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RESUMEN

En la actualidad la producciéon de productos agricolas se ha mantenido gracias a la
aplicacion cada vez mayor de fertilizantes quimicos en los cultivos. Sin embargo, el
exceso de fertilizantes en el suelo provoca la pérdida gradual de su material
organico y actividad microbiolédgica, asi como severos cambios en los ecosistemas
por el agotamiento de oxigeno. Ademas, la produccién de los fertilizantes quimicos
contribuye a la destruccién de la capa de ozono y el agotamiento de los recursos no
renovables. Una alternativa para la disminucion del uso de fertilizantes quimicos es
la utilizacion de biofertilizantes. Estos consisten en microorganismos vivos que al
ser agregados mediante un material acarreador al suelo o a las semillas de las
plantas, promueven el enriquecimiento de la disponibilidad de nutrimentos, el
mejoramiento de la fertilidad y el control de enfermedades. Consecuentemente, se
promueven mejores rendimientos en los cultivos y se contribuye a la
reestructuracion del suelo y de sus condiciones fisicoquimicas y microbiologicas
naturales. Para la produccion de biofertilizantes, es necesaria la obtencion de una
cepa microbiana a partir de suelo rizosférico que no haya sido sometido a
tratamiento de fertilizacion quimica intensivo. Posteriormente se necesita producir
la suficiente cantidad de biomasa para su aplicaciébn en campo. Para esto es
necesario ademas de la implementacion de sistemas de biorreactores, la biisqueda
de fuentes de sustrato economicas, como pueden ser desechos provenientes de
otras industrias. A esto dltimo se le considera como un proceso de desarrollo
sustentable. En el presente trabajo se aisl6 una cepa de Bacillus licheniformis a
partir de una muestra de suelo rizosférico. La bacteria se adapto6 exitosamente para
la produccion de biomasa empleando melazas de cafia de azdcar como sustrato
sustentable. Después, se llevo a cabo la produccién de biomasa en un biorreactor
piloto de 3 L a condiciones de temperatura y pH controladas. Con la biomasa
obtenida, se elaboraron inoculantes empleando suelo y almidon estériles como
materiales acarreadores. Finalmente se evalud la efectividad de los inoculantes
producidos en cultivos de maiz en condiciones de invernadero. A partir de los
resultados obtenidos en el presente trabajo, se determin6 que el uso de B.
licheniformis usando almidén como acarreador y con la adicion del 50% de la dosis
de fertilizacidbn quimica recomendada para la Regién Mixteca, permite un
rendimiento estadisticamente mayor en la produccion de grano respecto al cultivo
testigo, en el cual se emplea el 100% de la dosis de fertilizaciébn quimica
recomendada.
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1. INTRODUCCION

Cuando México transitaba desde una sociedad rural a una sociedad industrializada,
se elevod considerablemente la demanda de productos agricolas. Esta demanda se
satisfizo gracias a la “Revolucion Verde”, la cual se baso en el uso de fertilizantes
quimicos, el empleo de semillas hibridas de alto rendimiento, la utilizacion de
productos quimicos para el combate de plagas y enfermedades, y en la
implementacion de sistemas de riego. La Revolucion Verde logré incrementar la
produccion de alimentos incluso en dos veces méas respecto al tamano de la
poblacién. Sin embargo, sus beneficios no tuvieron la duracién que se esperaba, ya
que el uso indiscriminado de productos quimicos trajo consecuencias al
agrosistema, deteriorando los suelos, contaminando las aguas y degradando el
medio ambiente (Morales Ibarra 2007).

Por todo lo anterior, la situacién actual de la agricultura en México ha
impulsado la busqueda de fertilizantes de bajo costo que ayuden a restaurar el dafio
provocado en los suelos por los fertilizantes quimicos, asi como fomentar una
produccién sustentable. Entre los productos emergentes que atienden esta
necesidad estan los biofertilizantes. Los biofertilizantes son productos elaborados a
base de determinadas cepas bacterianas, fangicas, o la mezcla de ellas, que

establecen relaciones simbidticas con las plantas. Estos productos no inicamente



contribuyen a la nutricion de las plantas, sino también al re-establecimiento de las
condiciones fisicas, quimicas y biologicas naturales de los suelos (Kannaiyan
2002). Las bacterias empleadas como biofertilizantes, pertenecen a un grupo de
microorganismos que se hallan habitualmente en la rizésfera de las plantas,
llamadas “rizobacterias” (Goldstein y Liu 1987). Se han empleado diversas especies
de microorganismos como biofertilizantes, tales como Aspergillus, Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Cellulomonas, Pseudomonas, Rhizobium,
Trichoderma, asi como distintas cepas de hongos micorrizicos (Board 2004). La
bacteria de estudio en este proyecto es una rizobacteria biofertilizante llamada
Bacillus licheniformis.

Para la produccion de biofertilizantes es necesaria la produccién de biomasa
en forma viable y sustentable. Hasta la fecha existen pocos estudios relacionados
con la produccion de biomasa de B. licheniformis a gran escala. Lim y Kim (2010),
llevaron a cabo la produccion de Bacillus subtilis y B. licheniformis, empleando
melazas como una de las fuentes de carbono ensayadas. En cuanto a inoculantes,
Chung y colaboradores (2010), llevaron a cabo la produccion de un inoculante en
polvo a base de endosporas termo resistentes de B. licheniformis y B. subtilis. En la
literatura no existen publicaciones que traten especificamente sobre la
optimizacion de la producciéon de biomasa de B. licheniformis, empleando un
sustrato sustentable como las melazas especificamente.

En el presente proyecto se llevdo a cabo un proceso de adaptacion de B.
licheniformis a un medio enriquecido con melazas, para promover la produccion de
biomasa a bajo costo y con buenos rendimientos. Los resultados de este proyecto se

pueden utilizar para producir biofertilizantes de B. licheniformis de manera
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tecnologica y economicamente factible. Con esto se busca impulsar el desarrollo
comercial y semi-industrial de los biofertilizantes en México y de manera

particular, en el Estado de Oaxaca.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Fertilizantes

2.1.1. Definicion y clasificacion. Un fertilizante es una sustancia natural

o artificial, s6lida o liquida, que se agrega al suelo para mejorar la concentracion de
los nutrimentos y/o las propiedades fisicas y quimicas para lograr el crecimiento y
mejorar la calidad y el rendimiento de las plantas (Gowariker et al. 2009). Los
fertilizantes pueden clasificarse en base a su composicion quimica, a su contenido
nutrimental, y a su estado de agregacion.

Con base en su composicion quimica, los fertilizantes se clasifican en

(Gowariker et al. 2009):

1. Fertilizantes minerales. Contienen compuestos inorganicos u organicos
sintetizados quimicamente.
2. Fertilizantes orgdanicos. Se producen a partir de desechos de:
a. La agricultura y ganaderia: estiércol de establo, estiércol liquido,

entre otros.



b. Productos de descomposicion de las plantas: compostas, plantas, y
otros.
¢. Productos de tratamientos residuales: compostas, lodos, entre otros.
3. Acondicionadores sintéticos del suelo: su funcion principal es mejorar las

propiedades fisicas del suelo.

Con base en su contenido nutrimental, los fertilizantes se clasifican en:

1. Fertilizantes directos: contienen s6lo un nutrimento primario.

2. Fertilizantes mixtos o complejos: contienen varios nutrimentos primarios y
a veces micronutrientes.

3. Fertilizantes micronutritivos: contienen nutrimentos que requieren las

plantas en cantidades pequenas.

Finalmente, con base a su estado de agregacion los fertilizantes se clasifican en:

1. Liquidos.

2. Solidos.

2.1.2. Situacion de los fertilizantes quimicos en México y las

desventajas de su uso. En México, se consumen aproximadamente 4.5

millones de toneladas de fertilizantes de los cuales, se importan méas del 55%

(SAGARPA 2009). El consumo de fertilizantes en México representa el 1.2% del



consumo mundial y un 2% de las importaciones mundiales, con lo que se ubica en
la posiciobn ntimero once entre los paises importadores de fertilizantes (FIRA
2008).

En el bajio, una de las zonas agricolas mas importantes de México, tanto en
area de produccion como en el nimero de especies cultivadas, destaca la rotacion
de cereales y hortalizas. La capacidad de esta region para sostener ésta produccion
se ha mantenido durante los ultimos 30 anos gracias a la aplicacion cada vez mayor
de fertilizantes quimicos. Sin embargo, todo esto ha provocado una disminucion
considerable en el contenido de materia organica de los suelos, y problemas de
contaminacion ambiental (Pefia-Cabriales et al. 2001).

El exceso de fertilizantes en el suelo provoca que éste vaya perdiendo
gradualmente su material organico y su actividad microbiologica. Por tanto su
estructura se deteriora y se vuelve compacta, menos capaz de retener agua y
nutrimentos (Nag 2008). Ademas, las cantidades excesivas de nitrogeno y fosforo
que se emplean, se almacenan y se filtran en el suelo. Estos minerales son
susceptibles de ser arrastrados tanto a las aguas superficiales como a las
subterraneas, provocando la contaminacion de éstas, llamada eutrofizacién. Esta
consiste en un incremento en la fertilidad natural de las aguas que provoca un
acelerado aumento en la turbidez y el crecimiento de algas y plantas acuaticas (Paul
2007).

Por otro lado, los procesos de manufactura de fertilizantes contribuyen a la
destruccion de la capa de ozono y al agotamiento de recursos no renovables, debido
a los efluentes producidos durante el proceso (Thakur 2006). Un anélisis de los

residuos de una planta productora de fertilizantes que desecha 20,000
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toneladas/dia de efluentes, muestra un contenido promedio de nitrogeno entre
400-800 mg/L, entre 70-500 mg/L de fosfatos, de 10-20 mg/L de fluoruros (F-) y
arsénico entre 1y 2.5 mg/L. Los principales gases contaminantes son dioxido de
azufre, 6xidos de nitrogeno, fluoruro y materia de distinta naturaleza y tamanos de
particula. Los valores aceptados de nitréogeno, fluoruros y arsénico, son 1.2 mg/L, 2
mg/mL y 1 mg/L, respectivamente (Trivedi 2004). Los efectos de estos

contaminantes sobre el ambiente se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Naturaleza, fuentes y efectos adversos de los efluentes de las

industrias productoras de fertilizantes (Trivedi, 2008).

Contaminante

Fuente

Efectos contaminantes

Amonio

Urea

Arsénico

Aceite

Fosfato

Fluoruro

Plantas de amonio y
urea.

Plantas de urea.

Purificacion de gas en la
manufactura de amonio

y urea.

Compresores de gas en
manufactura de amonio
y urea.

Plantas de 4cido
fosférico y unidades de
produccion de
fertilizantes complejos.
Efluentes de lavado en
la manufactura de acido
fosférico y

superfosfatos.

Toxicidad para peces y especies
acuaticas. Eutrofizacion.
Toxicidad por el amonio producido
después de la hidrdlisis.
Eutrofizacion.

Provoca la enfermedad del Pie
Negro. Es un veneno acumulativo.

Afecta a plantas y cultivos.

Suprime la disolucion del oxigeno en

el agua.

Junto con el amonio, provoca
eutrofizacion, lo que eleva el costo

por tratamiento de efluentes.

Provoca fluorosis esquelética y
dental. Afecta la incubacién de los

huevos de peces.



2.2. Los biofertilizantes

2.2.1. Definicion y ventajas de los Biofertilizantes. Existe otro

tipo de fertilizantes, que debido a su origen, no se incluyen en ninguna de las
clasificaciones anteriores, estos son los biofertilizantes. Estos productos son
inoculantes biol6gicamente activos, constituidos de bacterias, algas, hongos, o una
mezcla de ellos. Son cultivados bajo condiciones especiales e incorporados al suelo
mediante un acarreador adecuado (Thakur 2006; Gowariker et al. 2009). Estos
materiales, al agregarse a semillas o suelo, proveen o enriquecen la disponibilidad
de nutrimentos en los cultivos, mejorando la fertilidad y contribuyendo al
crecimiento de la planta. Pueden ayudar también al control de enfermedades y a la
manutencién de la estructura fisica y quimica del suelo (Kannaiyan 2002; Rai
2006).

La utilizacion de biofertilizantes conlleva diversas ventajas, que se

mencionan a continuaciéon (Kannaiyan 2002; Nag 2008):

* Incrementan el numero y actividad biolégica de los microorganismos
necesarios en el ambiente rizosférico de la planta.

* Son una fuente barata y renovable, si se produce con tecnologia y procesos

adecuados.
* No contaminan; al contrario, aseguran la estabilidad biologica del suelo.

* Funcionan como acondicionadores del suelo, estimulando la actividad

microbiana del suelo, y mejoran o restauran la fertilidad del suelo.



* Mejoran la proporcion aire-agua en el suelo y hacen al suelo menos
propenso a la compactacion y a la erosion.

* Incrementan el rendimiento de los cultivos en un 20-30%. Estimulan el
crecimiento de la planta.

* Reemplazan en cierto porcentaje, al nitrogeno y al fésforo quimico. Por lo

tanto, reduce el costo por el uso de fertilizacion quimica.

2.2.2. Clasificacion de los Biofertilizantes. Generalmente, los

biofertilizantes pueden clasificarse en tres grandes grupos (Board 2004):
1. Biofertilizantes fijadores de nitrégeno (NFB).
a. Paraleguminosas:
i. Rhizobium.
b. Para cereales.
i. Azotobacter.
ii. Azospirillum.
iii. Pseudomonas.
iv. Aspergillus.
2. Biofertilizantes movilizadores de fosfato (PMFB).
a. Solubilizadores de fosfato.
i. Bacillus.
b. Amortiguadores de fosfato.
i. Hongos micorrizicos arbusculares.

3. Degradadores de materia (OMD).
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a. Organismos celuloliticos.

i. Cellulomonas.

ii. Trichoderma agaricus.
b. Organismos ligninoliticos.

1. Arthrobacter.

Las bacterias que se emplean como biofertilizantes pertenecen a un grupo de
bacterias que habitualmente se hallan en la rizosfera de las plantas, llamadas
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus siglas en
inglés). Estas bacterias facilitan el crecimiento de las plantas proveyendo a éstas
con diversas formas de nutrientes y previniendo el ataque de patégenos (Goldstein
y Liu 1987). Dentro de este grupo también se encuentran las bacterias

estimulantes, rizomediadoras, y biopesticidas (Khan et al. 2009).

2.3. El género Bacillus

2.3.1. Definicion y generalidades de Bacillus. El género Bacillus

esta constituido por bacterias generalmente mesofilas, bacilares rectas o
ligeramente curvadas; se ordenan cominmente en pares, algunos en cadenas, y
ocasionalmente como largos filamentos (Whitman 2009). Estas bacterias son
aerobias o aerobias facultativas (a excepcion de B. infernos, que es anaerobia
estricta), quimioorganotroéficas, motiles gracias a sus flagelos peritricos (excepto B.
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anthracis y B. micoides), Gram positivas (aunque algunas pueden ser variables),
catalasa positivas y producen endosporas subterminales, terminales o centrales en
condiciones aerobias. Las esporas son muy resistentes al calor y a la desecacion
(Silva Garcia et al. 2006; Winn y Koneman 2006). Algunas especies son capaces de
hidrolizar almidon y ADN, asi como metabolizar un gran nimero de fuentes de
carbono, como metanol, celulosa, xilasas, quitina, entre otras. Se encuentra en
distintos nichos, como en la rizosfera, polvo, agua y algunos residuos de origen
animal y vegetal (Pommerville 2011; Winn y Koneman 2006; Silva Garcia et al.
2006). También se encuentra en ambientes alcalinos, pinturas, respiraderos
hidrotérmicos, intestinos de insectos y agua de mar (Ettoumi et al. 2009; Fan et al.
2011). La presencia del género en diversos ambientes refleja su amplia versatilidad
en su capacidad metabolica. Algunas especies son patogénicas en animales e
insectos (Winn y Koneman 2006).

Algunas cepas del género Bacillus se emplean para la produccion de
antibioticos y vitaminas, y en bioensayos como biosensores. Adicionalmente se han
usado para la produccion de biofertilizantes, bacteriocinas, biosurfactantes,
también como microorganismos indicadores en el monitoreo de la eficacia de
desinfectantes y procesos de esterilizacion (Sansinenea 2012; Winn y Koneman
2006).

La taxonomia del género Bacillus puede clasificarse en dos grupos, el grupo
de B. subtilis y el grupo de B. cereus. Las cepas del grupo de B. subtilis estan muy
relacionadas y por esta razon es muy dificil distinguirlas entre si; incluyen a las
especies B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. sorensis,

B. licheniformis, entre otras (Maheshwari 2010).
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El grupo de B. subtilis se encuentra en ambientes de suelo y plantas, y esta
relacionado con el metabolismo de carbohidratos (Margulis 1998; Jensen et al.
2003; Swiecicka y Mahillon 2006).

En la rizosfera, el género Bacillus tiene la funciéon de fijar nitrégeno,
solubilizar fosfato, producir fitohormonas y antimicrobianos para las plantas; asi
como promover el consumo de micronutrientes en las plantas. Por esta razon, las
células de éste género pueden ser empleadas como biofertilizantes. Estas bacterias
promueven la mejora en el rendimiento de los cultivos por medio de tres
mecanismos: (1) promocion de la nutricién y crecimiento de la planta hospedera;
(2) antagonismo contra hongos, bacterias, nematodos, patogenos, insectos y (3)
estimulacion de los mecanismos de defensa de la planta. Se ha encontrado que
promueven la resistencia sistémica inducida (RSI) (Maheshwari 2010). Debido a
estas caracteristicas, las bacterias de éste género pueden considerarse como
promotoras del crecimiento y por lo tanto tienen potencial en la implementaciéon de

tecnologias de agricultura sustentable.

2.3.2. Bacillus licheniformis. B. licheniformis es una bacteria bacilar, de

0.6-0.8 por 1.5-3 um, anaerobia facultativa, catalasa-positiva, oxidasa-variables,
Gram positiva y motil. Se puede encontrar individualmente, en pares o incluso en
cadenas; produce esporas elipsoidales o cilindricas que pueden observarse al centro
de la célula (Whitman 2009). En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas

generales de la morfologia de sus colonias.
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Tabla 2. Caracteristicas de las colonias de B. licheniformis

(Whitman, 2009).

