Estas bacterias 
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inoculadas, deben competir con el microbioma nativo, a menudo mejor adaptado, y soportar la 

depredación por la microfauna del suelo. Es por ello que algunos autores no recomiendan la 

inoculación de RPCV en forma de diluciones celulares líquidas en suelo (Nakkeeran et al., 2005). En 

consecuencia, una función importante a considerar en la formulación de inoculantes es proporcionar 

un microentorno más adecuado, combinado con protección física durante un período prolongado 

para prevenir una rápida disminución de la viabilidad de dichos microorganismos (Bashan et al., 

2002). 

En este sentido, la inmovilización celular es una técnica que se emplea con el propósito de favorecer 

el establecimiento y colonización de microorganismos benéficos, ya que puede brindarles mayor 

viabilidad, tolerancia y protección a factores externos (Yañez-Ocampo et al., 2009). La encapsulación 

microbiana, el más común de los métodos de inmovilización, es caracterizada por atrapar 

microorganismos vivos en una matriz polimérica y mantener su viabilidad (Mustapha et al., 2018). 

Con este propósito, ha surgido interés en el empleo de diferentes materiales y técnicas con la 

finalidad de incrementar la productividad y viabilidad de células, así como mantener su actividad 

metabólica por periodos prolongados de tiempo (Jeshitha et al. 2015). El uso de esta tecnología debe 

proporcionar de forma deseable, condiciones apropiadas y prolongadas para el desarrollo celular, 

nula toxicidad o potencial contaminante, así como propiedades constantes para ser usados en agua 

y suelos (Covarrubias et al., 2012).   

La encapsulación en matrices poliméricas es generalmente experimental en el campo de la 

tecnología de inoculación de bacterias con fines agrícolas y ambientales (Vejan et al., 2016). No 

obstante, cuando se emplea la inmovilización microbiana en los procesos de bioaumetación e 

inoculación, comúnmente se logran mayores rendimientos y porcentajes de colonización al 

incorporarlos bajo la protección de la encapsulación, surgiendo como una alternativa tecnológica 

con potenciales aplicaciones (Nagaraja et al., 2016).  

Las investigaciones que se han enfocado en la búsqueda de alternativas para la optimización de 

tecnologías de inoculación bacteriana empleando alguna técnica de inmovilización son escasas. Se 

usan principalmente dos tipos de procesos, los basados en retención física (como el atrapamiento 

en matrices porosas o encapsulación en membranas) y aquellos en los que se emplea un enlace 

químico (p.e. la formación de biopelículas). La inmovilización puede llevarse a cabo empleando 

materiales inorgánicos naturales, polímeros naturales o materiales sintéticos. Si bien la mayoría de 
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estos inoculantes se utilizan a pequeña escala para la producción de cultivos, la mayoría los 

inoculantes poliméricos se emplean de modo experimental. Para usos agrícolas y ambientales, estos 

polímeros incluyen materiales como el alginato, agar, λ y κ carragenina, pectina, quitosano, goma de 

frijol y polímeros patentados. Entre ellos, el alginato es el material de elección para la mayoría de las 

encapsulaciones de microorganismos (Talwar y Ninnekar 2015). Las ventajas de las formulaciones de 

alginato son su naturaleza no tóxica, biodegradabilidad, asequibilidad y liberación lenta de los 

microorganismos atrapados controlada por la estructura polimérica (Kadakol, Kamanavalli y Shouche 

2011). 

Al respecto, las perlas de alginato (1–4 mm de diámetro) se han usado para encapsular RPCV y 

hongos micorrízicos. Streptomycetes sp. fue atrapado en un portador de alginato-caolín (silicato de 

aluminio) y se sometió a liofilización. Este inoculante se formuló como un polvo seco o humectable 

mediante la adición de almidón, talco y caolín para mejorar la supervivencia de Streptomycetes sp. 

Las pruebas de estas formulaciones mostraron grandes variaciones en la eficacia del control 

biológico del patógeno fúngico Rhizoctonia en tomate (Sabaratnam y Traquair 2002). 

La encapsulación de RPCV Bacillus subtilis en perlas de alginato enriquecidas con ácido húmico 

produjo una alta viabilidad con una pérdida celular mínima por 5 meses; y a diferente pH, dicha 

formulación produjo una liberación celular constante de la bacteria y mostró resultados exitosos en 

la inoculación de lechugas (Young et al. 2006).  

Cuando se inoculó Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluroescens en plantas de trigo en bolsas 

para su desarrollo en una cámara de crecimiento, ambas especies colonizaron y produjeron efectos 

de crecimiento iguales a los de cepas libres (Bashan y González 1999). Por otro lado, Vassilev et al. 

(2001) demostraron que la inoculación con un hongo (Glomus deserticola) y una levadura 

solubilizante de fósforo (P) (Yarrowia lipolytica) atrapada en alginato puede ser una técnica eficaz 

para el establecimiento y crecimiento de plantas de tomate en suelos deficientes de nutrientes. Del 

mismo modo, Krell et al. (2017) han sugerido que la inmovilización en alginato aumenta el 

endofitismo y tolerancia a contaminantes.  

No obstante, una limitante del uso de dicha tecnología de inoculación ha sido la heterogeneidad del 

suelo, la supervivencia en condiciones de confinamiento, su interacción con los materiales de 

soporte o atrapamiento y la estabilidad mecánica de los materiales empleados en la inmovilización. 

Además son limitadas las investigaciones en las que se evalue la viabilidad de las RPVC en 
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experimentos in situ empleando técnicas moleculares para el monitereo de la viabilidad de los 

microorganismos inoculados. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de A. vinelandii encapsulada en perlas de alginato-

Na como inoculante de plántulas de tomate (Solanum Lycopersicum L) en suelo. 
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1.2 MARCO TEÓRICO  

 

1.2.1 Rizoacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) 

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) habitan en la rizósfera del suelo.  Dichas 

bacterias, de manera directa o indirecta, facilitan el enraizamiento y crecimiento de las plantas por lo 

que han sido consideradas agentes de fertilización biológica. Además, son una excelente alternativa 

al uso de fertilizantes nitrogenados (FN) y agroquímicos, debido a que la inoculación de con este tipo 

de bacterias optimiza el uso de FN, sin afectar el crecimiento o rendimiento de los cultivos (Armenta-

Bojórquez et al. 2009). 

Las RPCV crecen ya sea de forma endófita o libre a las plantas y estimular su crecimiento por diversos 

mecanismos, como la fijación biológica de nitrógeno, la solubilización y mineralización de fosfato, la 

producción de índoles, sideróforos, entre otros (Pii et al. 2015). 

Entre los géneros bacterianos que pertenecen a las RPCV se encuentran: Agrobacterium, Arthrobacter 

Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, 

Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y Serratia.  

 

1.2.2 Género Azotobacter 

Las bacterias del género Azotobacter pertenecen a la familia Azotobacteriaceae y representa el grupo 

principal de bacterias heterotróficas asimbióticas fijadoras de nitrógeno que habitan principalmente 

en suelos (Sartaj et al. 2013).  

Las bacterias Azotobacter reaccionan como Gram negativos, sus células son ovoides y miden 

aproximadamente 2μm a 4μm de diámetro, son aerobias, pero algunas pueden vivir en condiciones 

bajas de oxígeno y tienen flagelos periticos que les permiten moverse (Saribay 2003).   

Para el óptimo crecimiento de este tipo de bacterias se requiere de un pH de 7.0-7.5 y una temperatura 

de 30°C (Saribay 2003).   

En cuanto a sus cualidades metabólicas, reducen el nitrato, producen sulfuro de hidrógeno, hidrolizan 

el almidón, producen promotores de crecimiento (giberelinas, auxinas y citoquininas) (Santana et al. 

2002), además de fijar asimbióticamente nitrógeno, solubilizar fosfato y pueden biodegradar algunos 

plaguicidas (Holt 2000). 

La producción de fitohormonas como auxinas, citosinas y giberlinas es muy importante, ya que estas 

favorecen el desarrollo radicular aumentando así la toma de agua y nutrientes, producción de etileno, 

producción de cianidas, fijación del N2 atmosférico, etc. (Rossi 2016).  
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El género Azotobacter es capaz de fijar en promedio 20 kg N/ha por año (Rawia et al. 2009). Este tipo 

de bacterias también participan en otras vías metabólicas promotoras del crecimiento vegetal por su 

actividad antagonista contra los patógenos de plantas en suelo y la activación del potencial 

bioinoculante rizosférico para la mejora del rendimiento de las plantas (Lakshminarayana et al. 2000).  

