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La inoculacion de plantas
con bacterias promotoras
del crecimiento (PGPB,
por sus siglas en inglés:
plant growth promoting
bacteria, o PGPR, plant
growth promoting
rhizobacteria), con el fin
de mejorar el rendimiento
de cultivos agricolas, no
es una prdctica reciente.

Introduccion’

El éxito de la inoculacion depende tanto de la efectividad de las bacterias
utilizadas como de la tecnologia empleada para su aplicacién. La razén del
uso de inoculantes formulados es simple: con la inoculacién de bacterias
en suspension aplicada directamente en el suelo, sin una formulacién
adecuada, la poblacién de bacterias se ve rdpidamente diezmada. Este
resultado, combinado con una pobre produccion de biomasa bacteriana, la
dificultad para mantener la actividad bacteriana en la rizésfera y el estado
fisiologico de las bacterias en el momento de la aplicacidn, puede afectar la
concentracion de PGPB en la rizésfera. Para obtener una respuesta positiva
de la planta, es esencial contar con un nimero minimo de células viables, el
cual difiere segun la especie.

La heterogeneidad caracteristica de los suelos es el obstaculo mas
importante en la inoculacién. En algunas ocasiones, las bacterias
introducidas pueden encontrar todos los nichos de la rizésfera colonizados
por otros microorganismos, por lo que las bacterias introducidas sin
proteccion deben competir con la microflora nativa (a menudo mejor
adaptada) y enfrentar la depredacidn por parte de la microfauna del suelo.
Como respuesta, una funcion importante de cualquier formulacién es
proporcionar un microambiente mas adecuado, asi como proteccidn fisica
durante un tiempo prolongado. Las formulaciones empleadas en campo
deben disenarse para proporcionar una fuente confiable de bacterias que
puedan sobrevivir en la rizésfera y estar disponibles para los cultivos
cuando sea necesario (Bashan et al., 2014; Calvo et al., 2014; Herrmann &
Lesueur, 2013).

Debido al uso poco claro en la literatura de los términos inoculantes,
biofertilizantes, bioplaguicidas, portadores y formulaciones, en este capitulo
los “aislados bacterianos” se refieren a una cepa bacteriana especifica
de PGPB/PGPR que puede promover el crecimiento de las plantas después
de la inoculacion; “portador” se refiere al sustrato abiético (sélido, liquido
o en gel) que se emplea en el proceso de formulacién; “formulacion” se
refiere al proceso de laboratorio o industrial de unificar el portador
con la cepa bacteriana, e “inoculante” se refiere al producto final de la
formulacién que contiene un portador y un agente bacteriano o consorcio
de microorganismos.

* Este capitulo estd dedicado a la memoria del Prof. Yoav Bashan, quien fue lider en el tema de
inoculantes bacterianos, creador del Grupo de Microbiologia Ambiental y fundador del Bashan
nstitute of Science.
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Formulaciones
de inoculantes

El rendimiento de un inoculante suele ser el talén de
Aquiles para su comercializacién. Una cepa bacteriana
puede funcionar de manera 6ptima bajo condiciones de
laboratorio controladas; sin embargo, la formulacién
de este microorganismo en un producto asequible para
ser utilizado por los agricultores, del cual se esperan
resultados similares en condiciones reales de campo,
es una tarea dificil, y el fracaso es comun (Bashan et
al., 2014; Stephens & Rask, 2000). La literatura describe
muchos inoculantes probados (Bashan, 1998; Bashan
et al., 2014; Calvo et al, 2014), pero los inoculantes
comerciales aparecen en muy pocas variaciones. Las
siguientes son las formulaciones que se han desarrollado
hasta el momento.

Medios de cultivo sin
formulacion adicional

El antiguo método de inoculacién de semillas y plantas
con cultivos bacterianos en suspensidén aun prevalece. Es
una practica comun entre los investigadores porque es el
método menos laborioso y mas descrito en la literatura.

Inoculantes liquidos

Losinoculantes liquidos son una mejora de los inoculantes
“sin formulacién”, ya que intentan solucionar algunas de
las limitaciones enumeradas anteriormente. Basicamente,
son simples cultivos o0 suspensiones bacterianas
modificadas con sustancias que pueden mejorar la
adherencia, la estabilidad y la capacidad de dispersion
(Bashan et al., 2014; Singleton et al., 2002). La principal
ventaja de los inoculantes liquidos es que su fabricacién
se puede realizar facil y rapidamente en fermentadores,
bajo condiciones controladas de laboratorio y con bajos
costos de produccién en comparacién con otros tipos de
formulaciones (granulares y poliméricas) (Kumaresan
& Reetha, 2011). Por lo tanto, los inoculantes liquidos
constituyen un porcentaje significativo de los inoculantes
disponibles en el mercado (Lee et al., 2016).
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Inoculantes con
portadores orginicos

Sin lugar a duda, la turba es el principal portador de rizobios
en América del Norte y del Sur, Europa y Australia, ademas
del principal ingrediente de los inoculantes que se venden en
grandes volimenes. También es adecuada para la mayoria
de las otras PGPB 0 PGPR. Sin embargo, la materia prima
es costosa en la mayor parte de Asia y Africa. Los detalles
técnicos del inoculante a base de turba, como el tamano
del grano, el pH, la humedad 6ptima, la calidad de los
inoculantes, los estandares de control de calidad y la salud
y seguridad ocupacional, son de dominio publico, por lo cual
es ampliamente utilizado (Catroux et al,, 2001; Deaker et al.,
2004; Stephens & Rask, 2000; Xavier et al., 2004).

Las alternativas a la turba como base de los inoculantes
han sido el lignito, el carbdn, el polvo de bonote, compost
de diversos origenes y composiciones, residuos de cana de
azucar, bagazo, suelos mezclados con varias enmiendas
organicas y vermiculita. Sin embargo, la mayoria de estos
se consideran portadores inferiores a la turba (Bashan,
1998; Singleton et al., 2002). Algunos inoculantes organicos
hechos de materiales de desecho se han probado con éxito
en los ultimos anos, principalmente en paises en desarrollo
(Ben Rebah et al.,2007); ejemplos de estas formulaciones se
describen en Bashan et al. (2014). Aunque algunos desechos
organicos pueden tener el mismo o un mejor rendimiento
que la turba, la principal limitacion es la disponibilidad
de suficiente materia prima para su uso industrial. El
compost hecho de corcho, bagazo, aserrin, residuos de la
cerveceria u hojas de platano puede sostener una pequena
industria de inoculantes local, donde los materiales estan
disponibles, pero no puede sostener producciones a nivel
industrial, especialmente cuando la materia prima de cada
lote es variable.

Inoculantes inorganicos
y parcialmente organicos

Losinoculantesinorganicos puedenfabricarseapartirde
materiales inorgdnicos naturales, polimeros naturales
o materiales sintéticos. Aparte de los poliméricos, los
inoculantes inorgdnicos son la versién mas antigua de
los inoculantes (véase Bashan, 1998), y algunos otros,
como la arcilla y el biochar (carbén quemado a 300 °C),

se han usado experimentalmente para reforestacién en
zonas semidridas como portadores potenciales de PGPB/
PGPR (Hale et al., 2014; Schoebitz et al., 2014, Stelting
et al.,, 2014). Si bien la mayoria de estos inoculantes
se utilizan a pequena escala para la produccién de
cultivos, todos los inoculantes poliméricos, hasta donde
se sabe, son experimentales; sin embargo, debido a que
abren un nuevo enfoque en la formulacidn, con infinitas
variaciones industriales, se describen y discuten en
detalle en este capitulo.

Inoculantes poliméricos

Lasformulaciones sintéticas basadas enunagranvariedad
de polimeros se han probado de manera continua durante
décadas porque ofrecen ventajas sustanciales sobre la
turba y mejores opciones para la produccion industrial.
Estas ventajas incluyen una vida dtil mucho mas larga, una
supervivencia adecuada en el campo, suficiente densidad
celular, facilidad de fabricacién y un mejor rendimiento
de las plantas en general (Bashan, 1998; Bashan et al.,
2014; John et al., 2011). Estos polimeros incluyen alginato,
agar, kappa carragenina, pectina, quitosano, gomay varios
polimeros patentados.

Todos estos polimeros comparten varios requisitos basicos:
1) son de naturaleza no toxicay estan libres de conservantes
daninos que puedan afectar tanto a las bacterias como a
las plantas inoculadas; 2) pueden degradarse lentamente
por microorganismos del suelo, con lo cual liberan
gradualmente las bacterias en las cantidades necesarias,
generalmente en el momento de la germinacion de las
semillas y la emergencia de las plantulas, sin crear
contaminacion secundaria; 3) proporcionan una proteccion
fisica significativa para las bacterias contra competidores
del suelo y estreses ambientales (Covarrubias et al.,, 2012;
Cruz et al,, 2013; Zohar-Perez et al., 2003); 4) retienen la
humedad suficiente para la supervivencia de las bacterias, y
5) se pueden dispersar en agua para permitir el movimiento
de las bacterias desde el polimero hasta las plantas, cuando
sea necesario.

Otras caracteristicas positivas de estos inoculantes
poliméricos son: 1) brindan la posibilidad de que, una
vez secos, puedan ser almacenados en condiciones
ambientales favorables durante un tiempo prolongado
y sin necesidad de refrigeracion; 2) ofrecen la calidad de
lote consistente para la fabricacién y al mismo tiempo un
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mejor ambiente para las bacterias; 3) dan la posibilidad
de manipularlos industrialmente para satisfacer las
necesidades especificas de las PGPB/PGPR, y 4) brindan
la posibilidad de mejorarlos adicionando nutrientes
para aumentar la supervivencia a corto plazo de las
bacterias tras la inoculacidn, lo que incrementa el éxito
del proceso. Esta ultima caracteristica es esencial para
las PGPB asociativas, que compiten en la rizésfera con
microbios nativos.

El principal inconveniente de los inoculantes poliméricos
es que las materias primas son relativamente costosas
en comparacion con la turba, el suelo y los inoculantes
organicos, y requieren de un manejo industrial con costos
similares a los de laindustria de la fermentacidn, por lo que,
hasta la fecha, no hay inoculantes poliméricos comerciales
disponibles. Sin embargo, estos inoculantes pueden
representar la tecnologia del futuro. Un aspecto positivo
de los inoculantes poliméricos es que siguen siendo del
dominio de los laboratorios de investigaciéon y no tienen
proteccion patentada de empresas privadas, por lo cual
hay mas informacioén disponible en la literatura cientifica.