Forma Redonda o irregular, con margenes ondulados o
fimbriosos.
Superficie Embotada, puede tornarse rugosa.
Textura Varia entre humeda, butirosa o mucoide. Se vuelven

duras y quebradizas cuando se secan. Tienden a adherirse

al agar.
Diametro 2-4 mm.
Color Crema o cafés, se pueden volver opacas.

La temperatura minima de crecimiento es de 15 °C y la maxima de 50-55 °C,
aunque se ha reportado una cepa aislada de un ambiente geotérmico a una
temperatura de 68 °C (Llarch et al. 1997). El crecimiento ocurre a un pH de entre
5.7y 6.8, pero no se han reportado los valores 6ptimos. Crece en presencia de un
contenido de NaCl de 7% (Whitman 2009).

B. licheniformis tiene un metabolismo que exhibe un flujo alto de la via de
las pentosas fosfato, lo que la hace una eficiente productora de nucledsidos
purinicos y vitaminas (Yu et al. 2011; Sheremet et al. 2011; Li et al. 2011; Zhang et
al. 2011; Eppinger et al. 2011). Sus principales fuentes de carbono son el citrato y
propionato en la mayoria de las cepas. Lleva a cabo una fermentacién acido mixta,
produce NO, N.O y N,, y exhibe un crecimiento anaerobico pobre en fumarato.
Puede crecer en presencia de arginina, empleando la ruta de la arginina

desaminasa. Es capaz de formar dextranos y levanos extracelularmente a partir de
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sacarosa. Reduce el nitrato a nitrito. Se ha comprobado también, que algunas cepas
fijan nitrégeno atmosférico. Produce un biopolimero soluble llamado acido poli-y-
glutamico, el cual tiene una amplia aplicacion en diversos sectores como el
alimentario, farmacéutico y cosmético, asi como floculante y quelatante de metales
pesados en el tratamiento de aguas residuales (Whitman 2009). Kaynar y Beyatli
(2009) reportaron una variedad de B. licheniformis capaz de producir poli-p-
hidroxibutirato.

B. licheniformis hidroliza arginina, esculina, gelatina y almidén (algunas
cepas pueden hidrolizar urea). Este microorganismo también es capaz
descomponer quitina, pectina y polisacaridos de tejidos de plantas. Es un
organismo queratinolitico y por tal razon tiene un rol importante en la degradacion
de plumas y desechos de aves de corral (Whitman 2009; Hag-Ikram-ul et al. 2005).

B. licheniformis se ha empleado también como suplemento dietético en
animales, como agente antimicrobiano y promotor del crecimiento en la
acuicultura mediante la mejora de la resistencia a enfermedades. Su efecto
probidtico se debe a la capacidad de sus esporas para germinar en el tracto
gastrointestinal y producir bacteriocinas y otros antibioticos con actividad
antagonica contra bacterias patogenas (Sansinenea 2012).

B. licheniformis se encuentra ampliamente distribuido en el suelo,
compostas, plumas de aves, cuero, papel, carton, superficies rocosas, en leche y
otros alimentos, asi como en especimenes clinicos y veterinarios. Esta especie se ha
podido aislar también de los tejidos internos de plantas sanas de algodén, uva,

chicharo, abeto y maiz (Whitman 2009).
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2.3.3. Interaccion y beneficios de la inoculacion de B.

licheniformis en la rizosfera. A continuacién se abordardn con mayor

profundidad los mecanismos que contribuyen al efecto de B. licheniformis en el

crecimiento y rendimiento de las plantas.

2.3.3.1. Solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrogeno. El empleo de
fertilizantes quimicos fosfatados en suelos con salinidad alta resulta inadecuada, ya
que éste tipo de suelos provoca la insolubilidad de los fosfatos, haciéndolos no
disponibles para las plantas (Goldstein 1986). Por tanto, el uso de una bacteria
solubilizadora de fosfato como B. licheniformis es una alternativa excelente para
éste tipo de suelos, ya que promueve una mejor biodisponibilidad del fosfato para
las plantas. Asi mismo, esto ayuda a evitar el uso excesivo de fertilizantes quimicos
y por lo tanto también contribuye a disminuir la contaminacion de los suelos
(Sapsirisopa et al. 2009). Se ha reportado que B. licheniformis, ademas de ser
solubilizadora de fosfatos, puede fijar nitrégeno para contribuir al crecimiento de
las plantas (Rojas et al. 2001; Canbolat et al. 2005; Barua et al. 2011; Cakmakgi et

al. 2007).

2.3.3.2. Produccion de enzimas y fitohormonas. Bajo condiciones de estrés,
las plantas promueven la produccion de etileno empleando 4acido 1-
aminociclopropano-1i-carboxilico (ACC) como precursor (Bleecker y Kende 2000;
Morgan y Drew 1997). La elevacion de la concentracion de esta fitohormona en las

plantas induce la inhibicion en la elongacion de las raices, provocando un
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crecimiento reducido. B. licheniformis produce una enzima desaminasa que
degrada al ACC, permitiendo por lo tanto, una mayor elongacion de las raices de las
plantas (Mayak et al. 2004; Sapsirisopa et al. 2009).

B. licheniformis también produce auxinas, giberelinas, y acido indolacético
(IAA), que son fitohormonas que tienen influencia sobre la germinacion de las
semillas, el crecimiento del tallo, la florescencia y la composicion de los frutos
(MacMillan 2001; Gutiérrez-Manero et al. 2001; Lim y Kim 2009; Jung et al. 2006;
Jung et al. 2007). Las auxinas son indispensables en el proceso inicial de formacion
y elongacion de las raices. Esto a su vez mejora el potencial de la planta para
absorber nutrimentos y agua, debido a que, al promover el crecimiento de las
raices, se incrementa el area superficial de contacto entre el suelo y la raiz.
Asimismo las auxinas de origen microbiano pueden mejorar la produccion de
auxinas en las plantas hospederas (Gaspar et al. 1996; Kloepper et al. 2004; Yao et

al. 2006; Selvadurai et al. 1991; Germida y Walley 1996).

2.3.3.3. Control biologico. B. licheniformis produce sustancias capaces de
evitar la contaminacion fingica patégena en maiz, pastos y cultivos vegetales, tales
como la B-glucanasa y la celulasa. Estas enzimas permiten controlar fitopatogenos
como Phytophtora capsici, Phytophtora blight, Fusarium y Rhizoctonia, mediante
la hidroélisis de la pared celular de éstos patogenos (Kloepper et al. 2004; Neyra et
al. 1996; Jung et al. 2006; Jung et al. 2007). Lim y Kim (2010) emplearon una
mezcla de B. licheniformis y B. subtilis, para combatir la infeccion en plantas de
chile causada por P. blight. Los autores reportaron que el 80% de los chiles

tratados con estas cepas sobrevivieron hasta los 65 dias.
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2.3.3.4. Activacion de la resistencia sistémica inducida. La resistencia
inducida se define como el mejoramiento de la capacidad de defensa de las plantas
contra patogenos y enfermedades, mediante la activaciéon de los mecanismos de
defensa latentes (Hammerschmidt y Kuc 1995; Van Loon 1997). A la elevacion de la
resistencia causada por un agente inductor, se le denomina resistencia sistémica
inducida (Hammerschmidt y Kuc 1995). El agente inductor de la resistencia
sistémica puede ser biotico o abibtico. Los agentes inductores bidticos pueden ser
microorganismos patogenos o no patogenos. Los agentes abioticos son el acido
salicilico, el etileno, el acido dicloro-isonicotinico y el benzotiadiazol (Gorlach et al.
1996; Sticher et al. 1997).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento, a las cuales pertenece Bacillus
licheniformis, activan la induccion de la resistencia sistémica sin provocar ningin
sintoma necrotico sobre la planta hospedera. Consecuentemente, se pueden definir
como agentes de induccion bioéticos no patéogenos (Van Loon et al. 1998). El empleo
de las rizobacterias como inductores de la resistencia sistémica en plantas de
cultivo se ha demostrado satisfactoriamente bajo condiciones de campo (Wei 1991;
Wei et al. 2010; Vidhyasekaran y Muthamilan 1999; Viswanathan 1999;

Viswanathan y Samiyappan 1999).
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2.4. Aislamiento e identificacion de B. licheniformis

La mayoria de las cepas de B. licheniformis pueden aislarse a partir del suelo asi
como de fuentes de agua y alimentos (Whitman 2009). Existen dos metodologias
bien definidas para el aislamiento de esta bacteria que han sido reportadas en la
literatura. La primera, es la siembra de diluciones seriales a partir de la muestra de
suelo en medios nutritivos como agar nutritivo, Luria Bertani, agar soya tripticasa o
agar sangre. La otra es a partir de las esporas de B. licheniformis que se obtienen al
tratar térmicamente la muestra de suelo, seguido por la siembra en medios
nutritivos (Whitman 2009; Yi et al. 2012).

Después de la siembra, se puede llevar a cabo un analisis morfologico de las
colonias, un analisis del perfil de acidos grasos y pruebas bioquimicas para
corroborar el género y especie de los microorganismos aislados (Whitman 2009;
Canbolat et al. 2005; Pasnik et al. 2008; De Freitas et al. 1997).

Un aspecto relevante a tomar en cuenta en el aislamiento de la cepa, radica
en que B. licheniformis es capaz de producir diversos metabolitos, asi como de
metabolizar distintas moléculas dependiendo del nicho de donde se aisle. Por lo
tanto, el medio de cultivo a emplear para el aislamiento puede enriquecerse con
algin sustrato que B. licheniformis pueda metabolizar.

