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Resumen

La hidroponia es un sistema de produccién en el que las plantas crecen en una
solucidn nutritiva (SN) que consta de agua con fertilizantes en ausencia de suelo, por lo que
se ven limitadas de la diversidad de microorganismos edaficos. A. vinelandii, destaca entre
las bacterias rizosféricas promotoras de crecimiento vegetal ya que las favorece
asimbioticamente al fijar nutrientes, sintetizar metabolitos reguladores, fitohormonas y
antibiéticos. Cuando se utilizan microorganismos en hidroponia, son agregados a la SN o
inoculados en el trasplante, sin embargo, las condiciones quimicas y fisicas del medio
reducen su viabilidad. Existen diferentes métodos para mejorar su sobrevivencia y
efectividad, uno de ellos es la inmovilizacion celular con alginato-Na, no obstante, son
escasas las investigaciones que propongan el atrapamiento de microorganismos en raices
encapsuladas para su uso en sistemas de cultivo hidropénico. En este sentido, nuestro
objetivo fue evaluar el efecto de la encapsulacion radicular de Lactuca sp. con alginato-Na
y A. vinelandiii en un sistema hidropdnico. Los resultados mostraron un aumento en el
tamafio y peso de raices en los tratamientos con encapsulacién e igual concentracion de
nitratos para todos los tratamientos excepto el testigo. Pese a lo anterior, no resulto positiva
la amplificacion de ADN genomico de A. vinelandii en extracciones de raices que

procedian de dichos tratamientos.

Abstract

Hydroponics is a production system in which plants grow in a nutrient solution (SN)
consisting of water with fertilizers in the absence of soil, so they are limited in the diversity
of edaphic microorganisms. A. vinelandii, stands out among the rhizospheric bacteria that
promote plant growth since it assimilates them favorably by fixing nutrients, synthesizing
regulatory metabolites, phytohormones and antibiotics. When microorganisms are used in

hydroponics, they are added to the SN or inoculated in the transplant, however, the



chemical and physical conditions of the medium reduce their viability. There are different
methods to improve their survival and effectiveness, one of them is cell immobilization
with alginate-Na, however, there are few investigations that propose the entrapment of
microorganisms in encapsulated roots for use in hydroponic culture systems. In this sense,
our objective was to evaluate the effect of root encapsulation of Lactuca sp. with alginate-
Na and A. vinelandiii in a hydroponic system. The results showed an increase in the size
and weight of roots in treatments with encapsulation and the same concentration of nitrates
for all treatments except the control. Despite the above, the genomic DNA amplification of

A. vinelandii in root extractions that came from these treatments was not positive.

Introduccion

La produccion de hortalizas en México genera recursos econémicos principalmente
por alto consumo, mismo que impacta en la salud humana (Baslam et al., 2013). Su
consumo reduce enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras (Jacobo-Velazquez y
Cisneros-Zeballos, 2009). La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los principales cultivos
en México, se cultiva en suelo a campo abierto, bajo régimen de temporal o riego (SIAP,
2018). Sin embargo, los sistemas agricolas convencionales han generado problemas de
salud y al medio ambiente por el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha
obligado a la busqueda de alternativas para la produccién horticola, como la agricultura
protegida (AP). La AP modifica la forma de producir alimentos minimizando las
restricciones, efectos y fenémenos climaticos adversos (Moreno Reséndez, 2011).

Una de las principales estrategias de produccion en la AP es la hidroponia (Velasco
et al., 2016), la cual disminuye el impacto ambiental ocasionado por fertilizantes (Croitoru
et al., 2015). Se caracteriza por ser una tecnologia para el cultivo vegetal en agua que
contiene fertilizantes con o sin el uso de un medio artificial en sustitucién al suelo para
proveerla de soporte mecanico como arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc (Baca et
al., 2016; De la Rosa-Rodriguez et al., 2016; Nisha, Somen, Kaushal, Narendra, y O.P.
Chaurasia, 2018).

El sistema hidroponico, al no emplear el suelo, limita a la planta de la diversidad de

microorganismos edéficos, que incluyen més de 10°especies (Dohrmannet al., 2013),


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-09342018000100191&script=sci_arttext#B11

mismos que son responsables de llevar a cabo entre 80-90% de los procesos observados en
el suelo (Nannipieri et al., 2003); como el metabolismo de elementos, descomposicion de
materia organica, solubilizacion de minerales, fotosintesis, supresividad, mantenimiento de
la estructura y funcion del suelo, degradacion de compuestos xenobidticos, entre otros
(Pankhurst et al., 1997; Pal y McSpadden, 2006; Pankratova, 2006; Ryan et al., 2008,
Conde et al.,2019). en este sentido destacan las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetak (RPCV) como A. vinelandiii, las cuales favorecen asimbidticamente a las plantas
fijando nutrientes, sintetizando metabolitos reguladores, fitohormonas y antibioticos.
Cuando se emplean en el sistema hidroponico son agregadas a la solucion nutritiva (SN) o
se inoculan las raices (Darwin et al., 2015). Sin embargo, las condiciones quimicas y fisicas
del medio reducen la viabilidad. Asi mismo, el uso diferentes medios de soporte y tipos de
sistemas hidropdnicos pueden no proveer del ambiente mas adecuado para el desarrollo de
microorganismos (Seungjun Lee y Jiyoung Leea, 2015), en este sentido existen diferentes
métodos para conservar la viabilidad de los microrganismos, uno de ellos es la
inmovilizacion celular, caracterizado por restringir a las células a un &rea delimitada
conservando sus actividades metabolicas, catabolicas y cataliticas (Conde-Avila et al.,
2020). En variadas investigaciones destacan los benéficos de la técnica, no obstante, se ha
evaluado escasamente la encapsulacion radicular con alginato-Na y A. vinelandii en sistema
hidropdnico. EI objetivo fue evaluar el efecto de la encapsulacion radicular de Lactuca sp.

con alginato-Na y A. vinelandiii en un sistema hidroponico.

Capitulo 1: Marco Tedrico

1.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Las BPCV son bacterias de diversas especies que favorecen el crecimiento y
productividad vegetal. Entre los géneros méas conocidos estan las Rhizobium, Pseudomonas,
Azotobacter y Azospirillum. Pueden clasificarse en dos grupos, el primero, BPCV vegetal y

el segundo, bacterias que acttan suprimiendo otros microorganismos. Las del primer grupo
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utilizan su metabolismo para solubilizar fosfatos, producir hormonas y fijar nitrégeno (N),
entre otras acciones, lo cual beneficia a las plantas estimulando su actividad enzimatica e
incrementando la adsorcion de agua y minerales, asi como el desarrollo radicular. (Bashan
y Holguin, 1998). El segundo grupo es el de BPCV con la capacidad de control biologico,
promueven el crecimiento de la planta indirectamente proveyendo de proteccion contra

fitopatogenos. (Bashan y Holguin, 1998)

En 2013 la poblacion en el mundo alcanzé los 7 mil millones de habitantes, este
crecimiento ha obligado a incrementar la produccion de alimentos para satisfacer las
necesidades de dicha poblacién. Para ello, se ha recurrido al uso de diversas técnicas o
productos como fertilizantes, agroquimicos, plastico, semillas mejoradas, etc., dando como
resultado una agricultura intensiva que se caracteriza por el alto consumo de insumos,
laboreo excesivo, baja 0 nula incorporacion de materia organica, monocultivos, pérdida de
biodiversidad en el suelo y la desertificacion de este. Una de las alternativas es la aplicacion
de microorganismos benéficos al suelo como bacterias rizosfércas en formulaciones que

sirvan de bioinoculantes (Intagri, 2011)

Se ha retomado el interés en la utilizaciéon de BPCV en la produccién de diversos
cultivos, dichas bacterias han sido aplicadas a semillas, tubérculos o raices ya que son
capaces de colonizar las raices de las plantas y de estimular el crecimiento de los cultivos
mejorando el rendimiento (Chanway et al., 1989). Los mecanismos que emplean las
bacterias para la promocion de crecimiento vegetal ain no se han descrito por completo, sin
embargo, se han sugerido efectos tanto directos como indirectos, tales como el aumento en
solubilizacion de nutrientes, mejoramiento de absorcion (Lifshitz et al., 1987), produccion
de antibidticos para hongos, bacterias y virus (Hoffland et al., 1997) y de fitohormonas
(Schroth y Weinhold, 1986; Chanway, 1997). Otros efectos indirectos incluyen el aumento
de fijacion de N, y de la actividad de la nitrogenasa (Zhang et al.,1996), los cuales actlan

con la resistencia sistematica de la planta (Chanway, 1997).