Formulaciones
encapsuladas

La encapsulacién de microorganismos en polimeros

(también conocida como inmovilizacion, cuando se usa
un microorganismo, o coinmovilizacién, cuando se usa
mas de un organismo) es actualmente experimental en
los campos de la tecnologia de inoculacién de bacterias
agricolas y ambientales. Su uso industrial actual tiene
como finalidad atrapar microorganismos vivos en una
matriz polimérica mientras se mantiene su viabilidad y
funciones biolégicas. Posteriormente, el producto final
encapsulado (bacteria-polimero) se fermenta enun medio
de crecimiento bacteriano, con el fin de obtener productos
industriales tales como acidos orgdnicos, aminoacidos,
enzimas y vitaminas. Los productos bacterianos
deseados se extraen mientras continta la fermentacion.
Las células microbianas inmovilizadas son faciles de
producir, almacenar y manipular durante la produccién
industrial. El objetivo principal de las inmovilizaciones
industriales es mantener las células inmovilizadas en
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una forma activa, en altas concentraciones, durante
el mayor tiempo posible. Las formulaciones de PGPB/
PGPR inmovilizadas para aplicaciones agricolas tienen al
menos dos propositos muy distintos de los de la industria
de la fermentacion: 1) deben proporcionar proteccion
fisica temporal para las PGPB/PGPR inmovilizadas en
el suelo contra condiciones ambientales estresantes
y contra competidores microbianos y depredadores,
todos hostiles ante cualquier cambio en la composicién
bioldgica del suelo, y, 2) para una colonizacién de raices
exitosa, deben liberar la cepa PGPB/PGPR gradualmente.
La liberaciéon de las bacterias inmovilizadas se produce
cuando el polimero se degrada lentamente por los
microorganismos nativos del suelo.

Macroesferas de alginato

El uso de macroesferas de alginato (1-4 mm de
diametro) para inmovilizar diversas PGPB/PGPR Y
hongos micorrizicos es una tecnologia ampliamente
utilizada. Por ejemplo, Streptomyces sp. fue inmovilizado
en esferas de alginato-caolina (aluminosilicato),
inicialmente mezclando la bacteria con caolina y
agregando esta mezcla, después, al alginato, para
asi formar las esferas; finalmente, las esferas fueron
secadas y congeladas. Esta formulaciéon se presentd
como un polvo facil de hidratar al adicionar almidén,
talco y mas caolina, con el fin de alargar la vida util del
inoculante por mas de 14 semanas. Esta formulacion
permitié producir diversas variaciones en la eficiencia
para el control bioldgico del hongo patdgeno del tomate
Rhizoctonia solani (Sabaratnam & Traquair, 2002).

La encapsulacién de la PGPB/PGPR Bacillus subtilis en
esferas de alginato suplementadas con 4cidos himicos
permiti6 aumentar la viabilidad de las bacterias
inmovilizadas, con una excelente supervivencia cinco
meses después de su almacenamiento. Por otro lado,
se presenté una liberacién lenta de las bacterias,
en medios con diferentes pH, durante un mes, y se
comprobd la promocién del crecimiento de lechuga
con el uso de estos encapsulados bacterianos (Young
et al., 2006). El éxito de esta técnica particular de
inmovilizacion se debe al efecto positivo que tienen
los acidos humicos sobre microorganismos y plantas,
asi como a sus propiedades quimicas, entre las que se
encuentra la facilidad de ser mezclados con el alginato
sin que este modifique la formacidn de las esferas. Uno

de los beneficios que presentan los acidos humicos,
mezclados con las esferas de alginato, es que sirven
como una fuente de carbono para Pseudomonas putida
y B. subtilis, con lo que se promueve la sobrevivencia
de los microorganismos durante el tiempo de
almacenamiento (Rekha et al., 2007). La bacteria
solubilizadora de fosfato Serratia sp. inmovilizada
demostré ser mucho mas eficiente que la misma
bacteria sin inmovilizar, pues aumentoé el crecimiento
de plantas de trigo (Schoebitz et al, 2013). La
eficiencia de la PGPR Raoultella planticola, inmovilizada
y en suspensién, para promover el crecimiento de
plantas de algoddn bajo estrés salino, mostré que el
encapsulado de esta bacteria tiene potencialmente un
mayor efecto positivo en comparacién con elinoculante
en suspension (Wu et al., 2014).

La inmovilizacion en esferas de alginato puede extender
el tiempo de vida efectiva de las bacterias. Esto se
comprobd cuando las PGPB Azospirillum brasilense y
Pseudomonas fluorescens, inmovilizadas en dos tipos
de inoculantes de perlas de alginato, lograron ser
recuperadas después de que los inoculantes fueron
secadosyalmacenados atemperaturaambiente durante
14 afnos. Aunque las poblaciones en las perlas habian
disminuido, aun sobrevivieron nimeros significativos
(10%-10% urc g™ perlas). Después de inocular plantas
de trigo en una camara de crecimiento, ambas especies
colonizaron y aumentaron el crecimiento en igual
medida que las que no se habian almacenado (Bashan
& Gonzalez, 1999). Vassilev et al. (2001) demostraron
que la inoculacién de plantas de tomate con el hongo
micorrizico arbuscular Glomus deserticola y la
levadura solubilizadora de fosfato Yarrowia lipolytica,
coinmovilizados en esferas de alginato, es una técnica
muy util para el establecimiento de plantas en suelos
con deficiencia de nutrientes. El cultivo de hongos
blancos (Agaricus bisporus) mejoré con el inoculante
de alginato en suspensién aplicado como soporte, lo
que proporciond un periodo de adaptacion (lag) mas
corto y una mayor tasa de crecimiento en compost
pasteurizado, en comparacién con los soportes liquidos
y los soportes convencionales de grano comerciales. La
superioridad de este sistema de entrega se atribuye a
la alta capacidad de carga de biomasa de las esferas,
la proteccidon de los micelios en el microambiente e
incluso la distribucién espacial de las esferas en el
compost (Friel & McLoughlin, 1999).
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Las esferas de alginato también pueden proporcionar
proteccidén contra las altas temperaturas. La formulacién
de alginato permiti6 mantener altas poblaciones y
supervivencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato
Pseudomonas striata y Bacillus polymyxa en temperaturas
de almacenamiento de 40 °C (Viveganandan & Jauhri,
2000). Asimismo, varias formulaciones de macroesferasde
alginato de B. subtilis y Pseudomonas corrugata mostraron
ser mas eficientes que los inoculantes liquidos o los
inoculantes a base de carbén para mejorar el crecimiento
del maiz cultivado a bajas temperaturas en el Himalaya,
en India (Trivedi et al., 2005). Igualmente, la supervivencia
de las rizobacterias Raoultella terrigena y A. brasilense
durante la encapsulacién se mejord incorporando almidén
en el momento de realizar la preparacion de las esferas de
alginato, asi como adicionando trehalosa, un disacdrido,
en el medio de cultivo (Schoebitz et al., 2012).

Otra aplicacién de los inoculantes de macroesferas
de alginato es en el tratamiento de aguas residuales
terciarias usando microalgas (de-Bashan & Bashan,
2010; de-Bashan et al., 2015). Para este fin, se puede
usar una combinacién de microalgas (Chlorella
vulgaris o Chlorella sorokiniana) y una PGPB como A.
brasilense, las cuales pueden ser coinmovilizadas.
Este sistema unico elimina los nutrientes, como
el fésforo y el nitrégeno, de las aguas residuales
municipales. La coinmovilizacion de la microalga y la
bacteria ha mostrado consistentemente valores maés
altos de remocion de nutrientes en comparacién con
la inmovilizacion de la microalga sola (Covarrubias et
al., 2012; Cruz et al,, 2013; de-Bashan et al., 2002; de-
Bashan et al., 2004; Hernandez et al., 2006). Asimismo,
la coinmovilizacion de la cianobacteria Synechococcus
elongatus con la bacteria A. brasilense resulté en una
mayor eliminacién de fésforo de las aguas residuales
de acuacultura en comparacidn con la cianobacteria
que se encontraba inmovilizada sola (Ruiz-Giereca
& Sanchez-Saavedra, 2016). Después de tratar las
aguas residuales, las esferas con C. sorokiniana y A.
brasilense se secaron y almacenaron por un afo, y
posteriormente fueron usadas para incrementar el
crecimiento del sorgo y mejorar la fertilidad del suelo
desértico erosionado (Lopez et al., 2013; Trejo et al,,
2012). De manera similar, Escalante et al. (2015)
observaron que la coinmovilizacién de A. brasilense y
C. vulgaris mejoré el crecimiento de plantas de tomate
en condiciones salinas.

Si bien la formulacién de alginato puede haber resuelto

las dificultades asociadas con los inoculantes de turba
comunes (Bashan, 1998), la aplicacién de macroesferas
de alginato como inoculantes presenta dos desventajas
principales: 1) se necesita un tratamiento adicional
durante la siembra, incluso si el inoculante es adicionado
a una maquina sembradora; 2) las bacterias liberadas
del inoculante deben migrar a través del suelo hacia
las plantas. Bajo las practicas agricolas tipicas, cuando
las esferas se mezclan con las semillas y se siembran
juntas, aquellas pueden caer alejadas de las semillas
unos pocos centimetros, y las bacterias que se liberan de
las esferas deben moverse a través del suelo y enfrentar,
alli, la competencia y la depredacion con la microflora
nativa, que a menudo es mas agresiva y estd mejor
adaptada al suelo que la PGPB/PGPR agregada. A veces, la
ausencia de una pelicula continua de agua, esencial para
tal movimiento, es un factor limitante. Estas distancias,
que son grandes a escala microbiana, pueden resultar
dificiles para muchas PGPB/PGPR agregadas, incluso para
Azospirillum, que se ha comprobado que presenta una
alta movilidad en el suelo (figura 7.1) (Bashan & Holguin,
1994; Bashan & Levanony, 1987).
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154 ® Figura 7.1. Inmovilizacién de dos microorganismos en el suelo.
Fuente: Elaboracién propia
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Las microesferas de
alginato (50-200
pum de didmetro,
aproximadamente)
fueron desarrolladas
para superar las

dos dificultades
fundamentales de
las macroesferas.

Microesferas de alginato

El mecanismo considera que, silas esferas son lo suficientemente pequenas,
pero capaces de encapsular un ndmero suficiente de bacterias, es posible
producir una formulacién “en polvo” muy parecida a los inoculantes de
turba. Las semillas se pueden recubrir con el polvo de esferas en la planta
de manejo de semillas y ser vendidas a los agricultores como “semillas
mejoradas”. Las semillas recubiertas con fertilizantes, fungicidas u
hormonas son comunes y aceptadas por la mayoria de los agricultores. En
paises desarrollados, con practicas agricolas a gran escala, las semillas
prerrecubiertas eliminan un tratamiento de campo adicional y brindan
comodidad a los agricultores. A pesar de este beneficio significativo, el
prerrecubrimiento de semillas con PGPB/PGPR no es una tarea facil a nivel
industrial, si consideramos los problemas antes mencionados. Algunos de
los compuestos usados para realizar el recubrimiento pueden ser téxicos
0 no son compatibles con las PGPB/PGPR, por lo que hasta ahora solo se
han realizado experimentos a pequena escala. Sin embargo, una idea
de formulacién similar, pero con un inoculante de turba, se ha aplicado
comercialmente durante mucho tiempo como una preinoculaciéon de
leguminosas forrajeras, como la alfalfa. La turba que contiene la pGPB/
PGPR se aplica a las semillas como suspensién, y después se agrega un
adhesivo para que las semillas inoculadas se cubran con carbonato de
calcio finamente molido (Brockwell, 1977).