Entre las especies de Azotobacter destacan: A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A. paspali, 

A. armeniacus, A. nigricans y A. salinestri. 

Estudios han demostrado que la inoculación con Azotobacter en cultivos de maíz aumenta 

significativamente la altura de la planta, el peso y el rendimiento del grano, este último hasta en un 

35% con respecto al testigo (Bandhu et al. 2013).  

 

1.2.3 Azotobacter vinelandii  

Azotobacter vinelandii es una bacteria móvil, mesófila, fijadora de nitrógeno, su morfología puede 

variar desde bacilos hasta cocos dependiendo del medio en el que se crezca, además, es poliploide, 

por lo que posee varias copias de su cromosoma calculándose que puede llegar a tener hasta 80 copias. 

Su tamaño llega a variar desde 2 a 5 μm de diámetro (Nagpal et al. 1989). 

A. vinelandii es una bacteria de interés biotecnológico debido a su capacidad metabólica y genética 

para la fijación de nitrógeno en presencia de oxígeno. También ha sido objeto de estudios por su 

capacidad de producir polímeros como el polihidroxibutirano y el alginato utilizado como agente 

gelificante en la industria alimenticia y farmacéutica (Espín 2002). 

 

Tabla 1. Taxonomía de Azotobacter vineleandii  

Dominio Bacteria 

Filo Proteobacteria 

Clase Gammaproteobactetia 

Orden Pseudomonadales 

Familia Pseudomonadaceae 

Género Azotobacter 

Especie Azotobacter vinelandii 

 (Uniprot Consortium, 2009). 
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1.2.4 Fijación de N por A. vinelandii  

A. vinelandii, así como las demás bacterias del género Azotobacter, llevan a cabo reacciones de 

conversión de N2 a NH4 debido a la catálisis enzimática, principalmente nitrogenasas, requiriendo 

además de una fuente de carbono, nitrógeno, magnesio, potasio, calcio, hierro y fosforo.  

Como fuente de carbono y energía, normalmente son utilizados ácidos orgánicos, azúcares o sus 

derivados como el manitol, la fructosa, glucosa, sucrosa, fumarato, piruvato, etc. (Holt 2000). Como 

fuente de nitrógeno pueden usar nitrato, sales de amonio y aminoácidos.  

A. vinelandii es capaz de fijar nitrógeno en aerobiosis debido a que posee un sistema integrado de 

protección de su nitrogenasa que comprende: protección conformacional, protección respiratoria, 

autoprotección y otros cambios morfológicos y fisiológicos que le permiten crecer diazotróficamente 

en condiciones totalmente aeróbicas (Manchal et al. 2000). 

Azotobacter vinelandii tiene tres diferentes tipos de nitogensas para la fijación de nitrógeno, 

nitrogenasa 1 codificada por el gen nifHDK, nitrogenasa 2 que es dependiente de vanadio, es 

codificada por los genes vnf y se encuentran en los operones vnfHorfFd y vnfDGK y nitogenasa 3 que 

se genera en condiciones deficientes de molibdeno y vanadio, es codificada por el gen anfHDK 

(Betancourt 2002). 
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Fig. 1. Esquema de la organización de los genes involucrados en las síntesis de las nitrogenasas 

utilizadas por A.vinelandii en la fijación de nitrógeno. (Betancourt 2002).  

 

1.2.5 Inoculantes microbianos 

En los últimos años el efecto de la inoculación de microorganismos que estimulan el crecimiento de 

plantas ha sido de gran interés para la producción de bioinsumos (Sotelo et al. 2012). 

La forma de inoculación de rizobacterias sobre las plantas es sencilla y versátil, ya que pueden ser 

aplicadas en la semilla, raíz o el suelo (Shen et al. 2013; Cordero-Ramírez et al., 2013; Zaidi et al., 

2015). La respuesta de las plantas ante la inoculación varía de forma considerable y está en función 

de la especie de rizobacteria aplicada, el hospedero, tipo de suelo, condiciones ambientales, 

concentración del inóculo y modo de inoculación (Becerra-Castro et al 2011; Cabello-Conejo et al., 

2014).  

La inoculación de plantas utilizando RPCV es una técnica ampliamente utilizada comercialmente en 

la agricultura, pero variables como la formulación del inóculo y el método de inoculación no han 

tenido efectos confiables y consistentes en condiciones de campo (Malusá et al. 2012). El método de 

inoculación es un aspecto determinante en el proceso de colonización, actividad y permanencia de las 

células bacterianas en la rizósfera de las plantas, además de que influye de forma indirecta sobre los 

mecanismos de acción que promueven el crecimiento en las plantas (Krzyzanowska et al.2012; He et 

al., 2016).Para que la formulación del inóculo sea exitosa, este debe ser estable en un rango amplio 

de temperatura, humedad, salinidad, radiación UV, estrés hídrico, y pH (García et al. 2011). 

Entre los métodos de inoculación de rizobacterias se ha usado la micro y macroencapsulación, que ha 

demostrado ser más eficientes que la inoculación en forma líquida, debido a su cualidad de proveer 

protección y estabilidad a las células bacterianas, permitiéndoles sobrevivir por más tiempo en la 

rizósfera de las plantas (Bashan et al., 2014; Schoebitz Belchí, 2016). 

 

1.2.6 Suelos supresivos  

Se conocen como suelos supresivos a aquellos suelos que impiden el establecimiento de patógenos o 

el desarrollo de enfermedades que afectan a diferentes cultivos (Herman 2011). Sus principales 

características bióticas son: alta tasa de actinomicetos y elevado potencial de metabolismo y 

cometabolismo de los agentes vivos que se encuentren en él.  
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Este tipo de suelos presentan microorganismos (Hongos, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces y 

levaduras) que pueden estimular las defensas de las plantas o presentar una actividad antagonista 

contra diferentes fitopatógenos, y a su vez tener un efecto benéfico en las plantas (Whipps 2001).  

Diversos mecanismos están implicados en la protección y estimulación del crecimiento de las plantas, 

entre los que se destaca la asociación benéfica de una planta con alguna RPCV. Esta asociación 

involucra mecanismos de acción directa y/o indirecta. Los mecanismos de acción directa incluyen la 

solubilización de P, solubilidad del Fe3+ mediante la producción de sideróforos poniendo este ion a 

disposición de la planta y producción de fitohormonas. Los mecanismos de acción indirecta se refieren 

a la supresión de Fe a los patógenos, producción de bacteriocinas o antibióticos e inducción de defensa 

en las plantas (ISR) (Rossi 2016). 

La protección bacteriana contra los microorganismos fitopatógenos del suelo depende de dos hechos: 

la capacidad de colonización del agente de biocontrol y la producción de sideróforos o antibióticos 

que supriman el crecimiento de estos patógenos (Kloepper et al. 1988). 

Se sabe que las interacciones microbio-microbio, son clave en el desarrollo y función de la rizósfera 

y que las poblaciones de microorganismos pueden interaccionar de manera sinérgica, neutral o bien 

antagónica. Esta actividad microbiana que funciona por mecanismos de competencia por nutrientes o 

sitios de colonización se da de forma natural, sin embargo de esta forma no existe un control y los 

resultados son impredecibles (Rossi 2016).  

El mecanismo principal de la interacción en el suelo entre la bacteria y la raíz consta de dos etapas. 

La primera de ellas cuando los microorganismos son agregados por inoculación en la superficie de las 

semillas, se pone en contacto con la radícula cuando esta emerge y acompañan a las raíces en su 

crecimiento. En la etapa siguiente los agentes biocontroladores ponen en funcionamiento los 

mecanismos necesarios para sobrevivir en el ecosistema en el cual ingresaron dependiendo de la 

habilidad que estos poseen para competir con la flora y la rizosfera natural (Holbrook et al. 1998). 