Actualmente se han identificado numerosas bacterias con la capacidad de fijar N,

pero solo algunas destacan por su potencial como biofertilizantes, mismos que resultan de



interés agricola. Algunos de los géneros mas destacados son Azotobacter, Beijerinckia,

Derxia y Azospirilllum, Asi como Pseudomonas, Enterobacter y Bacillus

1.2 Efectos en la planta y la raiz

Las bacterias juegan un papel importante para las plantas ya que al asociarse con
ellas permiten aumentar su crecimiento, desarrollo y proveen de proteccion contra otro
organismos antagonios que causan enfermedades. Ecolégicamente a esta relacion benéfica
entre las bacterias y las plantas se le denomina mutualismo el cual se define como la
condicion en la que ambos seres vivos de diversas especies viven juntos habitualmente
(Aunque no necesariamente) con beneficio reciproco para el hospedero (Planta) y el

simbionte (Bacteria).

Para que estos efectos ocurran deben realizarse asociaciones las cuales ocurren a
nivel de la rizosfera, la cual es definida como toda aquella porcion de suelo que esta
fuertemente influenciada por las raices de las plantas, la cual a su vez se divide en tres
partes: Rizoplano (Microorganismos pegados a la raiz), Endorrizosfera (Microorganismos
dentro de la raiz) y Ectorrizosfera (Microorganismos que actian de manera circundante a la
raiz). Dicha asociacion se inicia como respuesta al Ilamado “efecto rizosférico”, el cual
sucede a través de un intercambio de sefiales que se disparan a partir de la interaccion

microbio-planta, con resultados claramente benéficos para los dos.

Cerca del 40% del carbono fijado en la fotosintesis, en la parte aérea de la planta,
puede ser excretado a la rizosfera, lo que afecta positivamente a la mayoria de las bacterias
gue ahi habitan, las cuales se nutren de los exudados de las raices que emiten las plantas,
como azulcares, vitaminas, factores de crecimiento, &cidos organicos, glicidos y mucigel.

(La ciencia y el hombre, 2003)

Las BPCV en las plantas son un grupo de diferentes microorganismos que pueden
incrementar el crecimiento y la productividad vegetal, los géneros méas conocidos vy

utilizados en la agricultura son: Rhizobium, Pseudomonas, y Azospirillum, Actinoplanes,



Agrobacterium, Azobacter, Bacillus, etc. Las BPCV presentan grandes ventajas para
incrementar la productividad de los cultivos, pueden actuar favoreciendo el crecimiento
vegetal de manera directa e indirecta. Estas bacterias presentan grandes ventajas para
incrementar la productividad de diversos cultivos, estas pueden actuar favoreciendo el

crecimiento de manera directa o indirecta.

Algunos de los efectos directos van desde la fijacién de N, produccion y sintesis de
sideroforos, la solubilizacion de minerales especialmente fdsforo, la sintesis de diversas
fitohormonas, asi como la sintesis de la enzima ACC Deaminasa y algunos de los efectos
indirectos van desde el biocontrol de fitopatdgenos, desarrollo 6ptimo de raices, produccion
de antibioticos y reduccion de fierro. (Camelo et al., 2011).

Para que estas funciones se lleven a cabo deben actuar a traves de diversos
mecanismos, realizando la tarea de bioestimulantes, fitoestimuladores o agentes de
biocontrol. Las bacterias que actian como fitoestimuladores, tienen la habilidad de producir
o0 cambiar la concentracion de los reguladores de crecimiento tales como: &cido

indolacético, acido giberélico, citocininas y etileno (Camelo et al., 2011).

1.3 El género Azotobacter

Beijerinck (1901) fue la primera persona que aislo y cultivd especies de
Azotobacter. Mas tarde, varias otras especies de Azotobacter han sido aisladas y descritas
como A. vinelandiii, A. beijerinckii, A. insignis, A. macrocytogenes, A. paspali, A.
chroococcum, A. salinestris, A. armeniacus, A. brasilense, A. agilis, A. tropicalis y A.
nigricans (Mulder y Brontonegoro 1974; Page y Shivprasad 1991; Kizilkaya 2009). La
diversidad y las aplicaciones beneficiosas de Azotobacter fueron bien documentadas por
diferentes ecosistemas de las udltimas dos décadas por su actividad promotora del
crecimiento de las plantas para la agricultura sostenible (Aquilanti et al. 2004; Jiménez et
al. 2011). Entre las diferentes especies, A. chroococcum y A. vinelandii son habitantes
comunes que se encuentran en los suelos de la rizosfera. Su presencia en el suelo esta

influenciada por muchos factores como el pH del suelo, contenido de materia organica,



calcio, fosforo, potasio y otros microorganismos presentes en el suelo (Rangaswami et al.
1964).

La familia Azotobacteraceae esta representada por dos géneros, Azotobacter
(Beijerinck, 1901) y Azomonas (Winogradsky, 1938). La eliminacion de los géneros
Beijerinckia y Derxia de Azotobacteraceae se basé en analisis cistron de ARNr (De Smedt
et al., 1980) y sus similitudes como se observa en el experimento de hibridacion de ARNr
(De Vos et al.,1985). Tales experimentos mostraron que Beijerinckia y Derxia no estan
estrechamente relacionados con el género Azotobacter y Azomonas, pero que ellos
pertenecen a otras subdivisiones o grupos, es decir, a subclases alfa y beta, respectivamente
de Proteobacterias. Por otra parte, investigaciones sobre similitudes de rRNA de varias
bacterias gramnegativas basadas en valores de ty () de los hibridos dna-rrna mostraron que
Azotobacter y las Azomonas estan estrechamente relacionadas entre si y a la rama de

Pseudomonas fluorescentes de ARNr.

La dltima rama o grupo pertenece a la Superfamilia I en la nomenclatura de De Ley
y sus compaferos de trabajo o el grupo gamma/subdivision o subclase de la bacteria
purpura definido por Woese et al. (1985a, 1985b) o el de las proteobacterias, segun lo
definido por Stackebrandt (1988).

El género Azotobacteracea estd caracterizado por bacterias asimbidticas y son
aerobias heterotroficas, las cuales tienen como principal propiedad la capacidad de fijar
molecularmente N, atmosférico en nitrégeno-libre 0 medio de nitrégeno pobre con un
compuesto organico de carbono (preferentemente azucares, alcoholes o acidos organicos)
como fuente de energia. Sin embargo, la fijacion de N, no es exclusiva de esta familia, ya
gue pueden presentarla otras bacterias no relacionadas. Ademas, algunos representantes de
esta familia pueden producir crecimiento asociativo con plantas superiores. Por estas
razones, los representantes de esta familia generalmente se conocen como fijadores

asimbidticos de N.



Los representantes de las Azotobacteraceae son habitantes regulares del suelo,
incluidos los aéreos, polvo transportado, de habitats acuaticos y superficie de plantas como
el entorno externo de raices (rizosfera) y hojas (filosfera).

