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AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS EN COMPOST Y SU EFECTO EN PLANTAS
MICROPROPAGADAS DE CANA DE AZUCAR

Juan Manuel Cohuo Colli, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

La micropropagacion de cafila de azlcar es una alternativa para obtener plantas
homogéneas y libres de enfermedades; sin embargo, la fase de aclimatacién es una
etapa complicada, ya que las plantas son expuestas a estrés biotico y abiotico. Este
problema puede resolverse con el uso de microorganismos benéficos. El objetivo de
este trabajo fue aislar cepas de rizobacterias de compost, caracterizarlas y evaluar su
efecto en plantas micropropagadas de cafia de azucar durante la fase de aclimatacion.
De muestras de compost (cachaza+gallinaza) se aislaron cepas de rizobacterias. Estas
se caracterizaron por su capacidad de solubilizar fosfatos, producir auxinas, fijar
nitrégeno y producir sideroforos. Las mejores cepas se identificaron a nivel molecular y
se evaluaron en plantulas micropropagadas de cafia de azlcar variedad Mex-690. Se
establecieron dos experimentos: en el primero se evaluaron 14 cepas de bacterias y en
el segundo experimento se evaluaron 20 filtrados bacterianos (10 filtrados sin triptéfano
y 10 filtrados con triptéfano). Las plantas fueron cosechadas a los 45 dias (primer
experimento) y a los 55 dias (segundo experimento) para determinar el efecto de las
cepas en el crecimiento. Se aislaron 63 cepas, de las cuales se seleccionaron 14 que
presentaron al menos un mecanismo de promocién del crecimiento. Las cepas
identificadas pertenecieron a 7 géneros bacterianos: Bacillus, Enterobacter,
Acinetobacter Achromobacter, Paenarthrobacter, Weizmannia y Staphylococus. Las
cepas de bacterias y los filtrados bacterianos mostraron diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) con respecto a los testigos. Los mejores resultados se
observaron principalmente con la cepa Achromobacter xylosoxidans CPOC56, la cual
mostré efectos positivos en altura de planta, niumero de hojas, volumen radical,
diametro de tallo, area foliar y contenido de nitrégeno. En cuanto a los filtrados, el
obtenido de la cepa CPOC56 mostrd los mayores efectos positivos en altura de planta,
area foliar, contenido de nitrégeno y fésforo con respecto al testigo y el filtrado de la
cepa CPOC48 mostré el mayor efecto positivo en volumen radical y contenido de
potasio. Estos resultados indican que la inoculacion de cepas de rizobacterias y los
filtrados obtenidos del cultivo de estas pueden utilizarse para la aclimatacion y
crecimiento de plantas micropropagadas de cafia de azucar en invernadero.

Palabras clave: cultivo de tejidos, microorganismos benéficos, sobrenadantes libres
de células bacterianas, plantas in-vitro.



ISOLATION OF RHIZOBACTERIA FROM COMPOST AND THEIR EFFECT ON

MICROPROPAGATED SUGARCANE PLANTS

Juan Manuel Cohuo Colli, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

The sugarcane micropropagation is an alternative to obtain homogeneous and free-
phatogen plants however, the acclimatization phase is a complicated stage since plants
are exposed to biotic and abiotic stress. This situation can be controlled using beneficial
microorganisms. The objective of this work was to isolate strains of rhizobacteria from
compost, characterize them and evaluate their effect on micro propagated sugarcane
plants during the acclimatization phase. Strains of rhizobacteria were isolated from
compost samples (sugarcane filter cake+chicken manure) and then, these were
characterized by their ability to solubilize phosphates, produce auxins, fix nitrogen, and
produce siderophores. The best strains were identified at molecular level and their
effect was evaluated in micro propagated seedlings of sugarcane variety Mex-690.Two
experiments were conducted: in the first one, 14 bacterial strains with growth-promoting
attributes were evaluated and in the second experiment, 20 bacterial filtrates were
evaluated (10 filtrates without tryptophan and 10 filtrates with tryptophan). Micro
propagated sugarcane plants of the Mex-690 variety were used. The experiments were
harvested at 45 days (first one) and at 55 days (second one) to determine the effect of
strains on plant growth. A total of 63 strains were isolated, of which 14 that presented at
least one mechanism of growth promotion were selected. The identified strains
belonged to 7 bacterial genera: Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter, Achromobacter,
Paenarthrobacter, Weizmannia, and Staphylococus. The bacterial strains and bacterial
filtrates showed significant statistical differences (p<0.05) with respect to the control.
The best result was mainly observed with the strain Achromobacter xylosoxidans
CPOCS56, which showed positive effect on plant height, number of leaves, root volume,
stem diameter, leaf area and nitrogen content. In the case of bacterial filtrates, the one
obtained from the strain CPOC56 showed the higher positive effect on plant height, leaf
area, nitrogen and phosphorus content, and the filtrate from the strain CPOC48 showed
the higher positive effect on root volume and potassium content. These results indicate
that the inoculation of rhizobacterial strain and their filtrates could be used for
acclimatization and growth of micropropagated sugarcane plants in greenhouse.

Key words: tissue culture, beneficial microorganisms, bacterial cell-free supernatants,
in-vitro plants.
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INTRODUCCION GENERAL

Actualmente la cafia de azucar es un cultivo econOmicamente importante en el mundo
y particularmente en regiones tropicales y subtropicales, es la principal fuente de
azucar con un consumo anual per capita global de 22 kg (OCDE-FAO, 2021), en
México el consumo alcanza hasta 37.5 kg per capita (SIAP, 2021). