INMOVILIZACION DE AZOTOBACTER VINELANDII COMO INOCULO EN PLANTULAS DE
TOMATE
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Introduccion. Azotobacter vinelandii es una bacteria que
destaca por su eficiencia en la fijacién de N y produccion de
sustancias promotoras de crecimiento (1). Pese a sus efectos
positivos, su bioaumentacibn en suelo puede presentar
dificultades relacionadas con su sobrevivencia y efectividad a
largo plazo. Ante ello, la inmovilizacion célular es una técnica
promisoria para favorecer el establecimiento y colonizacion de
bacterias benéficas, ya que brinda a los microorganismos mayor
viabilidad, tolerancia y proteccion a factores externos (2).
Algunos autores han sugerido un aumento en el endofitismo y
tolerancia a contaminantes (3). Sin embargo, son escasas las
investigaciones sobre el uso de esta tecnologia para
aplicaciones in situ. El objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de A. vinelandii como in6culo libre e inmovilizado y su
efecto en la promocidn del crecimiento de plantulas de tomate
(Solanum Lycopersicum L).

Metodologia. La cepa A. vinelandii CDBB-1952 fue cultivada en
medio NBRC para su propagacion e incubada a 28° C por 48h a
120 rpm. La encapsulacion se llevé a acabo empleando Na-
alginato al 2% (2) (Fig.1). Los in6culos se prepararon en solucion
liquida y por encapsulacion con 1.61x10° UFC/mL. Se aplicaron
2 mL de in6culo por plantula con diez repeticiones por
tratamiento y se estimé el porcentaje de germinacién. La
extraccion de ADN se realizd a 7d de la inoculacion empleando
el kit Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymoresearch)
de acuerdo con el fabricante. Para la amplificacién por PCR uso
una mezcla de reaccién que contenia 12.5 pL de la mezcla de
polimerasa (MasterMix), 2.5 pL de la mezcla de los cebadores
directo y reverso (10uM) (4),1 pL de ADN gendmico extraido de
muestras de suelo o raiz y 9 uL de agua MiliQ. El producto de
PCR amplificado se analizé6 por similitud de las curvas de
disociacion (datos no mostrados) y cuantific6 por
espectrofotometria en un equipo NanoDrop. Finalmente se
determiné el crecimiento de las plantulas midiendo la altura (cm)
con vernier digital a 30d de la inoculacion. Para el analisis
estadistico se aplico un ANOVA y una prueba de Tukey con el
programa GraphPad Prism 8.
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Fig. 1. Representacioén de la encapsulacién e inoculacion de A.vinelandii
modif. (3).

Resultados. Se detect6 y cuantifico el ADN de A. vinelandii en
muestras de suelo y de raiz inoculadas en forma liquida e
inmovilizada, no obstante, en las muestras de suelo fue mayor al
emplear el in6culo liquido, mientras en las raices no hubo
diferencias en la cuantificacion (Tabla 1). Por otro lado, el
porcentaje de germinacién increment6é al usar el inéculo
inmovilizado. La altura de las plantulas fue mayor al inocular la
bacteria con respecto al testigo (Tabla 2).

Tabla 1. Cuantificacion de ADN de A. vinelandii en raices y suelo
inoculado en forma liquida e inmovilizado en perlas de Ca-alginato.

ADN (NG/ul) p
Extraccién Testigo sin In6culo In6culo
inoculo liguido perlas
raiz - 54.78 47.92 0.37
(11.9) (5.6)
suelo - 45.42 23.6° 0.05
(6.7) (4.7)

Se presenta la media de cuatro repeticiones independientes seleccionadas
aleatoriamente. Las medias con la misma letra entre columnas de una misma fila
no presentan diferencias estadisticas.

Tabla 2. Porcentaje de germinacién y altura de plantulas de tomate
inoculadas con A. vinalandii

Variable Testigo sin In6culo In6culo
inoculo liquido perlas

altura (cm) 19.87° 27.002 26.672
(1.16) (3.09) (3.45)

germinacion (%) 70° 80° 902

Se presenta la media en negritas y entre paréntesis la desviacion estandar de seis
repeticiones independientes seleccionadas aleatoriamente. Las medias con la
misma letra en la misma fila no presentan diferencias estadisticas.

Conclusiones.

La inmovilizacion de A. vinelandii con perlas Na-alginato
restringe su distribucién en el suelo pero no limita su ingreso a
las raices de la plantula.

La inoculacion con A. vinelandii en forma libre e inmovilizada
favorece el crecimiento de plantulas de tomate.
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