A. chroococcum y A. vinelandii también se encuentra en habitats marinos. Algunas
especies proliferan mayormente en la rizosfera de plantas que, en el suelo mismo, y se ha
demostrado en algunos casos que este crecimiento asociativo es benéfico para la planta

porque el N se vuelve biodisponible (Doereiner, 1966).

Para Azotobacter paspali y el pasto Paspalum notatum la asociacion parece ser méas
especifica debido a la especie (Ddbereiner, 1966, 1970). También en las superficies de las
hojas miembros de este grupo (especialmente A. chroococcum) a menudo se encuentran

principalmente en hojas envejecidas

La bacteria prolifera a expensas de los exudados ricos en azucar y pobres en N de la
planta. Los exudados actian como una especie de medio de enriquecimiento. Para la

filosfera, se ha sugerido que el N fijo esta disponible para la planta (Ruinen, 1961).

El género Azotobacter son organismos de suelo, agua, rizosfera vegetal y filosfera;
por lo tanto, todos estos sustratos pueden usarse como indculo. Muchos miembros de este
género producen grandes cantidades de limo capsular (polisacarido). No forman
endosporas, pero algunas forman microquistes de paredes gruesas, que, a diferencia de las
esporas, son células vegetativas enquistadas sin cambios citoldgicos antes de su
germinacion. Las células muestran motilidad por flagelos periticos 0 no son moviles. Las
células son gramnegativas. Aunque algunas especies parecen ser variables de Gram (por
ejemplo, lo establecido por, Jensen y Peterson, 1954; Kirakosyan y Melkonyan,1964;
Norris y Kingham, 1968; Johnstone, 1974), pero Thompson y Skerman (1979) atribuyen

estos resultados a la decoloracion incompleta de frotis gruesos

Las células son moviles en A. chroococcum, A. vinelandii, A. armeniacus y A.

paspali, pero la motilidad esta ausente en A. beijerickii y A. nigricans. (Hendrik, 2006).



1.4 Bacterias Azotobacter vinelandii

Es una especie microbioldgica de bacteria la cual es gramnegativa quimioganotrofa.
Dicha bacteria se reproduce mediante fision binaria, viven en suelos o en aguas frescas y
presentan una morfologia ovoide y grande (de los 1,5 a 2 um de diametro), son
pleomdrficas desde bacilos hasta cocos ademas de que ser poliploide.

En la actualidad diversas investigaciones han estudiado las capacidades metabolicas
y geneticas de la bacteria como la fijacion de N atmosférico en presencia de oxigeno por
tres sistemas de nitrogenasa, posee mecanismos de proteccion de nitrogenasa, tiene una alta
capacidad respiratoria en condiciones diazotroficas o de fijacion de N que es hasta 10 veces
mas alta que la de Escherichia coli, produce polimeros de uso industrial como el alginato y
el polihidroxibutirato.

Las vitaminas son esenciales para las funciones fisiologicas de los seres vivos que
son producidas por varios grupos de bacterias. EI genero Azotobacter produce vitaminas en
condiciones favorables, y las cepas de A. vinelandii producen niacina, acido pantoténico,
riboflavina y biotina que pertenecen a las vitaminas del grupo B. Se utilizan para mantener
los procesos metabdlicos de los seres vivos, pero la produccion de vitaminas esta
controlada por varios factores fisicos, como las condiciones de crecimiento, el pH, las
temperaturas de incubacion y la disponibilidad de fuentes de nitrogeno y carbono (Revillas
et al., 2000). La riboflavina es una vitamina B2 necesaria para una amplia variedad de
procesos celulares, (G. Chennappa et al., 91) y juega un papel clave en el metabolismo de
grasas, cuerpos cetonicos, carbohidratos y proteinas, respectivamente (Almon 1958;
Revillas et al., 2000).



Los aminoacidos son también uno de los elementos importantes necesarios para el
crecimiento y desarrollo de células. Pocos géneros bacterianos producen aminoacidos, entre
ellos A. vinelandii produce acido aspartico, serina, acido glutamico, glicina, histidina,
treonina, arginina, alanina, prolina, cisteina, tirosina, valina, metionina, lisina, isoleucina,

leucina, triptéfano y fenilalanina (Revillas et al., 2000; Lopez et al., 1981).

Los siderdforos son compuestos quelantes de hierro de bajo peso molecular que son
producidos y utilizados por bacterias y hongos. Estos compuestos se producen en respuesta
a la deficiencia de hierro que normalmente ocurre en suelos de pH neutro a alcalino, debido
a la baja solubilidad del hierro a pH elevado (Johri et al., 2003). Las especies de
Azotobacter excretan sideréforos en condiciones limitadas de hierro. A. vinelandii produce
cinco sideroforos diferentes, como el acido 2,3-dihidroxibenzoico, aminocelina,
azotocelina, protocelina y la azotobactina que actian como antibioticos en la naturaleza.
Los sidero6foros se usan como agentes de administracion de farmacos, que son importantes
aplicaciones biotecnoldgicas, asi como agentes antimicrobianos y remediacion del suelo
(Page y VonTigerstrom 1988; Mollmann et al. 2009; Kraepiel et al., 2009; Barrera y Soto
2010). Las BPCV productoras de sideroforos pueden prevenir la proliferacion de agentes

patdgenos secuestrando hierro en la vecindad de la raiz.

Las especies de Azotobacter actlan como agentes de biocontrol mediante la
produccion de antibidticos como 2,3 acido dihidroxibenzoico, aminocelina, azotocelina,
protocelina y azotobactina para combatir los fitopatdgenos (Agarwal y Singh 2002; Mali y
Bodhankar 2009; Kraepiel et al. 2009). La produccién de antibidticos se considera uno de

los mecanismos de biocontrol mas estudiados para combatir los fitopatogenos.

La actividad antifngica de A. vinelandii mostr6é una zona de inhibicion méxima (40
mm) contra F. oxysporum, que se sabe que causan varias enfermedades en cultivos
agricolas, a chile y arveja principalmente (Cavaglieri et al., 2005; Bhosale et al., 2013).
Azotobacter puede proporcionar proteccion contra hongos patdgenos transmitidos por el
suelo como Aspergillus, Fusarium, Curvularia, Alternaria y Helminthosporium (Khan et
al., 2008; Mali y Bodhankar 2009).



1.5 Inmovilizacién de células

La inmovilizacion celular (IC) es un método caracterizado por restringir a las
células a un éarea delimitada conservando sus actividades metabdlicas, catabdlicas y
cataliticas (cita). Asimismo, dependiendo del tipo de inmovilizacién tanto las células como
las enzimas pueden ser inmovilizadas de forma permanente o temporal para ser utilizadas
repetida y continuamente en diversos procesos quimicos. Por lo tanto, la inmovilizacion
deberia ser definida como una técnica capaz de reutilizar o dar uso continuo de
biocatalizadores y células. Por lo tanto, la sencillez y el bajo costo de los métodos de
inmovilizacion juegan un papel fundamental en la seleccion de protocolos de
inmovilizacion. Es por ello que por medio de la inmovilizacion es posible no solo controlar
la ubicacién de las células o las enzimas sino también modificar sus propiedades

selectivamente.