 

1.2.7 Inmovilización celular 

La inmovilización celular (IC) es un método que se caracteriza por restringir a las células a permanecer 

en un área delimitada ofreciendo una protección del estrés ambiental y que a su vez, les permite 

mantener actividades metabólicas, catabólicas y catalíticas (Mustapha et al. 2018). Esta técnica es 

ampliamente utilizada en procesos médicos e industriales. En los últimos años ha incrementado el 

interés por su uso en biorremediación, control biológico, aplicación de agroquímicos, etc.  
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Existen diferentes métodos para la realizar la inmovilización celular, entre los que se encuentran la 

agregación natural, el atrapamiento y la encapsulación, siendo este último el más utilizado (Fernández-

López et al. 2017) 

Los polímeros orgánicos son ampliamente utilizados para la encapsulación, debido a que se reticulan 

formando una matriz que temporalmente encapsula o inmoviliza microorganismos y después son 

liberados gradualmente durante la degradación del polímero (Malusá et al., 2012).  

Diferentes materiales y soportes han sido evaluados para potenciar la eficiencia de las RPCV. L, las 

características principales que estos materiales deben tener son: nula toxicidad, estabilidad mecánica, 

eficiencia, practicidad, bajo costo y tener la capacidad de formar superficies porosas (Pradeep y 

Subbaiah 2016). 

Entre los principales materiales de origen orgánico utilizados en esta técnica se encuentran la celulosa, 

agares, alginatos, k-carragenina, quitina, colágeno, carbón activado, esponja de Loffa cylindrica, 

biochar, fibras de restos vegetales y granos (Conde-Avila et al. 2020).  

 

1.2.8 Alginato-Na 

El Ca-alginato es un eficiente polímero natural (copolímero de los grupos D-ácido-manurónico y L -

ácido gulurónico) no tóxico, utilizado ampliamente en la inmovilización de cultivos microbianos en 

sistemas in vitro (Kumar et al. 2017). 

Entre sus propiedades físicas se encuentran: facilidad de formación de la cubierta para la 

encapsulación y capacidad de modificación de la matriz polimérica, además, bajo este sistema, los 

microorganismos se liberan lentamente por disolución del gel formado al estar en contacto con agentes 

quelantes de calcio como el citrato de sodio y fosfato de potasio (Mohammad et al. 2008). 

 

1.2.9 Importancia del Tomate (Lycioersicym sp.) en México 

El tomate o jitomate cuyo nombre científico es Lycopersicum esculentum es originario de Sudamérica 

y fue introducido por los españoles a Europa después del descubrimiento de América. En un principio, 

era utilizada como planta ornamental, pero a partir del siglo XIX comenzó a utilizarse como planta 

agrícola (Goodier 1999). 

Es considerada la hortaliza de mayor valor económico con 5,02 millones de hectáreas plantadas en el 

mundo y una producción total reportada de 170,7 millones de toneladas de frutos cosechados al año 

(FAOSTAT 2014). 
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En términos de valor de la producción, el tomate es la hortaliza número uno en México. Es el segundo 

cultivo con mayor producción después del chile. 

 

Tabla 2. Producción nacional de tomate 

Año Superficie 

Sembrada 

(Ha) 

Superficie 

Cosechada 

(Ha) 

Producción 

(T) 

Rendimiento 

(T/Ha) 

Valor 

producción 

(Millones de 

pesos) 

2014 52,374.91 50,962.65 2,875,164.08 56.42 15,735,506.33 

2015 50,595.56 49,703.32 3,098,329.41 62.34 20,639,978.73 

2016 51,861.10 51,299.14 3,349,154.22 65.29 23,871,404.06 

2017 50,373.33 50,222.83 3,469,707,28 69.08 25,483,434.73 

2018 49,415.72 49,209.47 3,780,950.01 76.83 31,150,517.30 

 (SIAP, 2019). 

México es el principal proveedor a nivel mundial de jitomate con una participación en el mercado 

internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales. En el periodo 2003-2016 hubo un 

incremento en la producción (54.25%) y en las exportaciones (77.87%) convirtiéndolo en uno de los 

cultivos con mayor productividad (SIAP, 2017). 

 

Figura 2. Principales países exportadores de tomate en 2016 (SIAP, 2017). 
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1.2.10 Valor nutricional 

Es una de las hortalizas que contiene las vitaminas y minerales necesarias en la alimentación humana. 

Se encuentra constituido por minerales, carbohidratos, grasas, proteínas, vitaminas, licopeno, α y β 

caroteno, luteína, zeaxantina y β- crioxantina (Kumari et al. 2011).  

 

Tabla 3. Valores nutricionales del tomate 

Propiedades  Valores 

Calorías 22 

Agua 94 g 

Carbohidratos 3.5 g 

Grasas 0.11 g 

Proteínas 1 g 

Fibra 1.4 g 

Vitamina B6 0.11 mg 

Vitamina C 26 mg 

Vitamina E 1.2 mg 

Vitamina A 900 UI 

 (Pénelo, 2018).   

 

1.2.11 Taxonomía y morfología 

Taxonomía 

Tabla 4. Taxonomía del tomate Lycopersicum esculentum 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Solanes 

Familia Solanaceae 

Género Solanum 

Especie Solanum Lycopersicum / Lycopersicum 

esculentum  
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(Jano, 2006) 

 

Morfología 

En cuanto a sus características morfológicas, el tomate es una planta perenne que se cultiva 

anualmente, puede desarrollarse de tres formas; erecta, rastrera o semirrecta.  Existen variedades de 

crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado (indeterminadas). 

 Sistema radicular  

El sistema radicular del tomate está constituido por raíz principal, raíces secundarias y raíces 

adventicias. La raíz puede llegar a medir 1.5 m (Molina et al. 2010). 

 Tallo 

El tallo presenta un grosor que va entre 2-4 cm en su base, sobre el que se desarrollan hojas, tallos 

secundarios e inflorescencias. Durante el primer periodo de su desarrollo se mantiene en posición 

erecta y posteriormente su peso lo hace recostarse en el suelo. Su ramificación es monopodial hasta la 

aparición de la primera inflorescencia que se convierte en simpodial.   

Su estructura consta de epidermis, pelos glandulares, corteza o córtex, cilindro vascular y tejido 

medular (Molina et al. 2010). 

Las variedades comerciales se clasifican de acuerdo a los hábitos de crecimiento en: de crecimiento 

determinado y de crecimiento indeterminado. Las de crecimiento determinado presentan 

inflorescencias junto con cada una o dos hojas y el ápice terminal se diferencia en un racimo floral. 

Los de crecimiento indeterminado presentan inflorescencias más espaciadas, un porte más alto y el 

brote terminal es vegetativo (Molina et al. 2010). 

 Hojas 

Las hojas embrionarias (cotiledones) son fusiformes agudas, siendo las primeras hojas simples y las 

posteriores compuestas, alternas pinnatisectas, imparipinnadas (7 ó 9 foliolos), con folios dentados o 

lobulados y con pelos glandulares (Molina et al. 2010). 

 Flor 

Se agrupan en racimos simples o ramificados, con pedúnculos cortos, está compuesto de cáliz con 5 o 

más sépalos y corola con 5 pétalos de color amarillo dispuestos helicoidalmente, presenta un igual 

número de estambres que alternados con los pétalos forman un cono estaminal que envuelve al 

gineceo. También presenta un ovario plurilocular (Molina et al. 2010). 
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 Fruto 

Es una baya plurilocular (de 2 a 30 lóculos) de color rojo o amarillo, de forma globular, achatada o 

piriforme. Tiene un diámetro de 3 a 16 cm y puede alcanzar un peso que oscila entre uso pocos 

miligramos a 600 gramos. Se encuentra constituido por el pericarpio, tejido placentario y las semillas 

(Molina et al. 2010). 

 Semilla 

Presenta un color café claro recubierta por vellosidades, es reniforme aplastada y tiene de 3 a 5 

milímetros de diámetro (Molina et al. 2010). 

1.2.12 Fenología del cultivo de tomate  

La fenología del cultivo comprende las etapas que forman su ciclo de vida. Según la etapa fenológica 

en la que se encuentre la planta variaran sus demandas nutricionales, necesidades hídricas, 

susceptibilidad o resistencia a insectos y enfermedades. En el caso del tomate se observan 3 etapas 

durante su ciclo de vida: Inicial, vegetativa y reproductiva (Pérez et al. 2000). 

 Etapa inicial 

Empieza con la germinación de la semilla. Está caracterizada por el rápido aumento en la materia seca, 

la planta invierte su energía en la síntesis de nuevos tejidos de absorción y fotosíntesis. 

 Etapa vegetativa 

Comienza a partir de los 21 días posteriores a la germinación y tiene una duración de entre 25 a 30 

días antes de la floración. En esta etapa se requiere de mayores cantidades de nutrientes para satisfacer 

las necesidades de las hojas y ramas en crecimiento y expansión.  

 Etapa reproductiva 

Esta etapa inicia a partir de la fructificación, tiene una duración de entre 30 a 40 días y se caracteriza 

porque la planta detiene su crecimiento y los frutos extraen los nutrientes necesarios para su 

crecimiento y maduración.  
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Figura 3. Representación de las etapas fenológicas del tomate (Inicial, vegetativa y reproductiva) 

(Pérez et al. 2000). 

1.2.13 Requerimientos climáticos y edáficos 

 Clima 

El tomate es una especie de estación cálida razonablemente tolerante al calor y la sequía y sensible a 

las heladas. Aunque se produce en una gran variedad de condiciones climáticas y de suelo, prospera 

mejor en climas secos con temperaturas moderadas (Monardes 2009). 

 Temperatura 

La temperatura óptima para el desarrollo del cultivo oscila entre 20°C y 30°C durante el día y entre 

10°C y 17°C durante la noche. Las temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 12°C reducen la 

fructificación y afectan la fecundación de los óvulos (Díaz 2007).   

 Humedad relativa (HR) 

La Humedad relativa óptima para el cultivo de tomate debe ser entre 60 y 80%, debido a que se 

favorece el desarrollo normal de la polinización y se garantiza una buena producción (Infoagro 

Systems S.L. 2016). Valores superiores favorecen el desarrollo de enfermedades del follaje y el 

agrietamiento del fruto (Pérez et al. 2000).  

 Altitud 

El tomate puede ser cultivado desde los 20 a los 2000 msnm, esto depende de la capacidad de 

adaptación de cada variedad o hibrido (Pérez et al. 2000).  

 Luminosidad 
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El tomate es un cultivo que requiere de una buena iluminación, por lo que la luminosidad reducida 

puede afectar negativamente los procesos de floración, fecundación y desarrollo vegetativo de la 

planta. Durante los periodos críticos del desarrollo vegetativo de la planta la interrelación entre la 

temperatura diurna, nocturna y la luminosidad es fundamental (Infoagro Systems S.L 2016). 

 Suelo 

El cultivo de tomate no es muy exigente en términos del suelo, por lo que puede producirse en una 

amplia gama de condiciones de suelo, aunque los mejores resultados se obtienen en suelos profundos 

(1m o más), de texturas medias, permeables y sin impedimentos físicos en su perfil. Suelos con 

temperaturas entre los 15°C y 25°C favorecen su óptimo establecimiento y crecimiento. El tomate 

tolera la acidez y crece mejor en pH de 5.0 a 6.8. Es tolerante a una salinidad con valores máximos de 

6400 ppm (Infoagro Systems S.L. 2016). 

 

1.2.14 Fundamentos PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una reacción enzimática in vitro que amplifica 

millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la 

secuencia blanco es copiada fielmente (Tamay et al. 2013).  

Esta técnica permite la amplificación selectiva de cualquier segmento de ADN, conociendo las 

secuencias que lo flanquean, debido a esto es ampliamente utilizada en diferentes campos de 

investigación.  

Debido a que esta técnica permite una determinación y cuantificación de material genético de 

bacterias, hongos, etc. es utilizada para realizar un seguimiento y saber que sucede con estos después 

de ser aplicados.  

Los elementos importantes para realizar la técnica son el templado o molde (ADN o ADNc), la enzima 

(Taq ADN polimerasa), los oligonucleótidos o primers, los desoxirribonucleótidos trifosfatados 

(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ión magnesio (Mg +), una solución amortiguadora o 

buffer y agua libre de nucleasas. Todos estos elementos interactúan en tres etapas principales de las 

que se compone la PCR: desnaturalización, hibridación y extensión (Tamay et al. 2013). 

Desnaturalización: Es la etapa en la que las cadenas de ADN son calentadas y separadas, esto 

generalmente ocurre a una temperatura de 95°C durante 20-30 segundos.  

Hibridación: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado que ya  ha sido separado 

e hibridan con su secuencia complementaria, para que esto ocurra es necesario que la temperatura de 

hibridación (Tm) sea la óptima y generalmente oscila entre 50-60 °C.  

Extensión: En esta etapa, la Taq polimerasa actúa sobre el complejo templado-primers y empieza su 

función catalítica a una velocidad muy rápida; agrega dNTP’s complementarios para crear las cadenas 

completas de ADN. Al final del ciclo de habrán formado los amplicones.  
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Figura 4. Etapas en un ciclo de PCR. (Temay et al. 2013). 

Esta reacción sucede en los equipos conocidos como termocicladores, los cuales están diseñados para 

establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se 

modifiquen en cada uno de los ciclos. 

Al final de la reacción, para corroborar si se amplificó la secuencia blanco de interés, los productos 

de la PCR o también llamados amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de 

agarosa. 

1.2.15 Electroforesis  

La electroforesis consiste en la separación de grandes moléculas como los ácidos nucleicos a través 

de una matriz sólida que funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de 

acuerdo a su tamaño y carga eléctrica. Como los ácidos nucleicos tienen carga negativa proporcionada 

por el grupo fosfato, durante la electroforesis migran hacia el polo positivo (Lee et al. 2012).  

Los elementos necesarios para realizar esta técnica son agarosa, un buffer que puede ser TAE o TBE, 

un marcador de peso molecular y bromuro de etidio.  

Cuando los amplicones son corridos en el gel es necesario que estos sean cargados con un marcador 

molecular que contenga un número determinado de segmentos de ADN conocidos, lo que facilita la 

identificación de los amplicones y si su tamaño corresponde con el esperado. El tamaño está dado por 

el número de pares de pases del amplicón. El bromuro de etidio es una molécula intercalante capaz de 

unirse al ADN de doble cadena que cuando es excitado con luz UV emite una señal que permite la 

visualización de los amplicones en forma de bandas (Lee et al. 2012). 
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1.2.16 PCR tiempo real 

El objetivo de la PCR en tiempo real, también conocida como q-PCR (quantitave PCR) es detectar y 

cuantificar las secuencias específicas de ácidos nucleicos mediante el uso de fluorescencias. Se basa 

en el mismo principio que la PCR punto final, sólo que la forma en cómo se detectan y analizan los 

productos de la amplificación es diferente (Higuchi, 1993).  

Se le llama en tiempo real a esta técnica ya que permite medir la cantidad de ADN sintetizado en cada 

ciclo de amplificaciones, además a diferencia de la PCR punto final esta técnica permite cuantificar la 

cantidad de ADN en la muestra (Bustin et al, 2005). 

Posee características importantes como alta especificidad, amplio rango de detección (de 1 a 107 

equivalentes genómicos de la secuencia blanco) (Brechtbuehl et al. 2001) y rapidez en la visualización 

del producto ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior. 

Los ingredientes necesarios para la PCR en tiempo real, son los mismos utilizados en la PCR punto 

final, sólo que generalmente la enzima, dNTP’s, Mg +, el buffer y el sistema reportero de fluorescencia 

para detectar los productos amplificados vienen juntos en una solución conocida como Master mix 

(Bustin et al, 2005). 

Los equipos utilizados en la q-PCR están conformados por un termociclador y un detector de luz que 

capta la fluorescencia emitida en cada uno de los tubos utilizados durante la reacción de amplificación 

(Costa, 2004).  

El termociclador del equipo debe ser capaz de mantener una temperatura uniforme para todas las 

muestras y ser lo suficientemente rápido en la transición de temperaturas de una etapa a otra 

(desnaturalización del ADN molde, alineamiento de los oligonucleótidos y síntesis). El sistema 

fluorométrico consiste en una fuente de energía para excitar a los fluoróforos (a una determinada 

longitud de onda de excitación) y un sistema de detección, que permita monitorear la señal emitida (a 

una longitud de onda de emisión). 

Los fluoróforos utilizados para seguir la amplificación del ADN durante la PCR en tiempo real pueden 

ser de dos tipos: a) fluoróforos con afinidad por el ADN y b) sondas específicas para fragmentos del 

ADN. 

Fluoróforos con afinidad por el ADN: Estos fluoróforos emiten fluorescencia cuando se unen al ADN. 