La producciéon de microesferas de alginato es relativamente simple e implica
la pulverizacién a baja presién a través de una boquilla con orificios muy
pequenos, lo que da como resultado gotas con un didmetro en micras de una
solucion de alginato, en la cual se encuentra mezclado un cultivo bacteriano
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suspendido y un medio liquido enriquecido. Estas gotas se
solidifican inmediatamente, formando las microesferas,
mientras que se van pulverizando en una solucién de CaCl,;
este sistema crea esferas con didmetros que oscilan entre
100 y 200 um y en las que se pueden llegar a inmovilizar
entre 108y 10" urc g™ de bacterias (Bashan et al., 2002),
cifra similar a los niveles de poblacién inmovilizados
en las macroesferas de alginato (Campos et al., 2014).

Existen equipos especializados para la producciéon de
estas microesferas de alginato (Bashan et al., 2002), pero
una alternativa simple, que permite su produccién sin la
necesidad de estos equipos, es moler laminas solidas y
secas de alginato, para producir el polvo que contenga las
PGPB/PGPR, y posteriormente usar algun tipo de adhesivo
agricola que permita el recubrimiento de las semillas
(figura 7.2).

® Figura7.2. Soluciones que ofrecen las microesferas a problemas de las macroesferas.
Fuente: Elaboracién propia
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Futuras mejoras de las
microesferas de alginato

Actualmente, la inmovilizacién de microorganismos se
ha empleado en campos de investigaciéon mas amplios,
como la alimentacién, la farmacologia, la nanotecnologia
y los cosméticos. En consecuencia, en el sector agricola
se han propuesto varias mejoras técnicas derivadas de
estos campos, con el objetivo de hacer que el polimero
sea mas adecuado para la inmovilizacién de materiales
bioldgicos. Aunque estas técnicas no estan relacionadas
con los inoculantes agricolas, ofrecen perspectivas para
desarrollos futuros (John et al., 2011; Schoebitz et al., 2013).
Algunos ejemplos que tienen potencial para la produccién
de inoculantes son: 1) crear un complejo avidin-biotina. La
biotina, acoplada covalentemente con el alginato en una
reaccion de fase acuosa, combina las ventajas del gelificante
de alginato para proporcionar un ambiente suave, hidratado
y altamente poroso (Polyak et al., 2004). 2) Reforzar la
superficie de los hidrogeles de alginato con varios polimeros
secundarios, para mejorar la resistencia mecanica y la
estabilidad, con el fin de retrasar su degradacién en el
suelo (Nussinovitch, 2010); algunos ejemplos de aditivos
que refuerzan los geles son la polietilenimina (Kong &
Mooney, 2003), el acido poliacrilico (Gaumann et al., 2000) y
el quitosano (Wang et al., 2001). 3) Formar esferas con una
estructura de poro interconectada en alginato, para mejorar
el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos,
mediante la incorporacién de bolsas de gas dentro de las
esferas (Eiselt et al., 2000).

En resumen, segin experimentos de las ultimas tres
décadas, el alginato es el polimero mdas prometedor. Sin
embargo, dada la escasa bibliografia disponible sobre
microesferas de alginato ligadas a proyectos agricolas,
es prematuro predecir si el alginato desplazard a
la turba como el principal inoculante agricola, si
permanecera en el area de la microbiologia industrial
y ambiental o, incluso, si el material es econémico en
comparacion con otros polimeros.

Inoculantes poliméricos con
otros materiales

Irénicamente, aunque los preparados comerciales de
alginato auln no estan disponibles para PGPB/PGPR, varios
otros polimeros que se utilizan en microbiologia industrial
y ambiental pueden considerarse como sustitutos cuando
los microorganismos fallan al adaptarse a preparaciones
de alginato. A pesar de que todos los materiales son
todavia experimentales, vale la pena mencionarlos para
fomentar mas investigacién sobre estos portadores
potenciales. Los casos anteriores se enumeran en Bashan
(1998) y Bashan et al. (2014).

La formulacién con quitosano como portador para
varias PGPR se mezclé con un medio de crecimiento
mineral como un control bioldgico exitoso contra el
virus del mosaico del pepino en el tomate (Murphy
et al., 2003). Se prepararon cinco PGPB en varias
formulaciones de polimeros compuestos de almidén
carboximetilcelulosa, y estas mantuvieron las
cepas bacterianas en grandes cantidades durante
60-120 dias de almacenamiento, ademas de que
fueron eficaces para promover el crecimiento de
cortes de cana de azlcar (Da Silva et al., 2012).
La pGPB P fluorescens fue formulada con tres
polimeros: copolimero de acido metacrilico (pelicula
comercial), etilcelulosa y un almidén modificado.
La mejor formulacion fue el polimero comercial,
pues las bacterias sobrevivieron por un ano, efecto
que se relaciond con la humedad residual de
las microesferas (la mayor supervivencia de las
bacterias se produjo cuando la humedad residual fue
del ~25 %); sin embargo, este inoculante no se probd
en plantas (Amiet-Charpentier et al., 1998). Aun con
estos resultados, con informacidn tan limitada sobre
estos portadores, es imposible predecir su futuro
como inoculantes bacterianos.
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Portadores poliméricos secos

El objetivo principal de inmovilizar PGPB/PGPR para
usos agricolas es aumentar la vida util, en lugar
de mantener un alto conteo bacteriano, ya que el
nimero de microorganismos disminuye durante el
almacenamiento. Desde el punto de vista comercial y
agricola, una mayor supervivencia de las bacterias
en estas preparaciones poliméricas hace que las
formulaciones secas sean extremadamente atractivas.