La investigacion sobre inmovilizacion de organismos unicelulares ha generado gran
interés en la comunidad cientifica, debido a sus ventajas técnicas y econdémicas. Entre las
principales ventajas que presentan los sistemas biotecnoldgicos que utilizan células
inmovilizadas se encuentra su facilidad para el manejo de una mayor densidad celular
comparado con los procesos tradicionales, un mejor control en sistemas continuos y la
posible recuperacion de la biomasa para su posterior reutilizacion. Aunque cabe
mencionarse que existen ventajas y desventajas en los métodos de inmovilizacién de las
células microbianas, y los métodos generales ideales aplicables a la inmovilizacion de las
células aun no se han desarrollado plenamente. En general, los materiales para inmovilizar
células deben cumplir importantes requisitos como: ser grado alimenticio (segun sea el
caso), bajo costo, disponibilidad, no degradables y aptos para condiciones de pH y
temperatura bajas (Bakoyianis et al., 1992 y 1996; Bardi y Koutinas, 1994; Fumi et al.,
1987; Shimobayashi y Tominaga, 1986). Los métodos de inmovilizacion de células mas
usados son la autofloculacion (Verstrepen y Kilis, 2006; Stewart y Russel, 1986), la
adsorcion sobre soportes (Bardi et al., 1996) y la incorporacion de levaduras en matrices

s6lidas.



Para llevar a cabo la IC se emplean diferentes técnicas de acuerdo con los objetivos
de esta. Entre los principales métodos se emplea la floculacién, adsorcién a una superficie o
matriz porosa, por enlace covalente, por atrapamiento, agregacion natural y encapsulacion,

siendo esta Gltima técnica la mas utilizada (Fernandez-Lépez et al., 2017).

Los principales usos de la IC han sido los procesos industriales y médicos cuya
finalidad es la obtencion eficiente de productos (aminoécidos, acidos organicos,
antibioticos y enzimas) (Najafpour 2007, Zucca y Sanjust 2014, Gotovtsev et al., 2015). En
los Gltimos afios se ha retomado el interés por el uso de IC, especialmente en areas como la
biorremediacion, control bioldgico, aplicacién de agroquimicos, entre otras. Por su parte, la
biodegradacion de contaminantes es una de las mas recientes y potenciales aplicaciones de
la IC orientada a favorecer los procesos de degradacion de diversas sustancias toxicas
(Fernandez-Lépez et al., 2017), ya que como se ha mencionado, en el area ambiental es
frecuente encontrar limitaciones para la incorporacién de microorganismos libres en los
sitios a remediar. Es por ello por lo que surgié un interés renovado en el empleo de estas
técnicas con la finalidad de incrementar la productividad y viabilidad de celulas, asi como
mantener su actividad catalitica por periodos prolongados de tiempo (Jeshitha et al., 2015).
El uso de esta tecnologia debe proporcionar de forma deseable, condiciones apropiadas y
prolongadas para el desarrollo celular, nula toxicidad o potencial contaminante y

propiedades constantes para ser usados en agua y suelos.

Cuando se emplea la IC de microorganismos degradadores en los procesos de
remocion y/o degradacion de contaminantes, comunmente se logran mayores rendimientos
y porcentajes de remocion al incorporarlos bajo la proteccién de la inmovilizacion,
surgiendo como una alternativa tecnolégica ambiental. Sin embargo, Una limitante del uso
de IC en la remediacién in situ ha sido la supervivencia de los microorganismos en
condiciones de confinamiento, su interaccion con los materiales de soporte o atrapamiento

y la estabilidad mecéanica de los materiales empleados en la inmovilizacion.



A la fecha solo algunas investigaciones se han enfocado en la bdsqueda de
alternativas para la optimizacion de tratamientos biologicos en la degradacion de
plaguicidas empleando métodos de IC. Se usan principalmente dos tipos de procesos, los
basados en retencion fisica (como el atrapamiento en matrices porosas o encapsulacion en
membranas) y aquellos en los que se emplea un enlace quimico (p.e. la formacion de

biopeliculas).

El método maés estudiado para la aplicacion préactica de la IC es la encapsulacion por
considerarse simple y efectivo (Adinarayana, Jyothi, Ellaiah, 2005). Este dispone de
distintos materiales, en su mayoria geles poliméricos que mantienen a las celulas
resguardadas al interior de una membrana, sin embargo, bajo este método pueden ocurrir
restricciones relacionadas con la estabilidad de la matriz que se forma, ademéas de la
transferencia de masas por funcionar como un sistema de liberacion lento (Kadakol,
Kamanavalli y Shouche, 2011). En contraste, las técnicas que emplean la formacion de
biopeliculas o atrapamiento celular aprovechan la agregacion natural y las interacciones
ionicas que las unen para mejorar las vias degradativas (Stewart, Ganesan y Solomon,
2015).

En este sentido, debido a que la estructura de los materiales para la IC esta
profundamente relacionada con la adherencia, actividad degradativa microbiana y
conservacion de dicha actividad, es fundamental la seleccion y bdsqueda de soportes
adecuados (Pattanasupong, 2004; Talwar y Ninnekar, 2015). Al respecto, distintos
materiales y soportes han sido evaluados para potenciar la eficiencia de degradacion de
forma que se adecuen a las condiciones en las que seran requeridos (Pattanasupong, 2004;
Khalid et al., 2018). Entre las caracteristicas que los materiales para IC deben poseer
preferentemente son, nula toxicidad, estabilidad mecanica, eficiencia, practicidad y bajo
costo, ademas de la capacidad de ser o formar superficies porosas para brindar las

condiciones ideales de inmovilizacion (Pradeep y Subbaiah, 2016).

Los materiales, soportes o matrices que se han empleado para la encapsulacion y

atrapamiento de células en la degradacion de plaguicidas son muy variados. Se pueden



distinguir algunos tanto inorganicos como arcillas, silicatos, cristales, ceramica, tierra
diatoméacea, espuma de poliuretano, sol gel, poliacrilamida, agarosa, alcohol polivinilico,
piedras volcénicas porosas Y fibra de nylon; asi como de origen organico como la celulosa,
agares, alginatos, k-carragenina, quitina, colageno, carbon activado, esponja de Loffa

cylindrica, biochar, fibras de restos vegetales y granos.

En la mayoria de los estudios, el uso de geles poliméricos aumenta la capacidad de
degradacion por factores relacionados con fendmenos de difusion (Cheng et al., 2003,
Yafiez-Ocampo et al., 2009) y permite a las celulas un intercambio propicio para soportar
concentraciones que en forma libre no podrian. Lo anterior, confirmandose mediante
modelos matematicos, usados para establecer el diametro dptimo para la difusion
intermembranal de los contaminantes (con un Optimo de entre 2-3 mm) para el
atrapamiento en geles (gel de poliacrilamida-quitosano y sol-gel) en la formaciéon de

matrices encapsuladoras (Martinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012).

La inmovilizacién por atrapamiento en Ca-alginato (copolimero de los grupos D-
acido-manuronico y L -acido gulurdnico) es el mas comun y eficiente polimero natural, no
toxico, empleado con éxito para inmovilizar cultivos microbianos en sistemas in vitro
(Kumar, Nain y Singh, 2017). Lo caracterizan sus propiedades fisicas, facilidad de
formacion de la cubierta para la encapsulacion y capacidad de modificacion de la matriz
polimérica, ademas, bajo este sistema, los microorganismos se liberan lentamente por
disolucién del gel formado al estar en contacto con agentes quelantes de calcio como el
citrato de sodio y fosfato de potasio (Mohammad y Bustard, 2008), condicion que es
benéfica bajo ciertas circunstancias, ya que la liberacion lenta es conveniente en procesos
de degradacion en sistemas continuos en los que se busca preservar la actividad metabdlica

por periodos prolongados (Tallur et al., 2015; Talwar y Ninnekar, 2015).