Con base en esto, se han logrado aislar cepas de B. licheniformis con
distintas caracteristicas. Por ejemplo, Saimmai et al. (2011; 2012) aislaron una cepa
de B. licheniformis capaz de producir biosurfactantes, mediante el empleo de un
medio suplementado con aceite. Usando la misma estrategia, Sandalli et al. (2008)

emplearon un medio enriquecido con quitina para poder aislar una cepa de B.
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licheniformis capaz de degradar este polisacarido. Asi mismo, Ashengroph y Nahvi
(2012) aislaron una cepa de B. licheniformis capaz de llevar a cabo la
biotransformacion de acido fertlico a acido vainillinico, empleando en los medios
de aislamiento acido ferulico como tnica fuente de carbono. También se ha logrado
aislar una variedad de B. licheniformis capaz de degradar plumas de aves
empleando estos desechos en los medios de cultivo (Williams y Shih 1989;
Williams et al. 1990). Bharagava et al. (2009) lograron aislar una variedad de B.
licheniformis capaz de degradar melanoidinas, mediante la formulacion de medios
de cultivo que contenian estos polimeros. Por otro lado, se han aislado cepas
resistentes a la desecacidbn a partir de suelos salinos empleando medios
enriquecidos con NaCl (Wei et al. 2010). Sareen y Mishra (2008) aislaron una cepa
de B. licheniformis resistente a disolventes organicos empleando precisamente un
disolvente orgénico en el medio de cultivo. En todos los casos, el aislamiento se
realiz6 a partir de suelo contaminado con efluentes relacionados a los metabolitos

de interés.

2.4.1. Analisis genético para la identificacion de la sub

especie. B. licheniformis estd estrechamente relacionada con B. subtilis y B.
amyloliquefaciens, y por esta razon es muy dificil diferenciarla de éstas mediante el
uso de pruebas fisiologicas o bioquimicas. Por esta razéon, se recurre a la
identificacion molecular basada en la comparacion de la secuencia del gen ADNr

16S contra un banco de datos para obtener de manera precisa la especie y sub
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especie del microorganismo aislado (Rey et al. 2004; Bharagava et al. 2009;
Vigneshwaran et al. 2010; Yi et al. 2012).

El ribosoma celular, organulo encargado de la sintesis de proteinas, tiene un
coeficiente de sedimentacion de 70S, expresado en unidades Svedberg (unidad
para medir el coeficiente de sedimentacion de una molécula cuando es
centrifugada). Este coeficiente aumenta con el peso molecular de la molécula
sedimentada pero no de forma directamente proporcional, ya que la forma de la
particula también afecta la velocidad de sedimentacién (Rodicio y Mendoza 2004;
Campbell y Farrell 2004). El ribosoma puede disociarse en dos subunidades, una
grande (50S) y una pequena (30S). Cada subunidad es un complejo
ribonucleoprotéico constituido por proteinas riboséomicas y moléculas de acido
ribonucléico especificas. La subunidad 30S contiene al ARNr 16S, el cual es un
polirribonucleotido de aproximadamente 1,500 pares de bases (pb), denominado
también ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). Esta es la macromolécula mas utilizada
en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas (Rodicio y Mendoza 2004).

El analisis de la secuencia de los ADNr 16S de distintos grupos filogenéticos
revel6 que existen secuencias especificas cortas que aparecen en todas o la mayoria
de los miembros de un determinado grupo filogenético, llamados oligonucleétidos
firma. Estas secuencias son las que permiten ubicar a cada bacteria dentro de un
grupo especifico. El gen ADNr 16S fue considerado por Woese (1987) como

cronometro molecular definitivo por las razones siguientes:

1. Se trata de una molécula presente en todas las bacterias actuales.

2. Su funcién y estructura son constantes a través del tiempo.
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3. Los cambios en su estructura ocurren de manera lo suficientemente lenta
como para aportar informacion acerca de todos los procariotas, y con la
suficiente variabilidad para diferenciar entre organismos que incluso sean
filogenéticamente muy cercanos.

4. Tiene un tamano relativamente grande, lo cual minimiza las fluctuaciones
estadisticas.

5. La conservacion de su estructura secundaria puede ser de ayuda para las
comparaciones filogenéticas.

6. Dada la relativa facilidad de su secuenciacion, existen bases de datos muy

completas para la comparacion e identificacion genética.

El gen ADNr 16S se marca primeramente in vivo, posteriormente se purifica y se
trata con la enzima ribonucleasa T1. Los fragmentos generados se separan para
determinar su secuencia; posteriormente, esta secuencia se compara contra un
banco de datos empleando programas bioinformaticos. Finalmente, se obtienen

coeficientes de asociacion.

2.4.2. Etapas de la técnica de identificacion molecular. La
técnica de identificacion molecular basada en el analisis del gen ADNr 16s es muy
rapida y precisa y consta de tres etapas: (1) amplificacién del gen a partir de la
muestra, (2) determinacion de la secuencia de nucle6tidos, y (3) analisis y

comparacion de la secuencia contra una base de datos (Campbell y Farrell 2004).
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2.4.2.1. Amplificacion del gen a partir de la muestra. Primero, se extraey
purifica el ADN cromosomal a partir de un cultivo puro. Existen protocolos
generales para realizar la extraccion, sin embargo estos pueden requerir de
modificaciones dependiendo de la bacteria analizada (Campbell y Farrell 2004).
Una vez extraido el ADN, se debe llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa
para corroborar que efectivamente se extrajo el ADN cromosomal del
microorganismo. La electroforesis en gel de agarosa es un método para separar,
identificar y purificar fragmentos de ADN. La agarosa es un polimero lineal,
extraido de algas marinas, que forma geles con poros que varian de 100 a 300 nm,
dependiendo de la concentracion de agarosa en el gel. Sobre este gel se separan los
fragmentos de ADN, dependiendo del tamano de los fragmentos y del tamano de
poro del gel. Dado que el ADN esta cargado negativamente debido a los grupos
fosfato de la molécula, la migracién en la camara de electroforesis ocurre del polo
negativo al polo positivo. Los poros obstaculizan menos a las moléculas mas cortas
que a las mas largas, y asi, las primeras se mueven con mas rapidez a través del gel
y la corriente eléctrica sirve como fuerza motriz para impulsar las moléculas a
través del gel. Por lo tanto, moléculas de diferentes longitudes forman bandas en el
gel, identificando asi los diferentes fragmentos en la mezcla al revelar el gel en un

fotodocumentador, Figura 1 (Puerta y Urefia 2005; Brown 2008).
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Figura 1. Fotodocumentador empleado para el revelado del gel después de la

electroforesis en gel de agarosa.

Posteriormente, se realiza la amplificacion del gen ADNr 16S usando un
termociclador mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés). Esta técnica permite la amplificacion exponencial de un fragmento
especifico de ADN, generando millones de copias idénticas. Para que se lleve a cabo
esta reaccion se emplean dos oligonucleotidos llamados primers que contienen un
extremo 3’ libre, que es complemento de la cadena de ADN que se quiere replicar.
Los primers funcionan como punto de inicio para la adicién de nucle6tidos y para
copiar la cadena deseada en el PCR, uno de ellos promueve la adicion hacia delante
de la cadena (Fw) y otro hacia atras (Rv). Una vez que los primers se unen a la

cadena, la enzima ADN Polimerasa extiende la hebra complementaria empleando
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nucleétidos suministrados a la reaccion. En general el ciclo de una reaccion de PCR

consta de tres pasos:

1. Desnaturalizacion: En esta etapa se rompen los puentes de hidroégeno que
unen a las hebras de ADN para posteriormente poder fijar los primers a las
cadenas sencillas. Esto se logra mediante el calentamiento a 95 °C durante 5
min.

2. Alineamiento: En esta etapa se promueve la fijacion de los primers en los
extremos del fragmento deseado de ADN; esto se logra a una temperatura de
55 °C.

3. Extension: En este altimo paso se suministra la temperatura ideal para que
la enzima polimerasa extienda la cadena complementaria de ADN. Una de
las polimerasas més conocidas es la aislada del microorganismo Thermus
aquaticus, por lo que se le conoce como Taq Polimerasa y su temperatura

ideal de extension es de 72 °C.

En el primer ciclo, se sintetizan los primeros fragmentos de ADN, sin embargo, no
tienen el tamano deseado, ya que la Taq polimerasa copiara hasta donde le sea
posible. En el segundo ciclo, los primers se uniran también a los nuevos
fragmentos generados y asi sucesivamente; logrando que conforme se repitan los
ciclos se generen los fragmentos del tamano adecuado (Espinosa Azuar 2007; Dale
y Von Schantz 2002). En la Figura 2 se muestran esquematicamente las tres etapas

de la reaccion en cadena de la polimerasa.
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alineamiento y extension

Figura 2. Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (Dale y Von Schantz 2002).

Antes de pasar a la secuenciacion del gen, se comprueba la obtencién del gen
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se debera observar en el revelado del gel,
la presencia de un tunico fragmento de alrededor de 1.5 Kb que representa la

presencia del gen ADNr 16S.

26



2.4.2.2. Determinacion de la secuencia de nucleétidos. La secuenciacion
consiste en la obtencion de la serie de bases que conforman el gen analizado. Para
esto se emplea el método Sanger, que se basa en el uso de la ADN polimerasa para
sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica. Su fundamento se
reporta a continuacion:

Durante la sintesis del ADN, la adicion de bases a la cadena creciente se
logra mediante la formacion de un enlace covalente fosfodiéster entre la
terminacion 5’-fosfato del nucle6tido a agregar con el grupo 3-OH de la
desoxirribosa en la molécula de ADN. El sustrato para esta reaccion es un 5-dNTP,
que es un desoxinucleotido con tres fosfatos en la posicion 5° de la desoxirribosa.
La terminacién de la sintesis del ADN se consigue mediante la adicion de un
didesoxinucleotido, en el cual la molécula de azticar no posee el grupo —OH en la
posicion 3° (ddNTP) (Figura 3). La incorporacién del ddNTP a la molécula de ADN
(debido a que carece del grupo 3°-OH) impide continuar con la adicién de
nucleétidos, terminandose asi la sintesis de ADN. Esta terminacion se ilustra en la

Figura 4 (Dale y Von Schantz 2002).
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OH

2' desoxirribosa 2', 3' didesoxirribosa

Figura 3. Diferencia entre un desoxinucleé6tido trifosfato (ANTP) y un didesoxinucleo6tido

trisfosfato (ddNTP) (Dale y Von Schantz 2002).
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para adiciones posteriores

Figura 4. Terminacion de la sintesis de ADN mediante un ddNTP (Dale y Von Schantz

2002).
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Por ejemplo, si en una reaccion se agrega ademas de la mezcla de moléculas de
dNTP una molécula de didesoxiadenina trifosfato (ddATP) con fosforo marcado
radiactivamente, cuando aparezca el primer residuo de timina en la cadena, unas
cuantas moléculas del nuevo ADN formado tendran el ddA anadido y por tanto la
sintesis de estas moléculas se detendra, pero la mayoria de las nuevas moléculas de
ADN tendran el residuo de adenina normal, lo que permitird que la sintesis
contintie. Cuando aparezca el segundo residuo de Timina ocurrira una situacion
similar: se detiene la sintesis en algunas moléculas, y en algunas otras contintia. Al
final de la reaccion, se obtiene una serie de moléculas de distintas longitudes, cada
una terminada con un residuo de ddA marcado. Estas moléculas pueden ser
separadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida que permite diferenciar
entre moléculas con una sola base de diferencia. De esta manera se tienen
diferentes bandas en el gel, correspondientes a las posiciones de los residuos de
adenina en la nueva cadena (o timina en el gen a secuenciar). En el método de
Sanger, se emplea un set de cuatro reacciones, agregando en cada una un ddNTP
distinto, obteniéndose al final un set de 4 corridas en el gel. Después, el gel se
revela con ayuda de rayos X y la secuencia se obtiene leyendo las 4 bandas

reveladas en el gel (Véase la Figura 5) (Dale y Von Schantz 2002).
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Muestra de ADN _
GGATCGATTCGATCGGATC 3 Sintesis normal

<4 CCTAGCTAAGCTAGCCTAG —{—_—_—1 5' de ADN
primer

AGCTAAGCTAGCCTAG —{——1 &' ) .
Sintesis de ADN
AAGCTAGCCTAG 5 con la presencia
AGCTAGCCTAG—(———1 &' de dATP y ddATP
AGCCTAG—{_———1 &'
[ R S—

De manera similar, se llevan a cabo reacciones empleando ddGTP, ddCTP y ddTTP;
Los fragmentos de las cuatro reacciones se separan por electroforesis en gel de
poliacrilamida y se revelan por autoradiografia

A G C
Fragmentos —

grandes

T

La lectura se realiza
en esta direccion
(5'a3)

El gel se corre
en esta direccion

Fragmentos
pequerios

OPFr-EH00O0>H0O>P—HOO>PHO0O

Figura 5. Determinacion de la secuencia del ADN (Dale y Von Schantz 2002).

Aunque actualmente la secuenciacion se lleva a cabo de manera automatizada, el

fundamento de la técnica es la misma.

2.4.2.3. Analisis y comparacion de la secuencia. Finalmente la secuencia

obtenida se compara contra un banco de datos. Se recomienda la utilizacién de mas
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de uno de estos para comprobar si conducen al mismo resultado. Finalmente, se
puede construir un arbol filogenético que representara de manera esquematica el
grado de parentesco genético entre las bacterias comparadas.

Como resultado de la técnica se obtiene el grado de similitud entre la
secuencia de la bacteria analizada y la bacteria reportada en el banco de datos. Esta
informaciéon permite establecer la relacion evolutiva de la bacteria de estudio, y
ademas permite reflejar graficamente la genealogia molecular de ésta (Campbell y

Farrell 2004).

2.5. Inoculantes de B. licheniformis

Un inoculante, o producto biofertilizante, es una formulacién que contiene una o
mas cepas microbianas contenidas en un material llamado acarreador, el cual
puede ser una biomolécula o un sustrato sintético. El material acarreador es usado
para hacer llegar el biofertilizante a la planta viva en estado viable (Yoav Bashan et
al. 2004). En la literatura existen escasos reportes acerca de la formulaciéon y
empleo de inoculantes de B. licheniformis para mejorar el rendimiento y el
crecimiento de plantas de cultivo. Lim y Kim (2009) y Lim et al. (2009) formularon
un inoculante a base de esporas termo-resistentes de B. licheniformis y B. subtilis
que se empleod para promover el crecimiento de chiles rojos y jitomate, ademas de
suprimir el crecimiento del patégeno P. capsici. El crecimiento vegetativo se indujo
en un fermentador de 8 L con acido dipicolinico y cloruro de calcio. Estos

investigadores reportaron que la aplicacién del inoculante en las plantas de chile y
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jitomate caus6 un incremento del 20% del sistema radicular y del tamafio de las
hojas.

Brdar-Jokanovic et al. (2011) evaluaron la efectividad biofertilizante en
cultivos de cebolla de un inoculante llamado “Slavol” producido por la industria
Agrounik d.o.o. Este producto estd compuesto por B. megaterium, B.
licheniformis, B. subtilis, Azotobacter chorocoocum, Azotobacter vinelandi y
Derxia sp. Los parametros que se midieron fueron el rendimiento, el peso y
namero de bulbos por parcela en cinco cultivos de cebolla. El rendimiento de las
parcelas no fertilizadas, las tratadas con abono y biofertilizante, obtuvieron un
rendimiento (kg/parcela) del 24.3, 25.3 vy 48.8% respecto al rendimiento del
control con 100% del fertilizante NPK (Nitrogeno-Fosforo-Potasio),
respectivamente. El uso del inoculante bacteriano elevo el peso de los bulbos de
cebolla en un 55.1% respecto al control fertilizado con NPK.

Domenech et al. (2006) emplearon un producto llamado “LS213”
manufacturado por la empresa Gustafson Inc., que contiene esporas de B. subtilis y
B. amyloliquefaciens. Este inoculante se evalu6é como parte de una mezcla con B.
licheniformis, Pseudomonas fluorescens y Chryseobacterium balustinum, con el
objetivo de evaluar el posible efecto sinérgico entre todas las bacterias en el
crecimiento de chile y jitomate, y su capacidad para prevenir infeccién por
Fusarium y Rhizoctonia.

Chung et al. (2010) disefiaron un inoculante a base de esporas de B.
licheniformis y B. subtilis para su aplicacion en cultivos de chile. Los autores
emplearon un acarreador de zeolita que permiti6 la supervivencia de ambas

bacterias a 45 °C hasta por 60 dias. Las dos especies de Bacillus colonizaron la
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rizosfera del chile por 15 dias (108 UFC/g). Los autores reportaron un incremento
de 20% en el crecimiento del cultivo, en términos de la longitud de las raices, la
altura y peso de la planta, comparado contra el tratamiento sin inoculante.
Ademaés, de acuerdo a estas investigaciones, el inoculante inhibié por completo el

crecimiento del patogeno Phytophtora en las plantas de chile.

2.6. Produccion a gran escala

El uso comercial a gran escala de los inoculantes de B. licheniformis requiere de
una cantidad considerable de biomasa para asegurar la colonizacion suficiente de la
rizosfera de la planta. La elaboracion de productos sustentables a nivel semi-
industrial e industrial requiere el uso de materiales econémicos y que provean los
nutrimentos necesarios para el crecimiento bacteriano. Debido a esto, no se pueden
usar de manera factible medios de cultivo sintéticos (bien definidos) como se hace
a nivel laboratorio. Es necesario buscar fuentes de carbono y nitrogeno
economicas, siendo los desechos agroindustriales un area de grandes
oportunidades en este campo. Con esto, no solo se promueve la eliminacion
adecuada de los sub-productos de manera efectiva y sin provocar contaminacion,
sino que a su vez se generan productos de valor agregado alto. Esto ultimo se
considera un proceso de desarrollo sustentable. El desecho agroindustrial
empleado en la presente investigacion es la melaza de aztcar, que proviene de la

industria azucarera. Una vez evaluada la eficiencia de la produccion de biomasa de
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B. licheniformis a partir de melazas de cafia de azdcar, es posible pasar a la

produccion de biofertilizantes a escala piloto mediante el uso de biorreactores.