La intensidad de la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentración del ADN de 

doble cadena. El compuesto más utilizado es SYBR Green, el cual se une al surco menor del ADN de 

doble cadena. Mientras más ADN de doble cadena haya en el tubo de reacción, mayores serán la unión 

y la señal de fluorescencia del SYBR Green. Este sistema es muy económico y permite el empleo de 

un solo fluoróforo en diferentes ensayos. Sin embargo, presenta varias desventajas, ya que no es 

posible hacer reacciones múltiples (en donde se amplifican varios genes en la misma reacción), 

además de que la señal emitida no es específica, porque el fluoróforo se une a cualquier amplicón del 

ADN. 

Sondas específicas: Los sistemas de detección específicos para una secuencia de interés se pueden 

dividir en tres tipos: a) sondas de hidrólisis, b) sondas de hibridación y c) sondas de horquilla. Todas 

se basan en el principio FRET (Flourescence Resonance Energy Transfer por sus siglas en inglés), que 

consiste en la transferencia de energía entre dos fluoróforos: un donador (reportero) y un aceptor 

(apagador o quencher), los cuales emiten fluorescencia a diferente longitud de onda. Cuando el 
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reportero y el apagador se encuentran próximos, el apagador absorbe toda la fluorescencia del 

reportero. Cuando este par de moléculas se separa, la fluorescencia del reportero no puede ser 

absorbida por el apagador y en consecuencia puede ser detectada por el fotodetector (revisado en 

Valasek y Repa 2005, Kubista et al. 2006). 
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1.3 JUSTIFICACIÓN 

La encapsulación es una técnica que proporciona a las bacterias un microentorno y protección física 

manteniendo así su viabilidad para variadas aplicaciones. 

 Sin embargo, como tecnología de inoculación agrícola, la encapsulación es generalmente 

experimental, y aunque ha incrementado el interés por su aplicación, son escasas las investigaciones 

en las que se evalué su efecto como alternativa a los métodos de inoculación tradicionales de bacterias 

promotoras de crecimiento vegetal en suelo. 
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1.4 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de Azotobacater vinelandii encapsulada en alginato-Na como inoculante de plántulas 

de tomate (Lycopersicum sp.) mediante q-PCR y variables morfológicas vegetales 

 

1.5 OBJETIVOS ESPECIFÍCOS 

 Determinar la presencia de A. vinelandii encapsulada en alginato-Na en raíces y suelo. 

 Medir variables agronómicas de plántulas de tomate inoculadas con A. vinelandii encapsulada 

en alginato-Na. 

 

 

 

 

1.6 HIPÓTESIS  

La inoculación con A. vinelandii encapsulada en alginato-Na favorece la permanencia de la bacteria 

en suelo y el desarrollo de plántulas de tomate. 
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Resumen 

La inmovilización es un método caracterizado por restringir a las células a un área delimitada conservando 

su viabilidad metabólica. Dicha técnica y sus métodos representan una alternativa para mejorar la 

capacidad de adaptación de las bacterias frente a la exclusión competitiva por microorganismos 

autóctonos, así como de interacciones y factores ambientales que limitan su bioaumentación. Especies del 

género Azotobacter son de interés debido a su eficiencia como rizobacterias promotoras de crecimiento 

vegetal (RPCV). Sin embargo, su inoculación en suelo puede presentar dificultades relacionadas con su 

sobrevivencia y efectividad a largo plazo. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Azotobacter 

vinelandii encapsulada en perlas de alginato-Na como inoculante de plántulas de tomate (Solanum 

Lycopersicum L). La inoculación con A. vinelandii en forma libre y encapsulada favoreció indistintamente 

el crecimiento de las plántulas. Por su lado, al usar el inóculo encapsulado aumentó el porcentaje de 

germinación, el diámetro del tallo y longitud de raíces en comparación con el inóculo líquido, así como la 

concentración de NO3 y Na. La encapsulación de A. vinelandii restringe espacialmente su distribución en 

el suelo, pero no limita su establecimiento en la rizósfera inmediatamente después de la inoculación. Sin 

embargo, la viabilidad de la bacteria se vió limitada después de 30 d independientemente del método de 

inoculación.  
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1. Introducción 

La inoculación de plantas con bacterias y simbiontes para mejorar el rendimiento de los cultivos es una 

tecnología que se ha llevado a cabo durante décadas (Bashan et al., 2014). Las especies de Azotobacter 

pertenecen al grupo las rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas (RPCV) (Chennappa et 

al., 2018). El género Azotobacter tiene la capacidad de producir diferentes tipos de sustancias como 

metabolitos secundarios, tales como aminoácidos, fitohormonas, antibióticos, antifúngicos y sideróforos 

(Vejan et al., 2016). Recientemente, se ha reportado que degradan diferentes tipos de plaguicidas y 

compuestos fenólicos (Chennappa et al., 2019). 

Azotobacter vinelandii, es una bacteria gram negativa que destaca por su eficiencia en la fijación 

asimbiótica de nitrógeno (N), producción de sustancias promotoras de crecimiento y de control biológico, 

así como por la generación de metabolitos de interés industrial (Gurikar et al., 2016). A. vinelandii produce 

vitaminas del grupo B (niacina, rivoflavina y biotina) y aminoácidos (ácido aspártico, ácido glutámico, 

glicina, histidina, arginina, prolina, etc.) que son claves en procesos celulares del metabolismo de grasas, 

carbohidratos y proteínas (Revillas et al., 2000).  Han reportado que produce auxinas como el ácido acético 

de indol (AIA), responsable de la división, diferenciación y crecimiento de células vegetales (Reshma et 

al., 2018), así como fitorreguladores de crecimiento de acción hormonal como de ácido giberélico (AG) 

(Upadhyay et al., 2009). Excreta también, compuestos antifúngicos (azotobacin, azotochelin, 

aminoquelin, protochelin y 2,3-dihidroxiacidobenzoico) (Nagaraja et al., 2016) y sustancias volátiles 

como el cianuro de hidrógeno (HCN) que inhibien el crecimiento de microorganismos fitopatógenos como 

hongos de los géneros Aspergillus y Fusarium (Chennappa et al., 2018).  

Por otro lado, pese a sus potenciales efectos benéficos, la incorporación de A. vinelandii en el suelo 

puede presentar dificultades relacionadas con su sobrevivencia, colonización y efectividad en el suelo a 

largo plazo (Mrozik y Piotrowska-Saget 2010).  

En general, poco después de que las suspensiones de bacterias se inoculan en el suelo sin un 

portador adecuado, la población disminuye rápidamente para la mayoría de las especies de RPVC (Bashan 

et al., 2014). Este fenómeno, combinado con la escasa producción de biomasa bacteriana, la dificultad 

para mantener sus actividades metabolicas ante el estrés abiótico y el estado fisiológico en el momento de 

la aplicación, pueden limitar su estabilizamiento en la rizosfera. Estas bacterias inoculadas, deben 

competir con el microbioma nativo, a menudo mejor adaptado, y soportar la depredación por la microfauna 

del suelo. Es por ello que algunos autores no recomiendan la inoculación de RPCV en forma de diluciones 

celulares líquidas en suelo (Nakkeeran et al., 2005). En consecuencia, una función importante a considerar 

en la formulación de inoculantes es proporcionar un microentorno más adecuado, combinado con 



protección física durante un período prolongado para prevenir una rápida disminución de la viabilidad de 

dichos microorganismos (Bashan et al., 2002). 

En este sentido, la inmovilización celular es una técnica que se emplea con el propósito de 

favorecer el establecimiento y colonización de microorganismos benéficos, ya que puede brindarles mayor 

viabilidad, tolerancia y protección a factores externos (Yañez-Ocampo et al., 2009). La encapsulación 

microbiana, el mas común de los métodos de inmovilización, es caracterizada por atrapar 

microorganismos vivos en una matriz polimérica y mantener su viabilidad (Mustapha et al., 2018). Con 

este propósito, ha surgido interés en el empleo de diferentes materiales y técnicas con la finalidad de 

incrementar la productividad y viabilidad de células, así como mantener su actividad metabólica por 

periodos prolongados de tiempo (Jeshitha et al. 2015). El uso de esta tecnología debe proporcionar de 

forma deseable, condiciones apropiadas y prolongadas para el desarrollo celular, nula toxicidad o 

potencial contaminante, así como propiedades constantes para ser usados en agua y suelos (Covarrubias 

et al., 2012).   