Sin embargo, pese a la efectividad del uso de encapsulacion en alginatos para la
remocion de plaguicidas en medios liquidos, no se ha recomendado su uso de igual modo
para la aplicacion en suelos por ser un material susceptible a la degradacién y por su baja

estabilidad mecanica (Ha et al., 2009). Como alternativa, han sugerido incrementar el



porcentaje de alginato en la preparacion de las capsulas o complementar la matriz con la
adicion de otros polimeros o particulas como el alcohol polivinilico, polisulfon, arcilla de
bontonita, agar o poliacrilamida (Abigail y Das, 2015; Idrees et al., 2013; Talwar y
Ninnekar, 2015; Khalid et al., 2018; Fareed et al., 2017; Mulla et al., 2013), considerando
que estas modificaciones alterarian también otras propiedades fisicas relacionadas con la
degradacion. Por ejemplo, el alcohol polivinilico (PVA) fosforilado en combinacién con el
Ca-alginato forman una matriz mas durable que puede interactuar para mejorar las
propiedades de la matriz, sin representar riesgos negativos a los propios microorganismos o

al ambiente (Siripattanakul et al., 2009).

No se puede afirmar que el alginato de calcio sea el medio perfecto para inmovilizar
las células. La destruccion de los geles de alginato de calcio por los agentes quelantes es un
problema que puede superarse de manera muy simple, pero aumentando el costo del
proceso de inmovilizacién. La limitacion de la transferencia de oxigeno dentro de los geles
puede ser un problema o una ventaja dependiendo del tipo de biocatalizador atrapado.
Existe la posibilidad de realizar estudios extensos sobre los efectos fisioldgicos resultantes
de tales limitaciones de difusion; Bien puede ser que haya ventajas al usar perlas mas
grandes de alginato de calcio para atrapar ciertos biocatalizadores para beneficiarse de las
limitaciones de difusion. (Bucke, 1987)

Por otro lado, en cuanto a la IC por atrapamiento o formacion de biopeliculas, las
matrices o soportes naturales se han comenzado a evaluar con mayor frecuencia.
Pattanasupong et al. (2004) propusieron el uso de fibras como soporte para la agregacion de
células con capacidad de degradar contaminantes y desde entonces se han evaluado otros

materiales, fibras vegetales o sintéticas (Fernandez-Lopez et al., 2017).

Entre las fibras sintéticas destaca la espuma de poliuretano cuya eficiencia de
remocion de carbofuran fenol y cipermetrina alcanzo el 100 % al usarla como soporte
(Kadakol et al., 2011; Tallur et al., 2015). Por otro lado, los soportes naturales usados con
mayor frecuencia son residuos lignocelulésicos (Gangola et al., 2015; Diez et al., 2016;

Ferndndez-Lopez et al., 2017), de los cuales se aprovechan las -caracteristicas



bioestructurales, que suelen ser reusables, no toxicos y mecanicamente estables. En este
punto podemos mencionar el uso de Luffa cylindrica L. como soporte natural. Se ha
empleado la loofa en la IC de microrganismos como red entrecruzada de fibras que es
Optima para la adhesion de células. La esponja de loofa ha sido considerada de los mejores
soportes por sus caracteristicas de renovabilidad, biodegradabilidad y uso simple en la

degradacion de organofosforados (Moreno-Medina et al., 2014).

Del mismo modo se ha propuesto el uso de fibra de coco (Pattanasupong et al.,
2004),
micronichos en granulos de café (Barragan-Huerta et al., 2007), bagazo de cafia de azUcar
(Liu et al., 2015), biocamas con paja, turba y suelo (Diez et al., 2016), fibras de Opuntita
sp.y Agave sp. (Fernandez-Lépez et al., 2017), entre otros; o bien, como enmiendas para
adsorber y facilitar la disipacion de plaguicidas como carbendazim, DDT, 2, 4-D,
mesotriona, atrazina y MP, permitiendo las actividades enzimaéticas requeridas para la
degradacion microbiana (Diez et al., 2016). La ventaja de estas bioestructuras es la
reusabilidad, nula toxicidad, estabilidad mecanica y espacio interestructural que permite el
crecimiento de microorganismos sin problemas de ruptura o pérdida de difusion como

puede suceder con las capsulas formadas por polimeros.

Las enmiendas organicas son las estrategias de inmovilizacion que reducen la
biodisponibilidad de los plaguicidas al interactuar quimicamente con ellos (Khorram et al.,
2016), proporcionando materia organica para la sorcion del contaminante y estimulacion
del crecimiento vegetal. Asi, por ejemplo, Liu et al. (2015) probaron el uso de bagazo de
cafia como soporte para la inmovilizacion de Bacillus pulmilus en la degradacion de
mesotriona. El uso de este biomaterial promovid la rapida adaptabilidad de la bacteria y su
crecimiento en suelo. Por otro lado, el biochar aumenté la sorcién de compuestos organicos
hidrofobicos por el atrapamiento en sus microporos y estructuras condensadas (Yu et al.,
2011) y ha llamado la atencién por reducir de la biodisponibilidad de plaguicidas
(Mukherjee et al., 2016). El biochar es el resultado del proceso denominado pirdlisis en el
que la materia organica sufre una descomposicion térmica en ausencia de aire (Lehmann et

al., 2011). Se diferencia del carbon vegetal por su uso como enmienda del suelo (Lehmann



y Joseph, 2009). Aumenta el contenido de materia organica, C total, N total y relacion C/N,
provocando indirectamente cambios en la composicion y abundancia de la comunidad
bioldgica y mayor fertilidad del suelo (Jin, 2010). De hecho, las enmiendas organicas como
el biochar crean interacciones entre microorganismos y plantas que permiten la remocién

efectiva de contaminantes del suelo como el difenoconazol (Cheng et al., 2017).

Moorman et al. (2001) utilizaron enmiendas organicas para mejorar la degradacion
de herbicidas en suelos contaminados. El uso de las enmiendas organicas disponibles, como
compostas, los residuos de plantas, el abono verde, pueden ser una forma eficaz para
mejorar la degradacion y remocion de plaguicidas si se emplean en la IC de

microorganismos degradadores.

Por otro lado, el metabolismo y sorcion han sido reportados para plaguicidas como
atrazina, carbofuran, carbaril entre otros, por comunidades en agregados en biopeliculas en
rios (Tien et al., 2013). En estos ambientes, mientras mas tiempo se encuentra expuesto el
biofilm al contaminante (methomyl), mas se modifica la comunidad bacteriana debido a
cambios inducidos por seleccion natural (Tien et al., 2013). Entre otras particularidades, ha
sido demostrado que los microorganismos agregados en forma de biopeliculas son menos
susceptibles a cambios ambientales como pH, temperatura, la presencia de sustancias
toxicas y sus metabolitos (Ohandja y Stuckey, 2006; Liu et al., 2015; Toyofuku et al.,
2016), resultando efectivas en el tratamiento de aguas residuales por su simplicidad de uso
y estabilidad (Zhu y Chen, 2002).

Por su parte, Abigail y Das (2015) usaron particulas de ladrillo como material inerte
cuyas caracteristicas permiten la formacion de biofilm, siendo un material de bajo costo con
propiedades mecanicas deseables en comparacion con la baja robustez, poca durabilidad y
aparente pérdida de actividad bioldgica del alginato, a lo que se ha propuesto ademas el uso
de este en combinacion con PVA al 2 y 4 % para mejorar sus propiedades fisicas y

favorecer la estabilidad del material en la remocion de atrazina.



De igual forma la inmovilizacion de levaduras en perlas de alginato y poliacrilamida
se ha utilizado con éxito en la fermentacion de vino blanco y en la produccién de etanol
(Cachon y Divies, 2001). Debido a cambios en la composicion de las células por
interaccion con el soporte de alginato, estos catalizadores se vuelven mas activos y se
observa que la fermentacion ocurre a mayor velocidad respecto a los casos en los que se
emplean levaduras libres (Galazzo y Bailey, 1990). Otra ventaja importante de estos
sistemas inmovilizados es que el soporte protege la levadura de la accién de inhibidores,
metales pesados, fenoles y temperaturas extremas. Ademas, a diferencia de los floculos de
biomasa, estos solidos al ser mas sencillos de manejar permiten un mejor control de la

actividad catalitica en reactores de tipo lote y continuos.