2.6.1. Melazas como sustrato autosustentable. Segiin la NMX-Y-

327-1998-SCFI, la melaza de cana de azuacar es el coproducto de la fabricacion del
azucar en sus diferentes calidades, siendo un liquido denso y viscoso del cual no se
pueden cristalizar mas azcares mediante los métodos convencionales. Debe
contener una humedad de 17-25%, un porcentaje maximo de cenizas de 11% y 85
°Brix a 20 °C.

Las melazas son ricas en azucares reductores y aproximadamente el 60% de
los solidos presentes estd compuesto de sacarosa, glucosa y fructosa, ademéas de
otras sustancias de origen organico como aminoacidos, acidos carboxilicos,
alifaticos y olefinicos, vitaminas, proteinas y fenoles, entre otros. También existe
una fraccion de origen mineral de gran importancia en la que se encuentran mas de
20 metales y no metales en distintas proporciones (Aguilar Rivera et al. 2010). La

composicion aproximada de las melazas se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicion promedio de las melazas de caiia

(Murtagh 1999; Galvez 1990).

COMPONENTE VALOR COMPONENTE VALOR
Agua (%) 20.5 Cloruros (Cl) (%) 1.4
°Brix 79.5 Fosforo (P.03) (%) 0.08
Sélidos totales (%) 75.0 Sodio (%) 2.4
Densidad (gL™) 1.41 Silicio (%) 0.2
Azucares totales (%) 46.0 Cobre (mg/kg) 36
Sacarosa (%) 28.0 Hierro (mg/kg) 249
Glucosa (%) 9.3 Manganeso (mg/kg) 35
Proteina cruda (%) 3.0 Zinc (mg/kg) 13
Nitrogeno (N.) 0.35 Biotina (mg/kg) 0.36
Cenizas (%) 8.1 Colina (mg/kg) 745
Gomas y coloides (%) 8.9 Ac. Pantoténico (mg/kg) 21
Aminoacidos (%) 0.95 Riboflavina (mg/kg) 1.8
Azufre (%) 0.5 Tiamina (mg/kg) 0.9
Calcio (%) 0.8

No obstante, la composicion precisa de las melazas es muy variable, pues depende
de factores agricolas e industriales, asi como de la variedad de la planta, grado de
madurez, clima, condiciones de cultivo, tipo de corte, eficiencia industrial, entre
otros. (Aguilar Rivera et al. 2010).

En los ultimos anos, el precio de la melaza de cana ha mostrado una
tendencia creciente. En 2010, Oaxaca produjo alrededor de 40-79 toneladas de

melazas (Financiera Rural 2011).
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2.6.1.1. Usos comunes de las melazas de caina de azicar. En el mercado
internacional, las melazas de cafia tienen cuatro destinos basicos: alimento animal,
producciéon de etanol, reprocesamiento industrial para extraer los azucares
contenidos en ella y procesos biotecnologicos industriales como la produccion de
levadura, acido citrico, lisina entre otros (Financiera Rural, 2011).

Existen diversos reportes en la literatura acerca de la utilizacion de melazas
para la produccion de biomasa de algunos microorganismos, principalmente
levaduras (Fernandez-Lopez et al. 2012; Fajardo Castillo y Sarmiento Forero 2007;
Ariza y Gonzalez 1997; Echegaray et al. 2000; Skountzou et al. 2003; Shima et al.
2005; Vu y Kim 2009). Sin embargo, no existen reportes en la literatura acerca de

la produccion de B. licheniformis empleando melazas como sustrato principal.

2.6.2. Analisis del consumo del sustrato. Antes de pasar el proceso

de produccion de biomasa a una etapa de reactor, es necesario evaluar primero si la
cepa de estudio es capaz de utilizar este sustrato para su crecimiento. En segundo
lugar, es importante estudiar el proceso de consumo de sustratos y crecimiento de
la bacteria para tener un mayor control sobre la produccion de biomasa. Por esta
razon resulta fundamental el empleo de algunas técnicas de analisis para el
monitoreo del consumo del sustrato por parte de B. licheniformis tales como la
cromatografia de liquidos de alta resolucion, colorimetria y determinacion de

azucares reductores.

2.6.2.1. HPLC. Para el analisis de carbohidratos, inicialmente se emplearon

columnas de silice enlazada a grupos amino. Desafortunadamente los grupos
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amino reaccionaban con los aztcares reductores obteniéndose resultados erréneos
(Kort 1980). En 1987, el instituto de investigacion sobre la molienda de azacar
(SMRI, por sus siglas en inglés: Sugar Milling Research Institute), adquirié6 un
sistema de HPLC para separar los carbohidratos, empleando columnas de
intercambio de cationes de sodio o de calcio. Estas columnas tienen la ventaja de
que la fase movil puede ser incluso agua, y por lo tanto las separaciones se llevan a
cabo de manera efectiva y mas economica (Day-Lewis 1989). Para la determinacion
de aztcares, generalmente se utiliza un detector de indice de refraccion. A pesar de
que este detector es de sensibilidad baja, puede ser muy 1til para analitos no
ibnicos, que no absorban en el UV y que no tengan la propiedad de fluorescencia.

El detector de indice de refraccion contiene una celda que a su vez posee dos
compartimentos triangulares de 5-10 uL de capacidad, a través de los cuales pasa el
disolvente puro o la muestra que sale de la columna. Existen diversos disefios de
celdas, sin embargo todos se basan en la diferencia entre el indice de refraccion del

disolvente puro y el del disolvente méas el soluto (Harris 2007).

2.6.2.2. Colorimetria. Se puede llevar a cabo un estudio sobre la evolucién del
color del medio durante el crecimiento de B. licheniformis en el medio, utilizando
la colorimetria. La instrumentacion para la medida del color es muy extensa y
variada, sin embargo el fundamento es practicamente el mismo. Para el examen de
color, en este trabajo se emplea un colorimetro UltraScan VIS de HunterLab. Este
equipo es un espectrofotometro con una lampara dual de xenén, que emplea un
rango de longitud de onda de 350 a 1050 nm con una resoluciéon de 5 nm que mide

el color mediante reflectancia o transmitancia. Emplea también un iluminante D65
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(luz de dia) y un angulo de observacién de 8°. Los parametros triestimulo se
obtienen empleando funciones de respuesta espectral directamente proporcionales
a los coeficientes de distribucion (funciones de igualacion de color)
correspondientes al observador colorimétrico estindar de la Commission
Internationale de I'Eclairage (CIE, por sus siglas en francés), que es la Comisién
Internacional de la Iluminacién (Perea et al. 2002). El CIELab es un modelo
cromatico que se emplea para describir todos los colores que puede percibir el ojo
humano en una escala normalizada. Este sistema estd basado en la medicion de
tres parametros, el L*, a*y b*. El valor L* representa la luminosidad y los cambios
desde 0 (negro) a 100 (blanco). El valor a* indica el cambio de —a (verde) a +a
(rojo), mientras que el valor b* define los cambios de —b (azul) a +b (amarillo). Los
valores de estos dos parametros van de -120 a +120 (Sahin y Giilim Sumnu 2006;
Muiioz 2011). El espacio CIELab permite especificar estimulos de color en un

espacio tridimensional, tal como se muestra en a Figura 6 (Munoz 2011).
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L,a,b Color Solid

L=100

www. hunterls

Figura 6. Parametros de medicion de color CIELab.

2.6.2.3. Determinaciéon de azticares totales por el método de Dubois.
Esta es una técnica espectrofotométrica para la determinacion de azicares simples,
oligosacaridos, polisacaridos, y sus derivados, incluyendo sus metil-ésteres con
grupos reductores libres o potencialmente libres. Este método fue propuesto por
Dubois et al. en 1956. El fundamento es el siguiente: los aziicares en medio acido
son hidrolizados y deshidratados a reactivos intermediarios que, en presencia de
fenol, forman un complejo aromatico de un color naranja-amarillo que alcanza su
méaximo de absorcidon a 490 nm (Figura 7). La cantidad de azicar presente en la
muestra se determina usando un espectrofotbmetro y mediante la interpolacién en

una curva de calibracion.
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Figura 7. Complejo generado a partir de la reaccion de Dubois (Mikkelsen y Cort6n

2004).

2.6.2.4. Cinética de crecimiento microbiano en un cultivo en lote. Para
llevar a cabo un analisis adecuado acerca de la relacién entre el consumo de
sustrato y la produccion de biomasa, resulta fundamental conocer la cinética de
crecimiento microbiano.

Un cultivo en lote es un sistema cerrado sin entradas ni salidas, con un
volumen fijo de medio de cultivo. El in6culo se transfiere a este volumen y entonces
los microorganismos crecen y se replican gradualmente. Conforme ocurre el
crecimiento de biomasa el sustrato se agota y se forman diversos productos. El
crecimiento microbiano se determina por el peso seco de células (en g/L), mediante
densidad 6ptica (DO) que es la absorbancia definida a determinada longitud de
onda o bien en UFC/L (Najafpour 2007).