Varios estudios han probado inoculantes de alginato
seco.Unaformulaciéonde microesferasconA. brasilense
seco se adhirié facilmente a la superficie de las
semillas al anadir lecitina o un adhesivo sintético. Los
inoculantes secos mejoraron el desarrollo de plantulas
de trigo y tomate (peso seco y altura de las plantas)
cultivadas en suelo infértil y fueron biodegradados
en 15 dias en suelo hiumedo (Bashan et al., 2002).
Igualmente, una formulacién de microesferas similar
fue utilizada para la reforestacién de un desierto con
arboles leguminosos (Bashan, Salazar, & Puente, 2009;
Bashan, Salazar, Puente, et al.,, 2009; Bashan et al,,

2012). La eficacia de las esferas de alginato liofilizado
se probd conunacepaagricolade Pantoea agglomerans.
Las esferas secas fueron complementadas con glicerol
y quitina, con el fin de mejorar la supervivencia
bacteriana durante el proceso de liofilizacion. Estas
perlas fueron capaces de proteger mejor la PGPB/PGPR
aplicada al suelo que la suspension bacteriana (Zohar-
Perez et al., 2002). El recubrimiento de semillas secas
con varias formulaciones de alginato, ya sea solo o
con aditivos de salvado y de quitina, pero sin PGPB, no
afectd la viabilidad o el porcentaje de germinacién de
las semillas de trigo, albahaca, col y rabano (Sarrocco
et al, 2004); sin embargo, el alginato de sodio,
suministrado como aditivo a la formulacién liquida sin
polimerizacién, aumentd significativamente la vida util
de Sinorhizobium meliloti (Tarek et al., 2014). Ademas,
esferas secas hechas con una mezcla de alginato y
bentonita fueron muy eficientes en la liberacién lenta
de la PGPR Raoultella planticola, pero esta formulacién
no fue probada en las plantas. Otra combinaciéon de
alginato con proteina de guisante demostré proteger
a la bacteria B. subtilis en el suelo (Gagné-Bourque et
al., 2015).
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Moantener la

vida util de los
inoculantes durante
un determinado
tiempo, conservando
sus caracteristicas
bioldgicas intactas, es
un desafio importante
para cualquier tipo
de formulacion.

Vida util de los

inoculantes

Por ahora, las soluciones mas comunes a este problema han sido 1) reducir
la humedad en la formulacidn, para que permanezca seca (secandola en
un lecho fluidizado, secando al aire o liofilizando), o 2) almacenarla bajo
refrigeraciéon. En formulaciones completamente secas, las bacterias
permanecen en forma latente, y su metabolismo es muy lento o, incluso,
estd detenido; de esta forma, son resistentes al estrés ambiental, son mas
compatibles con las aplicaciones de fertilizantes en campo y se reduce la
posibilidad de contaminacion.

La principal dificultad con las formulaciones poliméricas secas es mantener
la viabilidad celular o la vida util de los microorganismos, debido a tres
factores que deben soportar: estrés por la inmovilizacién, estrés por la
desecacion y estrés por la rehidratacion antes de la aplicacion a las raices de
las plantas. Ademas, durante el estrés y el tiempo de almacenamiento, la tasa
de mortalidad alcanza mas del 90% de la poblacidn microbiana incorporada
en el punto de inicio, como resultado del proceso de fermentacién. Asimismo,
la fase mas critica y estresante para los microorganismos durante el proceso
de formulacién es, quizds, la deshidratacion. Este proceso es particularmente
dificil para las bacterias Gram-negativas que no forman esporas, que son la
mayoria de las especies de PGPB/PGPR. Inclusive, un estrés adicional por
hidratacion en las células se produce cuando las bacterias se reactivan en
el momento de la inoculacién. Igualmente, la vida util de los inoculantes
formulados se puede afectar por diversos factores, como el medio de cultivo
utilizado para la produccién de biomasa de PGPB/PGPR, el estado fisioldgico
de las bacterias cuando se extraen del medio, el proceso de inmovilizacién
celular, el uso de materiales de proteccion, el tipo de procedimiento de
secado y la velocidad de deshidratacién. El secado durante la formulacién
es un paso crucial. La mayor tasa de mortalidad se produce poco después de
la fabricacién, durante el almacenamiento o inmediatamente después de la
aplicacion a las semillas o al suelo (Date, 2001). Sin embargo, si se deshidrata
correctamente, la vida util de la formulacion seca es mucho mas larga que la
de cualquier inoculante hiumedo.

Una comparaciéon entre varias formulaciones orgdanicas, inorganicas y
poliméricas con dos PGPB demostré que B. subtilis sobrevivié a una temperatura
ambiente de 22 °C durante 45 dias, pero Pseudomona putida requirio
refrigeracion a 0 °C, dependiendo del tipo de soporte utilizado (Amer & Utkhede,
2000). Rizobios almacenados a 25 °C, utilizando como soportes el compost de
corcho irradiado con rayos gama (y) y perlita estéril, permanecieron estables
durante un periodo de 90 a 120 dias. Igualmente, los inoculantes compuestos
de dos arcillas preservaron una alta poblacidn bacteriana durante mas de
5 meses (Albareda et al., 2008), lo que también es tipico de los inoculantes
poliméricos, que son esencialmente estériles.
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La literatura comercial que se encuentra en internet
muestra que la vida uatil deseable en condiciones
de almacenamiento para inoculantes de turba es
de uno a dos anos, aunque en la practica esto no es
cierto para muchos de los inoculantes de PGPB/PGPR
contemporaneos. Al respecto, la vida util es mas larga
para inoculantes poliméricos y sintéticos. Trejo et al.
(2012) reportaron que el inoculante de esferas secas
de alginato que contienen A. brasilense fue almacenado
a temperatura ambiente durante un afo y mantuvo
el efecto de promociéon del crecimiento vegetal de
A. brasilense inmovilizado cuando fue inoculado
en plantas de sorgo, con diferencias significativas;
posteriormente, las poblaciones de A. brasilense dentro
de las perlas secas disminuyeron con el tiempo. Del
mismo modo, se encontraron datos idénticos en un
inoculante de alginato-almidon: el 76 % de las células
viables de A. brasilense sobrevivieron a mas de un afno
de almacenamiento (Schoebitz et al., 2012). Asimismo,
se mostré un tiempo de supervivencia de tres afnos,
sin perder la viabilidad, de las bacterias B. subtilis

y Pseudomonas corrugata inmovilizadas en esferas
himedas de alginato a una temperatura de 4 °C (Trivedi

& Pandey, 2008). Por ultimo, el tiempo de supervivencia
mas largo, sin perder eficacia, fue de 14 anos, para las
cepas A. brasilense y P fluorescens inmovilizadas en
esferas de alginato secas (Bashan & Gonzalez, 1999).