La inmovilizacion de células es un proceso prometedor sobre todo que tiene un
enorme campo de aplicacion, dicho proceso puede ayudar en el mejoramiento y produccion
de alimentos, farmacos, quimicos y bioproductos de interés cientifico y econémico (Fajardo
etal.,, 2011)

1.6 Hidroponia

Hidroponia, es una técnica que permite el cultivo de plantas en un medio libre de
suelo. La hidroponia permite (en estructuras simples o complejas producir) plantas
principalmente de tipo herbaceo aprovechando sitios o areas como azoteas, suelos
infértiles, terrenos escabrosos, invernaderos climatizados o no, etc. A partir de este
concepto se desarrollaron técnicas que se apoyan en sustratos (medios que sostienen a la
planta), o en sistemas con aportes de soluciones de nutrientes estaticos o circulantes, sin
perder de vistas las necesidades de la planta como la temperatura, humedad, agua y

nutrientes. En la actualidad se utiliza para referirse al cultivo sin suelo.

La hidroponia es una herramienta que permite el cultivo de plantas sin suelo, es
decir sin tierra. Un cultivo hidroponico es utilizado para cultivar plantas cuyo crecimiento
es posible gracias al suministro adecuado de los requerimientos hidrico-nutricionales, a

través del agua y solucién nutritiva. Con la técnica de cultivo sin suelo es posible obtener



hortalizas de excelente calidad y sanidad, permitiendo un uso mas eficiente del agua y los
nutrientes. Basados en la experiencia, los rendimientos por unidad de area cultivada son
altos debido a una mayor densidad, mayor productividad por planta y eficiencia en el uso
de los recursos agua, luz y nutrientes. No es una metodologia moderna para el cultivo de
plantas, sino una técnica ancestral; en la antigiiedad hubo culturas y civilizaciones que
utilizaron esta metodologia como medio de subsistencia. Generalmente asociamos esta
forma de cultivo con grandes invernaderos para el cultivo de plantas y el empleo de la méas
compleja tecnologia, sin embargo, los origenes de la hidroponia fueron muy simples en su
implementacion. El desarrollo actual de la técnica de los cultivos hidropdnicos esta basado
en la utilizacion de minimo espacio, minimo consumo de agua y méaxima produccion y
calidad. (Cultivo en hidroponia, 2015)

Mediante esta técnica se producen plantas principalmente de tipo herbaceo,
aprovechando sitios o areas no convencionales, sin perder de vistas las necesidades de las
plantas, como luz, temperatura, agua y nutrientes. La disponibilidad de agua y nutrientes,
los niveles de radiacion y temperatura del ambiente, la densidad de siembra o disposicion
de las plantas en el sistema hidropdnico, la accion de patogenos o plagas, etc., incidiran
fuertemente en el rendimiento del cultivo. EI modernismo permitid la introduccién de los
avances de la informatica para el control y ejecucion de actividades, que han hecho de la

automatizacion del cultivo hidroponico una realidad. (Cultivo en hidroponia, 2015)

El termino hidroponia se deriva del griego “hydro” que significa agua y “ponos”
que significa trabajo, literalmente significa trabajo del agua. La palabra hidroponia fue
acufiada por el profesor William Gericke a principios de los afios treinta al describir el
crecimiento de plantas con sus raices suspendidas en agua que contiene nutrientes
minerales. (Nisha, Somen, Kaushal, Narendra, y O.P. Chaurasia, 2018). En otras palabras,
la hidroponia es una tecnologia para desarrollar plantas en SN que contiene agua Yy
fertilizantes, con o sin el uso de un medio artificial como arena, grava, vermiculita, lana de
roca, etc. para proveer soporte mecanico a la planta (Jensen y Collins, 1985; Lara Herrera,
1999) basada en la utilizacion de minimo espacio, minimo consumo de agua y maxima

produccién y calidad (Beltrano y Gimenez, 2015).



Debido a la rapida urbanizacién e industrializacion no solo estd disminuyendo la
tierra cultivable sino también las practicas de la agricultura convencional debido al amplio
rango de impactos negativos al ambiente (Nisha et al., 2018), mientras que el uso de la
hidroponia crece debido a que provee un sustancial grado de control (Jones, 1982). Lo
anterior, aunado al hecho de que es ampliamente reconocido que los suelos agricolas
presentan procesos de degradacion tales como salinizacion, alcalinizacién, disminucion de
permeabilidad, desequilibrios nutritivos y desarrollo de enfermedades, pobre drenaje, suelo
contaminado o suelo cargado con patogenos, la convierte en una tecnologia predilecta
debido a que ofrece incluso la posibilidad de usar areas tipicamente inadecuadas para la
agricultura convencional como regiones aridas (Alconada et al., 2011; Jensen, 1997).

Para destacar sus ventajas y funcionar de manera correcta, esta técnica requiere una
solucion nutritiva para el crecimiento de las plantas y a pesar de que por si misma consume
una gran cantidad de agua, la eficiencia del agua es mayor comparada con la agricultura a
cielo abierto (Parks, 2011). Sin embargo, debido al encarecimiento de los fertilizantes
(Huang, 2009) y al impacto negativo en el ambiente (Giuffrida y Leonardi, 2009; Nakano et
al., 2010; Massa et al., 2010), en hidroponia se buscan sistemas mas eficientes.

Hasta el afio 2013 estaban bajo cubierta 20,000 ha, de las cuales 12,000 son de
invernaderos y 8000 de estructuras denominadas casa-sombra (AMHPAC, 2013; Ponce,
2013). En estas condiciones la hidroponia le gana terreno a la produccion en suelo debido a
que se logra mayor eficiencia y control del riego y la nutricién mineral, ausencia inicial de
plagas, enfermedades y malezas, facilidad de esterilizacion de los sustratos, posibilidad de
usar aguas duras o con mayor salinidad, mayor rendimiento y calidad, y mas sanidad e

inocuidad, entre otras (Canovas y Magan, 2003; Alarcéon, 2006; Raviv y Lieth, 2008).

En hidroponia, las necesidades nutrimentales que tienen las plantas son satisfechas
con los nutrimentos que se suministran en la SN. La cantidad y disponibilidad de micro y

macronutrientes que requieren las plantas depende de la especie, la variedad, la etapa



fenoldgica y las condiciones ambientales para poder ser absorbidos por éstas (Carpena et
al., 1987; Adams, 1994; Cooper, 1996; Baca et al., 2016).

Para que la SN tenga disponibles los nutrimentos que contiene, debe ser una
solucion verdadera, todos los iones se deben encontrar disueltos. La pérdida por
precipitacion de una o varias formas idnicas de los nutrimentos puede ocasionar su

deficiencia en la planta (Steiner, 1961).

El cultivo hidroponico es el mas intensivo y efectivo método de produccién de la
agricultura sin suelo, se ha desarrollado rapidamente para incrementar los productos
agricolas de la industria moderna, el cultivo hidropénico cerrado es un sistema que
optimiza el recurso hidrico para la produccién de vegetales, con una alta productividad en

términos de cosecha por unidad de area (Salazar Moreno et al., 2014).

En los sistemas hidroponicos cerrados, donde si existe recirculacion de SN, es més
eficiente el uso del agua y los nutrimentos que se aplican para el crecimiento y desarrollo
de un cultivo, ya que la SN que drena del sistema (drenaje) es captada y utilizada
nuevamente en el mismo sistema de produccion; sin embargo, un aspecto que limita la
reutilizacion de la SN y con esto la eficiencia en el uso del agua y de los nutrimentos es la
obtencion de un rendimiento menor, disminucion de la calidad, acumulacion de toxinas
(fitotoxicidad) deficiencias minerales y el riesgo de diseminacion de microorganismos que

causan enfermedad en la raiz del cultivo (Déniel et al., 2006; Sanchez et al., 2014).