En la Figura 8 se muestra una curva de crecimiento bacteriano tipica, la cual
se divide en tres etapas principales: (1) La fase Lag o de latencia es un periodo

durante el cual las células se ajustan fisiologicamente al medio. La duraciéon de esta
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etapa depende del tamano del in6culo. (2) La fase exponencial, donde la poblacion
crece logaritmicamente con el tiempo si los nutrimentos del medio estan presentes
en exceso. Conforme la poblacion crece, los nutrimentos son utilizados y se
producen compuestos inhibitorios, como acidos y toxinas. El cambio en la
composicion del medio y el agotamiento del sustrato resulta pronto en la muerte de
algunas células. (3) La fase estacionaria, en la que la velocidad de crecimiento de
los organismos es igual a la velocidad de muerte. El resultado neto es una poblacion
constante. (4) La fase de muerte, en la cual la velocidad de muerte rebasa la
velocidad de crecimiento y la poblacion decrece a velocidad exponencial (Okafor

2007; Najafpour 2007).

log numero Fase
de células estacionaria

kFase exponencial

Fase lag—]

Figura 8. Fases de la cinética de crecimiento microbiano en un cultivo por lote

(Najafpour, 2007).

Durante el cultivo en lote, se pueden monitorear los siguientes parametros:

biomasa, productos del metabolismo, inhibiciéon, pH, temperatura y concentraciéon
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de sustratos. A continuacion se definen algunos parametros para evaluar la
productividad del microorganismo en un cultivo por lote (Bailey y Ollis 1986). El

porcentaje de consumo de sustrato se define como:

o —SF
So

Consumo de sustrato = x 100% (D

Donde S, es la concentracion de sustrato al tiempo inicial de incubacion y Sr es la
concentracion de sustrato al final de incubacion. Otro parametro importante para
caracterizar la cinética de cultivo microbiano es el rendimiento celular, definido
por:

X

O_SF

Vg = g (2)

Donde yx/s es el rendimiento celular y X es igual a la cantidad de biomasa

producida.

La velocidad de produccion de biomasa de un microorganismo se define como:
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2.7. Implicaciones de la investigacion bibliografica

A partir de la investigacion realizada, se pudieron encontrar algunos vacios en el

conocimiento técnico-cientifico del area de produccion de biofertilizantes a partir

de B. licheniformis. A continuacién se describen estos puntos de manera

sintetizada:

No existen investigaciones reportadas que aborden la posibilidad del
consumo de melazas de cafia de azucar por parte de B. licheniformis y la
optimizacién de la produccion de biomasa mediante la adaptacion de la cepa
a concentraciones cada vez mayores de este sustrato.

No hay reportes cientificos en los cuales se reporte el uso tnico de B.
licheniformis como biofertilizante en cultivos agricolas.

Los trabajos revisados, no se dirigen estratégicamente al establecimiento de
procesos sustentables, como es el caso de la utilizacion de residuos
agroindustriales para la produccion de biofertilizantes.

Los estudios convencionales de biofertilizantes, consideran que estos
materiales son capaces de sustituir completamente el uso de fertilizantes
quimicos. Esta premisa no esta bien argumentada cientificamente, puesto
que el biofertilizante requiere que el suelo de la planta reciba la nutriciéon

minima necesaria para su crecimiento.

En este proyecto se plante6 el aislamiento de una cepa de B. licheniformis capaz de

fijar nitrogeno atmosférico y se evalud su crecimiento en un medio enriquecido con
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melazas de cafa de azacar. Asimismo, se plante6 adaptar la cepa a la concentracion
mas elevada posible de melazas para optimizar su produccion de biomasa.
Finalmente, el proyecto abordé la utilizacion de B. licheniformis como inoculante
para su evaluacion en el crecimiento de maiz. El empleo de maiz como cultivo de

estudio se baso en las siguientes razones:

* El maiz es el cultivo agricola mis importante de México, en diversos
aspectos como el alimentario, el industrial, el politico y el social.
* Con este proyecto, también se responde a una demanda de la Secretaria de

Agricultura, a través del fondo mixto Conacyt-Estado de Oaxaca.

Finalmente, en esta tesis se propone un estudio en el que se evalian distintos
niveles de fertilizacion quimica en combinacion con el biofertilizante, para poder
determinar en qué porcentaje el uso del biofertilizante puede reducir la cantidad

necesaria de fertilizante quimico.

Esto permitird establecer las bases de un proceso biotecnologico que
permitird la produccion y uso de los biofertilizantes como una alternativa viable
para mejorar el rendimiento de los cultivos de manera efectiva y econémica. El
empleo de estos biofertilizantes podra ayudar a restablecer el equilibrio quimico y
biologico del suelo. Con el seguimiento y consolidacion de este proyecto, se podra

ayudar al desarrollo agron6mico y econémico del Estado de Oaxaca.
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3. ORIGINALIDAD

No existe un estudio que aborde la utilizacion de melazas de cana de azticar como
sustrato para la produccion de biomasa de B. licheniformis, asi como su adaptacion
a concentraciones cada vez mayores de este residuo agroindustrial. Tampoco se ha
reportado el estudio en campo de la inoculaciéon de cultivos agricolas con B.
licheniformis. Este trabajo abord6 por primera vez la aplicacion de biofertilizantes
en la Region Mixteca del Estado de Oaxaca. Finalmente, en este trabajo se
estudiaron por primera vez los efectos combinados del biofertilizante con distintas
dosis de la fertilizacion quimica recomendada para la region Mixteca. Con este
estudio se estableci6 la relacion de fertilizante quimico/biofertilizante necesaria

para obtener un rendimiento del cultivo similar al del tratamiento quimico.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Producir biofertilizante a escala piloto, empleando un biorreactor de 3 L, a partir de

una cepa de B. licheniformis, y su aplicacién como inoculante para el cultivo de

maiz.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar la cepa de B. licheniformis a partir de una muestra de suelo.

2. Evaluar el crecimiento de B. licheniformis en un medio enriquecido con
melazas de cana de azucar y lograr su adaptacion al medio.

3. Producir inoculantes a partir de B. licheniformis a una escala piloto de 3 L.

4. Evaluar el efecto de los inoculantes en cultivos de maiz en combinacion con

diferentes dosis de fertilizante quimico.
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5. METAS

Meta 1. Aislamiento, tipificacion y conservacion de B. licheniformis.

Meta 2. Adaptacion de B. licheniformis a un medio enriquecido con

melazas.

Meta 3. Produccion de inoculantes a escala piloto de 3 L.

Meta 4. Evaluacion del inoculante en cultivos de maiz.
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6. METODOLOGIA

6.1. Meta 1. Aislamiento y conservacion de la cepa

Con base en la literatura revisada, en la cual se reportan cepas de B. licheniformis
capaces de fijar nitrogeno atmosférico, y tomando en cuenta (también con base en
el Estado del Arte) que este microorganismo es capaz de adaptarse a distintos
nichos, redirigiendo su metabolismo para utilizar distintos sustratos, se plante6 el
aislamiento de una cepa capaz de fijar nitrogeno atmosférico para después,

adaptarla a un medio enriquecido de melazas, para la produccién de biomasa.

6.1.1. Material Bioldgico. Se parti6 de una muestra de suelo rizosférico,

proporcionada por el Doctor Roberto Quintero Lizaola del Instituto de Recursos
Naturales del Colegio de Posgraduados Campus Montecillo, constituida por una

mezcla de microorganismos capaces de fijar nitrogeno.
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6.1.2. Medios de cultivo

6.1.2.1. Medio ATCC: 838. Este es un medio creado por la ATCC (American
Type Culture Collection) para microorganismos fijadores de nitréogeno. El medio se
prepar6 de la siguiente manera: en 1 L de agua destilada se suspendieron: 0.4 g de
KH.PO,, 0.1 g de K:HPO,, 0.2 g de MgS0,-7H.0, 0.1 g de NaCl, 0.02 g de CaCl.,
0.01 g de FeCl;-6H-0, 0.002 g de Na.Mo00,-2H-0, 5 g de malato de sodio y 0.05 g
de extracto de levadura. El pH del medio se ajust6 a 7.2-7.4 y se esterilizdo durante

15 min a 121 °C.

6.1.2.2. Medio NFb-RC. Se emple6 una modificaciéon del medio propuesto por
Rodriguez-Caceres (1982) para aislar microorganismos fijadores de nitréogeno que
ademas sean capaces de generar colonias pigmentadas de rojo escarlata mediante
la utilizacion del colorante Rojo Congo.

Primero se prepar6 una solucion salina con las sales formuladas en baja
concentracion para facilitar la manipulacion y preparacion del medio. La solucion
salina se prepar6 de acuerdo a la siguiente formulacién: en 1 L de agua destilada se
suspendieron 5 g de K:HPO,, 2 g de MgS0O,-7H.O, 1 g de NaCl, y 0.15 g de
FeCl;-6H.0. El cloruro férrico se disolvi6 previamente con la adicion de dos gotas
de HCI 0.1 M, para lograr su disolucion.

Una vez preparada la solucion salina, el medio NFb-RC se prepar6 de la
siguiente manera: se suspendieron en 900 mL de agua destilada 5 g de acido DL-
malico, 4.8 g de KOH, 0.5 g de extracto de levadura, 20 g de agar y 100 mL de la
solucién salina. El pH se ajust6 a 7.0 con KOH 0.1 N y el medio se esterilizé a 121
°C por 20 min. Antes de servir en las cajas Petri, se agregaron asépticamente 15 mL
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de una solucién acuosa 1:400 de Rojo Congo (previamente esterilizada). Para el

empleo del medio NFb-RC liquido se evito el uso del agar.