La encapsulación en matrices poliméricas es generalmente experimental en el campo de la 

tecnología de inoculación de bacterias con fines agrícolas y ambientales (Vejan et al., 2016). No obstante, 

cuando se emplea la inmovilización microbiana en los procesos de bioaumetación e inoculación, 

comúnmente se logran mayores rendimientos y porcentajes de colonización al incorporarlos bajo la 

protección de la encapsulación, surgiendo como una alternativa tecnológica con potenciales aplicaciones 

(Nagaraja et al., 2016).  

Las investigaciones que se han enfocado en la búsqueda de alternativas para la optimización de 

tecnologías de inoculación bacteriana empleando alguna técnica de inmovilización son escasas. Se usan 

principalmente dos tipos de procesos, los basados en retención física (como el atrapamiento en matrices 

porosas o encapsulación en membranas) y aquellos en los que se emplea un enlace químico (p.e. la 

formación de biopelículas). La inmovilización puede llevarse acabo empleando materiales inorgánicos 

naturales, polímeros naturales o materiales sintéticos. Si bien la mayoría de estos inoculantes se utilizan a 

pequeña escala para la producción de cultivos, la mayoría los inoculantes poliméricos se emplean de modo 

experimental. Para usos agrícolas y ambientales, estos polímeros incluyen materiales como el alginato, 

agar, λ y κ carragenina, pectina, quitosano, goma de frijol y polímeros patentados. Entre ellos, el alginato 

es el material de elección para la mayoría de las encapsulaciones de microorganismos (Talwar y Ninnekar 

2015). Las ventajas de las formulaciones de alginato son su naturaleza no tóxica, biodegradabilidad, 



asequibilidad y liberación lenta de los microorganismos atrapados controlada por la estructura polimérica 

(Kadakol, Kamanavalli y Shouche 2011). 

Al respecto, las perlas de alginato (1–4 mm de diámetro) se han usado para encapsular RPCV y 

hongos micorrízicos. Streptomycetes sp. fue atrapado en un portador de alginato-caolín (silicato de 

aluminio) y se sometió a liofilización. Este inoculante se formuló como un polvo seco o humectable 

mediante la adición de almidón, talco y caolín para mejorar la supervivencia de Streptomycetes sp. Las 

pruebas de estas formulaciones mostraron grandes variaciones en la eficacia del control biológico del 

patógeno fúngico Rhizoctonia en tomate (Sabaratnam y Traquair 2002). 

La encapsulación de RPCV Bacillus subtilis en perlas de alginato enriquecidas con ácido húmico 

produjo una alta viabilidad con una pérdida celular mínima por 5 meses; y a diferente pH, dicha 

formulación produjo una liberación celular constante de la bacteria y mostró resultados exitosos en la 

inoculación de lechugas (Young et al. 2006).  

Cuando se inoculó Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluroescens en plantas de trigo en 

bolsas para su desarrollo en una cámara de crecimiento, ambas especies colonizaron y produjeron efectos 

de crecimiento iguales a los de cepas libres (Bashan y González 1999). Por otro lado, Vassilev et al. (2001) 

demostraron que la inoculación con un hongo (Glomus deserticola) y una levadura solubilizante de fósforo 

(P) (Yarrowia lipolytica) atrapada en alginato puede ser una técnica eficaz para el establecimiento y 

crecimiento de plantas de tomate en suelos deficientes de nutrientes. Del mismo modo, Krell et al. (2017) 

han sugerido que la inmovilización en alginato aumenta el endofitismo y tolerancia a contaminantes.  

No obstante, una limitante del uso de dicha tecnología de inoculación ha sido la heterogeneidad 

del suelo, la supervivencia en condiciones de confinamiento, su interacción con los materiales de soporte 

o atrapamiento y la estabilidad mecánica de los materiales empleados en la inmovilización. Además son 

limitadas las investigaciones en las que se evalue la viabilidad de las RPVC en experimentos in situ 

empleando técnicas moleculares para el monitereo de la viabilidad de los microorganismos inoculados. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de A. vinelandii encapsulada en perlas de alginato-Na 

como inoculante de plántulas de tomate (Solanum Lycopersicum L) en suelo. 

 

2. Materiales y métodos 

 

2.1 Cepa de estudio 

La cepa A. vinelandii CDBB-1952 fue obtenida de la Colección Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos 

Celulares del Centro de Investigación de Estudios Avanzados (CINVESTAV-IPN), México. Para su 



propagación fue cultivada en medio NBRC (composición en grL-1: extracto de levadura, 1; D-manitol, 5; 

K2HPO4, 0.7; KH2PO4 ,0.1; MgSO47H2O, 1; pH 7± 0.05). Se inocularon matraces Erlenmeyer de 500 mL 

con 100 mL de medio de cultivo NBRC y se cultivaron a 28 C por 72h a 120 rpm para obtener la máxima 

población bacteriana. Posteriormente, la biomasa se recolectó mediante centrifugación a 1000 × g durante 

20 minutos y luego se descartó el sobrenadante. La biomasa recuperada se mezcló con solución salina 

(0.09%) para la inoculación de cultivos sucesivos. La cepa se sometió a criopreservación a -80 C 

empleando una solución con glicerol al 4% para posteriores cultivos y preparación de inóculo.  

 

2.2 Encapsulación en alginato-Na 

Para la encapsulación de A. vinelandii en perlas de alginato-Na, la biomasa obtenida después de la 

preparación del inóculo se mezcló en una solución estéril de alginato-Na a una concentración final del 2% 

(p/v) y se incubó a temperatura ambiente durante 1 h (Yañez-Ocampo et al., 2009). Se añadió por goteo 

una alícuota de la suspensión de alginato-A. vinelandii a una solución estéril de cloruro de calcio (CaCl2) 

al 0.1 M con agitación constante (Fig.1), de la que se formaron en promedio 20 perlas/ml con 3-5 mm de 

diámetro.  

 

2.3 Localización y condiciones del experimento 

El experimento se realizó en el Centro de Innovación Tecnológica en Agricultura Protegida situado a una 

latitud de 20°50', al sur 17°52' de latitud norte; al este 96°43', al oeste 99°04' de longitud oeste. Se dispuso 

de bandejas de polietileno especiales para producción de plántulas con 50 cavidades (2.5x2.5x7cm), las 

cuales se desinfectaron por 24 h con una solución de Cl al 5% y posteriormente fueron lavadas con agua 

y llenadas con el sustrato. El sustrato empleado fue un mezcla comercial de turba holandesa (Sunshine® 

sun gro Horticulture Inc.), agrolita y vermiculita en una proporción de 3,2,1.  

 

2.4 Preparación del inóculo 

Se prepararon dos tratamientos de inoculación, el primero en solución líquida empleando medio de cultivo 

NBRC con A. vinelandii y el segundo por encapsulación en alginato-Na como se describió anteriormente. 

Para ambos tratamientos se cultivó A. vinelandii hasta alcanzar una densidad celular de 1.61x109 UFC/mL.  

La densidad del inóculo se estimó preparando una dilución seriada de base 10 en solución salina colocando 

20 l sobre placas de agar NBRC por triplicado, incubandas durante 24 horas a 28 °C, y luego contando 

las unidades formadoras de colonias (UFC) desarrolladas en las placas. 



Para la inoculación del sustrato se aplicaron 2 mL de inóculo de A. vinelandii en solución y 

encapsulada en perlas de alginato-Na por plántula con diez repeticiones por tratamiento. Se añadió un 

tratamiento testigo sin inóculo al que se le aplicó solo agua destilada. Al finalizar se adicionó un riego 

hasta alcanzar la capacidad de campo del sustrato.  

 

Fig. 1. Representación de la encapsulación e inoculación de A. vinelandii modif. (Krell et al. 2018). 

 

2.5 Siembra  

Posterior a la inoculación con los tratamientos correspondientes, las semillas de tomate (S. Lycopersicum 

L.) variedad Sun 7705 fueron sembradas a 5 mm de profundidad colocando una semilla por cavidad en 

los semilleros con 10 repeticiones por tratamiento. Finalmente se aplicaron riegos cada 24h por aspersión 

en forma manual (10 ml por cavidad). 