La productividad refleja un uso eficiente del agua, en los sistemas hidropdnicos y en
especial los cerrados se pueden alcanzar ahorros de agua desde 20% (Sanches del Castillo,
et al., 2014), 30 a 40% (Komosa et al., 2011) o hasta 46% (Dasgan y Ekici, 2005).

Los sistemas hidroponicos con recirculacion de la solucidn nutritiva ahorran agua y
fertilizantes, pero con el tiempo es dificil mantener el balance nutricional y controlar las
enfermedades que atacan a la raiz, lo que causa un rendimiento menor respecto a sistemas

donde dicha solucion no se recircula (Sanchez Del Castillo, et al., 2014).



Capitulo 2: Propositos y organizacion

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la encapsulacion radicular de Lactuca sp. con alginato-Na y A.
vinelandii en un sistema hidropénico mediante PCR en tiempo real y variables
morfoldgicas.

1.1.2 Objetivos especificos

» 1- Cuantificar el ADN de A. vinalendii en las raices encapsuladas

« 2- Medir variables morfoldgicas de la planta (tamafio de raiz y namero de hojas)

» 3- Determinar las concentraciones de NOgs, Ca, Na, K, Ce y pH en la savia de la
planta

1.2 Justificacion

La hidroponia es una tecnologia para el cultivo de plantas en agua que contiene
fertilizantes, con o sin el uso de un medio artificial para proveer soporte mecanico como
arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc. en sustitucion del suelo, el cual al no emplearse
limita a la planta de una inmensa diversidad bacteriana, en especial de RPCV como A.
vinelandii que benefician a las plantas por fijar nutrientes, sintetizar metabolitos
reguladores de crecimiento, fitohormonas, entre otras sustancias. En el cultivo hidroponico
se pueden adicionar las bacterias a la SN, no obstante, las condiciones quimicas y fisicas
podrian reducir su viabilidad, en este sentido existen diferentes métodos para conservarlas

uno de los principales es la inmovilizacion celular, es un método caracterizado por



restringir a las células a un area delimitada conservando sus actividades metabolicas,
catabdlicas y cataliticas, diferentes investigaciones mencionan los benéficos de la técnica,
sin embargo, poco se ha evaluado la encapsulacion radicular con alginato de sodio y A.

vinelandiii en lechugas en sistema hidropdnico.

1.3 Hipdtesis

La encapsulacion radicular con A. vinelandii en alginato-Na permite su establecimiento en
la rizosfera y favorece el desarrollo de plantas de Lectuca sp. en cultivada en un sistema
hidroponico.

Capitulo 3: Encapsulacion radicular con alginato-Na y Azotobacter
vinelandiii en un sistema hidroponico

Root encapsulation with Na-alginate and Azotobacter vinelandii in a

hydroponic system

Pinto Trinidad Luis Rene', Conde Avila Victoria®, Iran Cerezo®, Girgis El Kassis® Pérez
Armendariz Beatriz}, Luis Daniel Ortega Martinez**
Universidad Popular Auténoma del estado de Puebla. Facultad de Biotecnologia.
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Resumen

La hidroponia es un sistema de produccién en el que las plantas crecen en agua con
fertilizantes en ausencia de suelo, por lo que se ven limitadas de la diversidad de

microorganismos edaficos. A. vinelandii, destaca entre las bacterias rizosféricas promotoras
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de crecimiento vegetal ya que las favorece asimbioticamente al fijar nutrientes, sintetizar
metabolitos reguladores, fitohormonas y antibidticos. Cuando se utilizan microorganismos
en hidropnia, son agregados a la solucion nutritiva o inoculados en el trasplante, sin
embargo, las condiciones quimicas y fisicas del medio reducen su viabilidad. EXisten
diferentes métodos para mejorar su sobrevivencia y efectividad, uno de ellos es la
inmovilizacion celular con alginato-Na, no obstante, son escasas las investigaciones que
propongan el atrapamiento de microorganismos en raices encapsuladas para su uso en
sistemas de cultivo hidroponico. En este sentido, nuestro objetivo fue evaluar el efecto de la
encapsulacion radicular de Lactuca sp. con alginato-Na y A. vinelandiii en un sistema
hidroponico. Los resultados mostraron un aumento en el tamafio y peso de raices en los
tratamientos con encapsulacion e igual concentracion de nitratos para todos los tratamientos
excepto el testigo. Pese a lo anterior, no resulté positiva la amplificacion de ADN genomico

de A. vinelandii en extracciones de raices que procedian de dichos tratamientos.

Abstract.

Hydroponics is a production system in which plants grow in water with fertilizers in
the absence of soil so these are limited can limit the plant's diversity of edaphic
microorganisms, which includes more than 105 species in this sense bacteria growth
promoters such as A. vinelandii which are associated with plants to synthesize plant growth
regulating metabolites or phytohormones, as well as nutrient fixation, when used in the
hydroponic system they are added to the SN or roots are inoculated, however, the
conditions Chemical and physical environment reduce viability. There are different
methods to preserve them, one of the main ones is cell immobilization with sodium
alginate, however, research to encapsulate plant roots with the presence of bacteria is
scarce, so the objective of the present was to evaluate the effect of Lactuca root
encapsulation. Sativa with Alginate-Na and A. vinelandiii in a hydroponic system, the
results affected by the absence of root bacteria, without increasing the size and weight of
the root and treatments with alginate and bacteria, nitrates without differences of
differences In the statistics. It can be concluded that root encapsulation promotes root

growth,



Introduccion

La produccion de hortalizas en México genera recursos econdmicos principalmente
por alto consumo, mismo que impacta en la salud humana (Baslam et al., 2013). Su
consumo reduce enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras (Jacobo-Velazquez y
Cisneros-Zeballos, 2009). La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los principales cultivos
en México, se cultiva en suelo a campo abierto, bajo régimen de temporal o riego (SIAP,
2018). Sin embargo, los sistemas agricolas convencionales han generado problemas de
salud y al medio ambiente por el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha
obligado a la busqueda de alternativas para la produccién horticola, como la agricultura
protegida (AP). La AP modifica la forma de producir alimentos minimizando las

restricciones, efectos y fenémenos climaticos adversos (Moreno Reséndez, 2011).

Una de las principales estrategias de produccion en la AP es la hidroponia (Velasco
et al., 2016), la cual disminuye el impacto ambiental ocasionado por fertilizantes (Croitoru
et al., 2015). Se caracteriza por ser una tecnologia para el cultivo vegetal en agua que
contiene fertilizantes con o sin el uso de un medio artificial en sustitucion al suelo para
proveerla de soporte mecanico como arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc (Baca et
al., 2016; De la Rosa-Rodriguez et al., 2016; Nisha, Somen, Kaushal, Narendra, y O.P.
Chaurasia, 2018).