En resumen, el éxito de una formulacién en inoculantes
se refleja en poder garantizar una viabilidad celular
durante un periodo de tiempo aceptable, para poder
asegurar una inoculacién exitosa en las raices de las
plantas y en las semillas. Actualmente, para mantener
una buena estabilidad celular en inoculantes, se estan
utilizando aditivos que pueden mantener el crecimiento
de las bacterias y, de esta manera, ayudar a prolongar
la vida util del inoculante en almacenamiento. Entre
los aditivos mas utilizados, se encuentran 1) polimeros
naturales, como carragenina, goma ardbiga, goma
xantana, gelatina, alginato, entre otros, y 2) polimeros
sintéticos, como alcohol polivinilicoy polivinilpirrolidona
(pvp), aceite horticola, glicerol y monodisacaridos (como
la glucosa y la lactosa) (Lobo et al., 2019). Sin embargo,
Bashan et al. (2014) reportaron mejores resultados de
prolongacidn de la vida util de los inoculantes cuando se
emplearon formulaciones poliméricas secas.
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Productos emergentes
innovadores:
productos microbianos
sin células

Las limitaciones inherentes de los inoculantes basados en células vivas
siguen siendo un fuerte cuello de botella en la aplicaciéon generalizada
de bioproductos y contintan retrasando la comercializacién y el uso de
PGPB/PGPR en una escala mayor. Evidentemente, existe un creciente
interés en produciry comercializar bioproductos que no se vean afectados
por las condiciones del suelo y el clima y que sean capaces de lograr
un rendimiento constante. Actualmente estdn surgiendo “inoculantes”
hechos de fragmentos activos y metabolitos de PGPB/PGPR en ausencia
de células vivas. Ademas, en la ultima década se han documentado la
utilizacion de inductores para activar el mecanismo de defensa de las
plantasy la produccién de metabolitos secundarios producidos a partir de
PGPB/PGPR. Estos productos microbianos se producen comercialmente y
tienen potencial como “inoculantes” para reducir el uso de agroquimicos
(Compant et al.,, 2013). Asimismo, existe una tendencia creciente en el
numero de productos microbianos comerciales sin células, basados
Unicamente en metabolitos secundarios, que pueden integrarse con
las practicas culturales de los agricultores y generalmente no se ven
afectados por las condiciones del suelo o del clima.

Veselova et al. (2019) mostraron que Bacillus subtilis Cohn (cepa 26 D) y
Bacillus thuringiensis Berliner (cepas V-6066 y V-5689) son capaces de
suprimir la actividad viral del pulgén (Schizaphis graminum Rond.) en plantas
de trigo, posiblemente debido a metabolitos secundarios producidos que
activan rutas metabdlicas (ain no muy claras) que ayudan a la induccién
de resistencia sistémica en las pantas frente a un patégeno. Ademas, se
conoce que los rizobios secretan lipoquitooligosacaridos (Lco), los cuales
son factores de nodulacién que inducen la formacién de nédulos en raices
de leguminosas (Truchet et al., 1991). Aunque, los Lco son moléculas de
senalizacion importantes en la interaccidn planta-simbionte, estos pueden
afectardirectamenteelcrecimientoydesarrollodelasplantasnoleguminosas
(Prithiviraj et al., 2003; Tanaka et al., 2015). Productos comerciales a base de
Lco para aplicaciones foliares y en semillas de leguminosas y no leguminosas
se encuentran disponibles en Norteamérica. Del mismo modo, hormonas
producidas, exopolisacaridos (EPS) y Lco producidos a partir de rizobios
tienen una vida util de 24 meses. Este producto mejoré los rendimientos
de soya y maiz, y estd registrado para su uso en Brasil (Marks et al., 2013).
Ademas, se sabe que los Lco mejoran la simbiosis de las plantas con hongos
micorrizicos arbusculares (Xie et al., 1995).
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Por todo esto, se
esperan usos mds
prdcticos de este
metabolito secundario
en los proximos arios.
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Perspectivas
hacia el futuro

Aunque la opinién predominante en muchas companias
gue producen PGPB/PGPR es que la formulacién es una
cuestién secundaria y rapida de desarrollar una vez que
se selecciona la PGPB/PGPR correctamente, el desarrollo de
nuevasformulaciones paralainoculaciénde estas bacterias
y rizobios es un proceso muy lento y consume recursos.
La creacion de nuevas formulaciones es un desafio en la
microbiologia practica, y los atajos generalmente conducen
alfracasodelinoculante en el campo. Asi, las mejoras en las
formulaciones son clave para el desarrollo de inoculantes
mejorados de alta calidad.

Los siguientes temas deben ser las principales
prioridades de la investigacidn sobre sistemas de
administracién nuevos o mejorados para PGPB/PGPR Y
rizobios, excluyendo las formulaciones de turba, que
ya han alcanzado su punto maximo:

¢ Evaluacién mas precisa de portadores conocidos.
Periddicamente, una nueva formulacién, que
involucra un portador conocido, como alginato o
inoculante liquido, que contiene un suplemento,
se presenta como una solucién para todas las
enfermedades de los portadores anteriores.