 

2.6 Determinación de los parámetros morfológicos vegetales 

Para la determinación de los parámetros morfológicos se tomaron mediciones independientes de 10 

plántulas por tratamiento. Para determinar el porcentaje de germinación se evaluó la aparición de la 

radícula a los 3 y 4 días después de la siembra (dds) como indicador. La emergencia de las plántulas se 

evaluó desde  el día 4 hasta los 15 dds, para ello, se cuantificó diariamente el número de plántulas cuyos 

cotiledones fueron vistos atravesando la superficie del sustrato. A a los 30 dds se evaluó la altura de la 

plántula, raíces y diámetro del tallo utilizando una cinta metálica milimetrada (con error de lectura de 

0.05cm). Los puntos de referencia para la altura fueron la base del tallo y la yema apical  a partir de la 

base del tallo a la cofia. Las mediciones del diámetro del tallo se realizaron a 5 cm de su base con un 

vernier (6¨/150mm®).   

 



2.6 Extracción de ADN y PCR en tiempo real para la detección de A. vinelandii  

La extracción de ADN se realizó en tres momentos, a los 7, 14 y 30 días después de la inoculación 

empleando el kit Quick-DNATM Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymoresearch) de muestras de suelo y 

de raíces según fuera el caso de acuerdo con las indicaciones del fabricante.  

Para la amplificación por PCR se uso una mezcla de reacción que contenía 12.5 µL de la mezcla 

de polimerasa SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific™), 2.5 µL de la mezcla de 

los cebadores N205 directo y reverso (10µM) (Ehaliotis et al., 1999), 1 µL de ADN genómico extraído de 

muestras de suelo o raíz y 9 µL de agua Milli-Q para obtener un volumen final de reacción de 25 µL.  

Se incluyó un blanco con agua Milli-Q estéril filtrada y todas las muestras fueron analizadas por 

duplicado.  La reacción se llevo a cabo en un termociclador Rotor-Gene Q Series 6000 software 2.3.1 

(QIAGEN). El programa de ciclado fue el siguiente: desnaturalización inicial por 5 min a 95°C, 45 ciclos 

de desnaturalización por 10s a 95°C, hibridación y extensión por 10s a 60°C. Para verificar la especificidad 

de los amplicones, se generó una curva de disociación aplicando un gradiente de temperatura creciente de 

de 55°C a 99°C. El producto de PCR amplificado se analizó por similitud de las curvas de disociación y 

cuantificó por espectrofotometría en un equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) (Ehaliotis et al., 

1999). 

 

2.7 Diseño y análisis estadístico 

Se empleo un diseño completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento. Todos los datos obtenidos 

se examinaron para determinar la normalidad y la homogeneidad de la varianza utilizando la prueba de 

Anderson-Darling y Levene respectivamente. Para el análisis estadístico se aplicó un ANOVA de una vía 

y una prueba de comparaciones múltiples de Tukey con el programa estadístico Minitab 18. Se consideró 

un nivel de significancia de p<0.05. Los datos se presentan como valores medios ± desviaciones estándar. 

 

3. Resultados 

 

3.1 PCR en tiempo real 

El resultado de la PCR en tiempo real se visualizó mediante el gráfico de amplificación. Como se puede 

observar en las Figs. 2a, 3a y 4a, mientras ocurre la amplificación, la fluorescencia emitida por el colorante 

SYBRⓇ Green es medida en cada ciclo y resulta proporcional a la acumulación de producto de PCR 

(ADN doble hebra).  Las curvas de amplificación presentaron el perfil sigmoideo tanto para el control 

positivo de A. vinelandii como las muestras que procedían de la extracción en suelo (Fig. 2a), con sus tres 



fases características: inicial, exponencial y no exponencial o meseta. Una de las desventajas del colorante 

empleado es que no discrimina entre productos de PCR específicos y no específicos, ya que se une a todo 

ADN de doble hebra. Por este motivo fue necesario proseguir con el análisis de las curvas de disociación 

para verificar la especificidad de los amplicones. Del análisis se desprende una gráfica que muestra la 

cinética de disociación de los fragmentos amplificados en los distintos momentos del muestreo (Figs. 2b, 

3b y 4b). En la Fig. 2b se puede observar un único pico de disociación, estrecho y definido que corresponde 

a A. vinelandii control procedente del cultivo empleado como inóculo, y uno para cada muestra extraída 

del suelo después de la inoculación con A. vinelandii líquido y encapsulado en perlas de alginato-Na, 

indicando la especificidad de la reacción que corresponde con la temperatura de disociación (Tm) de los 

productos de PCR esperada (Ehaliotis et al., 1999). Las curvas de disociación del control positivo y las 

muestras de la extracción en suelo de A. vinelandii presentaron un pico entre 89°C y 91 °C.  

 

 

Fig. 2.  a) Curvas de amplificación de muestras de suelo tras 7 d de haber sido inoculadas. En el eje Y se muestra 

la cantidad de fluorescencia y en el eje X los ciclos de la reacción. b) Curvas de disociación de muestras con A. 

vinelandii en cultivo axénico (control) y de suelo inoculado con A. vinelandii en suspensión en medio líquido y 
encapsulado en perlas de alginato-Na. En el eje Y se refleja el cambio en la fluorescencia sobre el cambio en la 

temperatura (-dF/dT) y en el eje X la temperatura en °C. 

 b) 

 

a) 

 



 

 

Fig. 3 a) Curvas de amplificación de muestras de suelo tras 14 d de haber sido inoculadas. En el eje Y se muestra 

la cantidad de fluorescencia y en el eje X los ciclos de la reacción. b) Curvas de disociación de muestras con A. 

vinelandii en cultivo axénico (control) y de suelo inoculado con A. vinelandii en suspensión en medio líquido y 
encapsulado en perlas de alginato-Na. En el eje Y se refleja el cambio en la fluorescencia sobre el cambio en la 

temperatura (-dF/dT) y en el eje X la temperatura en °C. 

 

  

 

Fig. 4 a) Curvas de amplificación de muestras de suelo tras 30d de haber sido inoculadas. En el eje Y se muestra 

la cantidad de fluorescencia y en el eje X los ciclos de la reacción. b) Curvas de disociación de muestras con A. 

vinelandii en cultivo axénico (control) y de suelo inoculado con A. vinelandii en suspensión en medio líquido y 

encapsulado en perlas de alginato-Na. En el eje Y se refleja el cambio en la fluorescencia sobre el cambio en la 

temperatura (-dF/dT) y en el eje X la temperatura en °C. 

 

a) 

 

b) 

 



3.2 Cuantificación de ADN de A. vinelandii  

Se detectó y cuantificó el ADN de A. vinelandii en muestras de suelo y de raíz inoculadas en forma de 

suspensión en medio líquido y encapsulada en alginato-NA, no obstante, en las muestras de suelo se 

obtuvo una mayor cantidad de ADN genómico al emplear el inóculo líquido (45.4 NG/ µl), mientras en 

las raíces no hubo diferencias en la cantidad de ADN (54.7 y 47.9 NG/µl) en el muestreo a los 7 d de la 

inoculación con A. vinelandii libre y encapsulada (Tabla 1) .  

 

Tabla 1. Cuantificación de ADN de A. vinelandii en raíces y suelo inoculado en forma líquida y 

encapsulado en perlas de alginato-Na. 
 

ADN (NG/µl) p 

Extracción Testigo sin inóculo Inóculo 

líquido 

Inóculo perlas alginato-Na 
 

 raíz - 54.7a 47.9a 0.37 
 

 (11.9) (5.6) 
 

 suelo - 45.4a 23.6b 0.05 
 

 (6.7) (4.7) 
 

Se presenta la media en negritas y entre paréntesis la desviación estándar de cuatro repeticiones independientes 

seleccionadas aleatoriamente. Las medias con la misma letra entre columnas de una misma fila no presentan 

diferencias estadísticas significativas.  
  
3.3 Parámetros morfológicos vegetales 

En cuanto al porcentaje de germinación de las semillas de tomate, éste incrementó en un 20% al usar el 

inóculo encapsulado con respecto al tratamiento sin A. vinelandii y 10% con respecto al inóculo líquido.  

Por otro lado, la altura de las plántulas fue mayor en los tratamientos con A. vinelandii con inóculo líquido 

(27cm) y encapsulado en perlas de alginato-Na (26.67 cm) en comparación al tratamiento sin inóculo 

(19.87 cm). De igual modo, se obtuvo mayor diámetro del tallo, así como de la concentración de N03 y 

Na. En el resto de las variables no se presentaron diferencias significativas (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Porcentaje de germinación y variables morfológicas de plántulas de tomate inoculadas con A. 

vinelandii  



 Se presenta la media en negritas ± desviación estándar. Letras distintas en las mismas columnas indican 
diferencias estadísticas significativas, según la prueba de Tukey (p≤0.05). 