El sistema hidropdnico, al no emplear el suelo, se puede limitar a la planta de la
diversidad de microorganismos edaficos, que incluyen mas de 10°especies (Dohrmann et
al., 2013), mismos que son responsables de llevar a cabo entre 80- 90% de los procesos
observados en el suelo (Nannipieri et al., 2003); como el metabolismo de elementos,
descomposicion de materia organica, solubilizacion de minerales, fotosintesis,
supresividad, mantenimiento de la estructura y funcién del suelo, degradacién de
compuestos xenobidticos, entre otros (Pankhurstet al., 1997;Pal y McSpadden,
2006; Pankratova, 2006; Ryan et al., 2008, Conde et al 2019). en este sentido destacan las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetak (RPCV) como A. vinelandiii, las cuales
favorecen asimbioticamente a las plantas fijando nutrientes, sintetizando metabolitos

reguladores, fitohormonas y antibidticos. Cuando se emplean en el sistema hidropénico son
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agregadas a la solucion nutritiva (SN) o se inoculan las raices (Darwin et al., 2015). Sin
embargo, las condiciones quimicas y fisicas del medio reducen la viabilidad. Asi mismo, el
uso diferentes medios de soporte y tipos de sistemas hidropdnicos pueden no proveer del
ambiente mas adecuado para el desarrollo de microorganismos (Seungjun Lee y Jiyoung
Leea, 2015), en este sentido existen diferentes métodos para conservarl la viabilidad de los
microorgansimos, uno de ellos es la inmovilizacién celular, caracterizado por restringir a
las células a un area delimitada conservando sus actividades metabdlicas, catabdlicas y
cataliticas (Conde-Avila et al., 2020). En variadas investigaciones destacan los benéficos de
la técnica, no obstante, se ha evaluado escasamente la encapsulacion radicular con alginato-
Na y A. vinelandii en sistema hidroponico. El objetivo fue evaluar el efecto de la
encapsulacion radicular de Lactuca sp. con alginato-Na y A. vinelandiii en un sistema

hidroponico .

Materiales y métodos

La investigacion se desarroll6 en el centro de Innovacion Tecnoldgica en
Agricultura Protegida- UPAEP en el municipio de Atlixco, localizado en el centro Oeste
del estado de Puebla, altitud promedio de 1840 msnm, 18 4930y 18 58 30 LNy 98 18 24 y
98 33 36 LO.

Se utiliz6 un sistema hidropénico cerrado.

Cepa de estudio

La cepa A. vinelandii CDBB-1952 fue obtenida de la Coleccion Nacional de Cepas
Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados
(CINVESTAV-IPN), México. Para su propagacion fue cultivada en medio NBRC
(composicion en gr-L™: extracto de levadura, 1; D-manitol, 5; K,HPO,, 0.7; KH,PO, ,0.1;
MgSQ,-7H,0, 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
maxima poblacion bacteriana. Posteriormente, la biomasa se recolectd mediante

centrifugacion a 1000 x g durante 20 minutos y luego se descartd el sobrenadante.



Encapsulacion radicular

Las bacterias A. vinelandii obtenidas después de la preparacién del indculo se
mezclaron en una solucion estéril de alginato-Na a una concentracion final del 2% (p/v) Las
raices de las plantas fueron sumergidas en la solucion, posteriormente se pasaron a una
solucion estéril de cloruro de calcio (CaCly) al 0.1 M para lograr la reaccién de
polimerizacion. Las plantas con raiz encapsulada fueron trasplantadas en modulos unitarios
de NFT en el que se utilizé agua sin nutrientes. Los tratamientos fueron: plantas testigo (sin
indculo ni alginato), plantas control (alginato), plantas inoculadas (alginato + A. vinelandii)

con 12 repeticiones por tratamiento.

Determinacion de los parametros morfol6gicos vegetales

Cada 7 dias posterior al trasplante se midié la altura de la plantula utilizando una
cinta metalica milimétrica (con error de lectura de 0.05cm). Los puntos de referencia fueron
la base del tallo y la yema apical, asi como la raiz partiendo de la base del tallo. Las
concentraciones de NO3, Ca, Mg, Na, K, CE y Ph mediante los sensores horiba®

Extraccion de ADN de A. vinelandii y andlisis por PCR en tiempo real

La extraccion de ADN genomico de A. vinelandii se realiz6 27 d después de la
inoculacion empleando el kit Quick-DNA TM Fecal/Soil Microbe Miniprep
(Zymoresearch) de muestras de suelo y de raices de acuerdo con las indicaciones del

fabricante.

Para la amplificacion por PCR se usé una mezcla de reaccion que contenia 12.5 pL
de la mezcla de polimerasa SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X (Thermo
Scientific™), 2.5 yuL de la mezcla de los cebadores N205 directo y reverso (10uM)
(Ehaliotis et al. 1999),1 uL de ADN gendmico extraido de muestras de suelo o raiz y 9 pL

de agua Milli-Q® para obtener un volumen final de reaccién de 25 pL.



Se incluyé un blanco con agua Milli-Q estéril filtrada y todas las muestras fueron
analizadas por duplicado. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Rotor-Gene [] Q
Series 6000 software 2.3.1 (QIAGEN). EI programa de ciclado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial por 5 min a 95°C, 45 ciclos de desnaturalizacion por 10s a 95°C,
hibridacion y extension por 10s a 60°C. Para verificar la especificidad de las ampliaciones,
se generd una curva de disociacién aplicando un gradiente de temperatura creciente de de
55°C a 99°C.

Disefio y analisis estadistico

Se empleo un disefio de bloques con 3 repeticiones por tratamiento con seis plantas.
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
andlisis estadistico se aplico un ANOVA de una via y una prueba de comparaciones
mdltiples de Tukey con el programa estadistico SPSS® Se consideré6 un nivel de
significancia de p<0.05. Los datos se presentan como valores medios + desviaciones

estandar.

Resultados y discusion

Parametros morfologicos de L. sp.

La longitud y peso de las hojas mostraron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos, destacando el tratamiento con la raiz encapsulada cuya altura fue de 18.5cmy
un peso de 20.7 gr. Los resultados son similares a los mencionados por Ivana et al. (2016) y
Cerna et al. (2018), quienes reportaron aumentos en el crecimiento y rendimiento de L.

sativa cultivada en suelo al inocular Azotobacter. Por su parte, Gutiérrez et al. (2019)



concluyeron que, en el sistema aeroponico, Azotobacter influyé positivamente en la

longitud y peso de hojas.

La longitud de la raiz fue estadisticamente diferente entre tratamientos, particularmente en
el tratamiento con alginato y bacterias (19 cm). Resultados similares a los de Cerna et al.
(2018) quienes demostraron que Azotobacter produce hormonas de crecimiento vegetal
como &cido indolacético cuyo efecto primario se refleja en un mayor desarrollo de raices y
partes aéreas de los vegetales (Brown & Burlingham, 1968), y se considera el principal

compuesto asociado a tales resultados.

Los nitratos, el calcio, conductividad eléctrica y pH, no mostraron diferencias estadisticas,
contrario a los resultados obtenidos por Gutiérrez et al. (2019), quienes mencionan que
Azotobacter y otras BPCV mejoran la cantidad de elementos en la planta, de igual forma,
Leon et al. (2012) menciona que Azotobacter ha sido utilizado extensamente en la
produccion agricola mundial, ya que aportan a las plantas hasta el 50% de sus necesidades

de N mediante la fijacion asociativa a partir de N atmosférico.

Tabla 1. Morfologia de plantas de lechuga en cultivo hidropénico

Tratamientos Longitud Longitud peso peso No3 Ca Na EC pH

hoja deraiz  hojas raiz
cm. gr. ppm
A 10.7° 14° 115°  6.4° 1250° 335° 305" 4.2° 490°
T 11.5° 6 145% 5.6° 995 420° 160° 3.4 685°
A+B 18.5% 192 20.7*  95° 960° 235° 130° 3.3* 435°

A (alginato), T (testigo) A+B (alginato + A. vinelandii)

Letras iguales en la misma fila no representan diferencias estadisticas significativas

PCR en tiempo real



El resultado de la PCR en tiempo real se observa en la Fig. 1. Las curvas de
amplificacion presentaron el perfil sigmoideo tanto para el control positivo de A. vinelandii

pero no en las muestras que procedian de la extraccion de raices.
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Fig. 2 Curva de analsis del punto de disociacion de ADN de A. vinelandii. Se observa que a partir
de los tratamientos la curva de analisis de disociacion no es similar a de nuestro control positivo
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