6.1.2.3. Medio Luria-Bertani (LLB). Este es un medio general, enriquecido para
el crecimiento de bacterias. Para la preparacion de este medio se emplearon dos
formulaciones distintas:

Medio LB-P (Puerta y Ureha 2005): En 1 L de agua destilada se
suspendieron 10 g de peptona de caseina, 5 g de extracto de levadura y 10 g de
NaCl. Se ajust6 el pH a 7.0-7.2 y se esterilizo durante 20 min a 121 °C.

Medio LB-T (Tilak et al. 2010): En 1 L de agua destilada se suspendieron 5 g
de peptona de caseina, 3 g de extracto de levadura y 2.5 g de NaCl. Se ajusto el pH a
7.0-7.2 y se esterilizo durante 20 min a 121 °C.

Cuando se requiri6 emplear el medio en forma solida, se agregd a la mezcla

15 g de agar.

6.1.2.3.1. Medio Luria Bertani-Rojo Congo (LB-RC). Este medio es una
modificaciéon del medio de Tilak y colaboradores (2010). Se emple6 para identificar
las colonias de B. licheniformis en un medio rico de nutrimentos en el que pueden
crecer algunos otros microorganismos. La variante en la formulacién fue la adicion
de 15 mL de una soluciéon acuosa 1:400 de Rojo Congo (previamente esterilizada)

después de la esterilizacion.
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6.1.2.4. Medio Mota-Valadez (MMYV). Este medio se emple6 para el
crecimiento de B. licheniformis usando melazas de cafia de azticar como fuente de
carbono.

Primero se prepar6 una solucion salina tal y como se describe en el punto
6.1.2.2. Una vez lista esta solucién, la preparacion del medio se realizdé de la
siguiente manera: en 800 mL de agua destilada se disolvi6 (NH4).HPO,
considerando una relacion carbono/nitrogeno de 3.9 respecto a la fuente de
carbono (melaza) y se agregaron 100 mL de la solucion salina. Por otro lado, se
prepar6 una solucion de melazas disolviendo una cantidad determinada de melazas
en 50 mL de agua destilada y aforando a 100 mL. Las dos soluciones se
esterilizaron por separado durante 20 min a 121 °C, se dejaron enfriar, y
posteriormente se mezclaron. Cuando se requiri6 emplear el medio MMV de

manera solida, se agregaron a la solucion salina 15 g de agar.

6.1.3. Proceso de aislamiento y conservacion de B.

licheniformis. Para el aislamiento de B. licheniformis a partir de la mezcla

inicial de microorganismos, se estriaron asadas de la muestra rizosférica en cufias
de agar ATCC:838 y se incubaron a 37 °C. El crecimiento en el medio ATCC:838 es
excesivamente lento, por lo que la aparicion de las colonias tardé incluso mas de 2
semanas. Posteriormente se resembro este cultivo en medio LB liquido a 37 °C para
su enriquecimiento y después se reinocularon estas bacterias en medio liquido
ATCC. Después de esto, se emple6 el medio NFb-RC para aislar a B. licheniformis

de la mezcla de microorganismos fijadores de nitrégeno obtenida.
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A partir de este cultivo se procedi6 al aislamiento de B. licheniformis. Se inoculd
una asada de la mezcla microbiana en cajas Petri conteniendo medio NFb-RC y
estas se incubaron a 37 °C durante 96 h. Las colonias que selectivamente se
pigmentaron de color rojo escarlata, se resembraron en medio LB liquido (Puerta y
Urena 2005) y se incubaron a 37 °C durante 72 h. Después de la incubacion, el
cultivo se observd al microscopio empleando una magnificacion de 1000x para
observar la constitucion celular de las colonias aisladas. Al cabo de tres ciclos de
resiembras se obtuvo un cultivo de B. licheniformis completamente puro. La cepa
pura se resembro en medio LB-RC solido en cajas Petri de plastico y se conservo a -

20 °C.

6.1.4. Identificacion genética de la cepa aislada. Se emplef la

técnica de comparacion del ADNr 16S para la identificacion genética de la cepa
aislada. Esta identificacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Ingenieria
Metabodlica y en el Departamento de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia

de la UNAM.

6.1.4.1. Extraccion de ADN cromosomal. Se empleo el kit de extraccion Ultra
Clean™ — Microbial DNA isolation kit (MO BIO Laboratories Inc., USA). En un
tubo colector de 2 mL se colocé la mitad del crecimiento de una caja de medio LB-
RC con abundante crecimiento de la cepa. Las bacterias se resuspendieron con 300
uL de solucion MicroBead y se agitaron en un vortex durante aproximadamente 30
s. Esta solucion contiene un buffer y sales que ayudan a estabilizar y dispersar

homogéneamente las bacterias previo a la lisis celular. Después de esto, la mezcla
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se transfiri6 a un tubo MicroBead y se agregaron 50 puL de solucion MD1. La
solucion MD1 contiene un detergente anionico, SDS, que rompe acidos grasos y
lipidos asociados a la membrana celular de los microorganismos. Luego, se agito el
tubo MicroBead en el vortex durante 10 min a la velocidad méaxima, tratando de
colocarlo de manera horizontal para asegurar una lisis adecuada de las células.
Durante la agitacién, se crean las condiciones quimico-mecénicas para promover la
lisis celular y liberar los 4cidos nucleicos de las células.

El tubo se centrifugd a 10000 x g durante 30 s a temperatura ambiente. Con
este proceso, se hace que los restos celulares se depositen en el fondo del tubo,
mientras que el ADN permanece en el sobrenadante. El sobrenadante se transfirio
a un tubo colector limpio de 2 mL. Después de esto, se agregaron 100 pL de
soluciéon MDz2 al tubo colector y se agité en vortex durante 5 s. Posteriormente, el
tubo se incub6 a 4 °C durante 5 min. La solucién MD2 contiene un reactivo que
promueve la precipitacion del material organico e inorganico distinto al ADN,
incluyendo restos celulares y proteinas.

Después de la incubacion, el tubo se centrifugd a 10000 x g por 1 min a
temperatura ambiente, y el sobrenadante se transfiri6 a un segundo tubo colector,
evitando decantar el pellet formado. Dado que el pellet contiene materiales
organicos e inorganicos distintos al ADN, es importante evitar decantarlo junto con
el sobrenadante.

Posteriormente, se agregaron 900 uL de solucion MD3 al sobrenadante y se agit6
en un vortex durante 5 s. El liquido MD3 consiste de una solucién salina altamente
concentrada que causa que el ADN se retenga en los filtros de membrana (“Spin

filter membrane”). Después de esto, se vertieron 700 uL de la mezcla del
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sobrenadante y la solucion MD3 en el filtro de membrana y se centrifugd a 10000 x
g durante 1 min, a temperatura ambiente. El permeado se desechoé y el resto de la
mezcla se vertid para volver a centrifugar. Esto hace que el ADN se una
selectivamente a la membrana de silica del filtro.

Subsecuentemente, se agregaron 300 uL de la solucion MD4 al filtro de
membrana. El permeado se centrifugd a 10000 x g por 30 s a temperatura
ambiente. La solucién MD4 contiene etanol que sirve para limpiar el ADN retenido
en la membrana, removiendo residuos de sal y otros contaminantes. Se desecho el
sobrenadante que contenia los contaminantes arrastrados. Posteriormente se
centrifugd nuevamente a 10000 x g durante 30 s a temperatura ambiente para
remover los restos de la solucion MD4 del filtro de membrana. El filtro de
membrana se colocdé nuevamente en un tubo colector de 2 mL, y se le agregaron 50
uL de la solucion MDj5 en el centro. La solucion MDj5 es un buffer de Tris 10 mM
con pH de 8 que ayuda a la remocion del ADN de la membrana del filtro. El tubo se
centrifugd a 10000 x g durante 30 s. Este ultimo paso ayuda a la remocion del ADN
de la membrana, el cual fluye hacia el tubo colector. Finalmente, se desecho¢ el filtro

del tubo colector y se obtuvo el ADN cromosomal en 50 uL de solucién buffer.

6.1.4.2. Electroforesis en gel de agarosa. Se prepar6 un gel de agarosa al 1%
disolviendo 1 g de agarosa en 100 mL de buffer TBE de electroforesis. La mezcla se
calent6é en un horno de microondas a temperatura alta durante 1 min o hasta la
disolucion total de la agarosa. Después de un ligero enfriamiento, se tomaron 40
mL de este gel y a este se le agregaron 4 uL de bromuro de etidio, para su revelado.

Luego, en la cubeta de electroforesis se coloco la peineta que forma los pocillos para
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la muestra y se colocaron los soportes o topes. Posteriormente se vertio el gel y se
dej6 gelificar durante 15 min (Figura 9). Una vez obtenido el gel, se retiraron los
topes, la peineta y se agrego6 buffer TBE a la cubeta hasta cubrir el gel. Para cargar
los pozos, se utilizé6 un trozo de parafilm sobre el cual se depositaron 3 uL de la
muestra y se mezclaron con 5 puL de colorante de carga. La mezcla se deposit6 sobre
el pocillo del gel.

Por otra parte, para calcular el tamafio aproximado del ADN analizado, en
un pocillo se cargo6 la mezcla de 5 uL del colorante de carga con 1 uL del marcador
de peso molecular (GeneRuler™ de 1 kb DNA Ladder, Fermentas, USA) que esta
compuesto por fragmentos 