« Mejora de las formulaciones que mostraron
resultados positivos en campo, lo que requiere un
ajuste fino de los ingredientes clave (cantidades,
condiciones y proporcion de mezclas) o mejoras en
el proceso de produccién. Aunque se supone que
la evaluacion es realizada por la industria, no se
dispone de informacidn especifica.

¢ Mejora de la supervivencia de la prcre/PGPR en
el inoculante. La reduccién del declive de la
poblacién de la prcrr/pGPr durante la formulacion
y la aplicacién debe ser un objetivo importante de
la investigacidn. Si la mortalidad celular se reduce
significativamente, puede ser posible aumentar el
nimero de células aplicadas por semilla en dos
o tres érdenes de magnitud. Esto incluye la edad
fisiologica de las células (fase de crecimiento) y la

humedad relativa durante el almacenamiento, que
depende de la especie. El proceso de deshidratacion
y la optimizacién de la tasa de rehidratacion deben
ser, igualmente, un objetivo de investigacidn.

Vida util de la formulacion. Esta es una preocupacion
comercial esencial porque el tiempo de aplicacién en
campo es corto, mientras que el tiempo de produccién
de grandes cantidades en la fabrica es largo, y por lo
general este proceso no se puede hacer poco antes de
la aplicacién. Mantener la eficacia de la formulacién
durante dos anos seria éptimo.

Inoculantes de multiples cepas y combinacién de
inoculantes que contienen rizobios y una prGrs/PGPR.
Numerosos estudios han demostrado las ventajas
de estas combinaciones, generalmente demostradas
solo en laboratorio, sin ninguna formulacion. Si bien
la formulacién de varios microorganismos no agrega
dificultades técnicas significativas en comparacién con
la formulacién de un microorganismo, la interaccion
de los componentes dentro de estas formulaciones
es en gran parte desconocida. El desarrollo de estos
consorcios de inoculantes requiere exploraciones
con respecto a 1) compatibilidad entre poblaciones
microbianas, 2) simbiosis o interaccion con las plantas,
3) eficiencia de los aspectos que promueven el
crecimiento de las plantas, 4) tasa de crecimiento de
estas cuando estan juntas, 5) potencial de formacion de
biopeliculas y 6) dificultades técnicas en el cultivo de
microorganismos en un fermentador, donde cada uno
tiene diferentes requerimientos nutricionales u otras
condiciones de cultivo in vitro.

Aditivos para muchas formulaciones. Si bien estos
ya son un hecho, los estudios de aditivos utilizados
en las formulaciones se han realizado de forma
ad hoc y son en gran medida empiricos. Ademas,
rara vez se entiende su modo de accidn. Esta parte
del proceso de formulacién es un campo virgen y
merece mas atencién.

Inoculantes poliméricos. Aunque muchos estudios
han senalado que este es el futuro de los inoculantes,
ninguna de estas formulaciones para prGprB/PGPR
o rizobios ha superado el umbral de aprobacion
industrial. La inmovilizacién de microorganismos
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es un gran campo emergente en farmacéutica,
nanotecnologia, medicina, acuicultura y cosmética,
para lo cual se han desarrollado muchas
técnicas de inmovilizacion diferentes y eficientes
(Bioencapsulation, 2020; Schoebitz et al., 2013).

Esfuerzo necesario para el agricultor. Es dificil
que las practicas agricolas comerciales cambien
significativamente, adaptarse a
una tecnologia que ofrezca un inoculante de alta

incluso para

calidad. En consecuencia, el objetivo debe ser crear
formulaciones que sean mas amigables con el
agricultor, como lo son algunos de los inoculantes
contemporaneos. El mejor enfoque sera el de aquellas
formulaciones que no impliquen un esfuerzo adicional
por parte del agricultor.

Cepas locales. Las cepas locales deben usarse
para mejorar el rendimiento, porque ninguna
cepa de pcre/pGrr puede rendir mejor en todas las
condiciones de cultivo. Dado que la efectividad de la
inoculacidn depende de miultiples factores, incluidas
las especies de plantas objetivo y las condiciones
climaticas y del suelo, los inoculantes, en teoria,
también deben diferenciarse y combinarse de
manera adecuada para las condiciones de cultivo,
siempre cambiantes.

Lipopéptidos. Varias perr producen lipopéptidos
con actividad biosurfactante (Raaijmakers et al.,

2010) que inhiben directamente los patdgenos y
proporcionan resistencia sistémica inducida en los
cultivos (Ongena et al,, 2007; Ongena & Jacques,
2008). Hay posibilidades de desarrollar productos
de lipopéptidos libres de células y biofungicidas
en los que parte de la eficiencia del producto se
deba a los lipopéptidos suministrados junto con las
células vivas, aunque se requiere mas exploracion
de los metabolitos microbianos para obtener mas
beneficios de estas rcra/PGPR.

Microbiomas. Los estudios de microbiomas solo
han producido hasta el momento conocimientos
fundamentales sobre la complejidad de las
comunidades microbianas. Se han aislado cepas
microbianas beneficiosas capaces de cambiar de
manera beneficiosa la estructura de la comunidad
microbiana del suelo (Kang et al., 2013; Lopez et
al., 2013), pero esta informacién fundamental ain
debe servir como base para la préxima generacién
de inoculantes (Berg et al., 2013; Berg et al., 2014;
Massart et al., 2015).

En resumen, la formulacién y aplicacién de los inoculantes
en campo es una plataforma tecnoldgica pura que se basa

en los principios fundamentales de la microbiologia y
las ciencias de los materiales. La unién de estos campos
permite la creacidon de productos utiles que continuaran

siendo un insumo importante en la agricultura sostenible y
en soluciones ambientales correctivas.
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