 

4. Discusión 

 

Los dos aspectos principales que dominan el éxito de la inoculación son la efectividad del aislado 

bacteriano y la tecnología de aplicación adecuada. Se sabe que las RPCV producen diferentes tipos de 

metabolitos secundarios en condiciones óptimas de desarrollo. Estas sustancias tienen una influencia 

directa en el crecimiento general de las plantas de varios cultivos agrícolas lo cual explica su efectividad 

como inoculantes (Chennappa et al., 2018; Myresiotis et al., 2012; Ahmad et al. 2005). En este sentido, 

nuestros resultados son similares con lo reportado para el cultivo de tomate donde se han presentado 

efectos positivos al inocular bacterias y hongos bajo diferentes formas de inoculación e inmovilización.  

 Ayala et al. (2014) encontraron que las semillas que germinan en menor tiempo son más 

homogéneas y vigorosas, por lo que sugieren que una germinación lenta produce plántulas heterogéneas, 

pequeñas y menos vigorosas, en este sentido, nuestros resultados son similares a los mostrados por 

Delgado et al. (2003) quienes concluyeron que las cepas 28 (Azotobacter paspali) aceleraron el porcentaje 

de germinación entre el 61,7 y el 55 % en los primeros 50 días en Coffea arabica L. Por su parte, Marquina 

et al., (2018) mencionan que, en plantas de pimentón var. Cacique Gigante, la inoculación con aislados 

rizosféricos aumentaron el porcentaje de germinación de las semillas, con incrementos de hasta 23 %. 

Además, indujeron plántulas más homogéneas y vigorosas. Algunos autores atribuyen este efecto a la 

producción de ácido giberelico producido por bacterias del genero Azotobacter (Upadhyay et al., 2009). 

 

 Además se obtuvo mayor crecimiento vegetativo y morfología de la planta similares a los 

obtenidos Escobar., et al (2017), quienes indican que cuatro cepas nativas de Azotobacter spp, productoras 

Tratamientos 
Germinación 

Diámetro 

del tallo 

Altura Raíz N03
- K Na Ca 

  % mm cm ppm 

Testigo sin inóculo 

 

70c 

21.1c ± 1.1 19.8b ± 1.1 10.4c ± 0.82 816.8b +-46 114.6a ± 4 124b ± 10 4075.6a ± 65 

Inóculo líquido 

 

80b 

2.82b ± 1.1 27a ± 3.0 13.8b± 0.57 985b ± 11 122.6a ± 12 129.8b ± 11 4136a ± 54 

Inóculo perlas 

alginato-Na 
90a 

2.91a ± 1.1 26.6a ± 3.4 17.6a ± 1.1 1153a ± 45 126.2a ± 11 161.8a ± 5 4144.4a ± 11 



de ácido indolacético, fijadoras de N y  solubilizadoras de roca fosfórica influenciaron positivamente en 

el desarrollo vegetativo de tomate cv. Río Grande.  

Algunos autores concluyen que la efectividad agrobiológica de algunas RPCV es posible gracias al 

estímulo positivo ejercido en el crecimiento  que se establece con un alto nivel poblacional en la rizosfera 

de las plantas inoculadas (Terri et al., 2005). No obstante, también se reporta que bajo la inoculación con 

microorganismos encapsulados en alginato, varios parámetros de crecimiento de plantas fueron iguales en 

los tratamientos inoculados libremente (Vassilev et al., 2001). Tal es el caso de G. deserticola libre y 

encapsulada en alginato, que requirió de la inoculación doble para obtener diferencias estadísticas 

significativas de todas las variables analizadas. Las tasas más altas de este crecimiento, se obtuvieron en 

co-inmovilización, es decir, cuando dos microorganismos fúngicos fueron atrapados en el portador 

aumentando la micorrización de las raíces de plantas de tomate (Vassilev et al., 2001). 

 

 Particularmente la inmovilización del hongo Metarhizium brunneum en perlas de alginato-Ca, 

promovió la formación selectiva de micelio por una combinación de presión osmótica y viscosidad, 

mejoras en la supervivencia del secado del micelio encapsulado, mayor endofitismo en tejido de tallo de 

tomate después de la aplicación de micelio a las raíces, así como en la colonización, estabilizamiento en 

la rizofera y el efecto simbiótico. Cabe mencionar que cambios en las formulaciones (como técnicas de 

secado en la formación de perlas de alginato para la encapsulación) han permitido además el crecimiento 

del hongo en una mayor variedad de tipos de suelo (Krell et al. 2018). 

 

Diferentes autores sugieren que el inoculante con alginato húmedo utilizado como semilla del 

hongo blanco (Agaricus bisporus) tuvo un período de adaptación más corto y una tasa de crecimiento más 

alta que la semilla líquida y la semilla de grano convencional. Las mejoras se atribuyen a la alta capacidad 

de carga de biomasa de las perlas, la protección micelial en el microentorno de las perlas y la distribución 

espacial de las perlas en el sustrato (Friel y McLoughlin 1999). Por otro lado, formulaciones de alginato 

(macroperlas con y sin leche descremada y recubrimiento de semillas) de B. subtilis y Pseudomonas 

corrugata se encontraron superiores a los inoculantes líquidos o inoculantes a base de carbón para plantas 

de maíz a bajas temperaturas, mejorando su permanencia en ambientes extremos (Trivedi et al. al., 2005). 

Rekha et al. (2007) sugieren que la encapsulación en perlas de alginato seco prolonga la 

supervivencia de las PGPB, Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluroescens inmovilizados en dos 

tipos de inoculantes alginato-perla (con y sin suplemento de leche descremada) y luego se secaron y se 



almacenaron a temperatura ambiente durante 14 años. La población en cada tipo de cuenta había 

disminuido, pero sobrevivieron números significativos (105–106 UFC / g cuentas).  

Finalmente son escasos los trabajos en los que además del efecto en variables vegetales, se evalúe 

la viabilidad de los microorganismos inoculados cuando se emplea algún método de inmovilización. Al 

respecto, (Krell et al., 2018) demostraron por microscopia y PCR en tiempo real que a 21 d de inocular al 

hongo M. brunneum encapsulado en alginato-Ca en raíces de plantas de tomate en diferentes tipos de 

suelo, el 64% de las plantas inoculadas con el encapsulado presentaron un endofitismo mayor 

particularmente al usar perlas humedas. En nuestro caso A. vinelandii mostró un compartamiento diferente 

durante los tiempos de muestreo, ya que a 7d de la inoculación los resultados de PCR en tiempo real 

mostraron su establecimiento en la rizósfera tanto con el inóculo líquido como el encapsulado. Sin 

embargo a los 14d se ve disminuida su presencia en el suelo para finalmente no ser detectada por los 

métodos moleculares después de 30 d de inoculada pese a los efectos significativos en las variables 

agronomicas.  

 

5. Conclusiones 

 

En este trabajo destacamos el uso de alginato-Na como material para la encapsulación de la RPCV A. 

vinelandii y que su desempeño en la inoculación de plántulas de tomate fue positivo para variables 

agronómicas importantes, como son la germinación, el diámetro del tallo, así como el tamaño de plántula 

y de raíces. Por otro lado, la encapsulación de A. vinelandii en perlas de alginato-Na, pese a que restringe 

espacialmente su distribución en el suelo, no limita su ingreso a las raíces de la plántula permitiendo su 

establecimiento en la rizósfera durante el primer estadio fenológico del cultivo.  Finalmente mostramos 

evidencia novedosa sobre la encapsulación de A. vinelandii en el cultivo de tomate como inoculante con 

propósitos de promoción del crecimiento, reducción de fertilización química y posible protección contra 

patógenos por las bondades de la bacteria. Estos hallazgos proporcionan una base valiosa para probar la 

encapsulación de esta y otras RPCV como inoculantes y alientan el desarrollo de formulaciones que 

mejoren la colonización en el suelo de la rizósfera y mantengan su viabilidad durante el ciclo completo de 

producción, ya que en este trabajo la viabilidad de la bacteria se vió limitada después de 30 d 

independientemente del método empleado.  
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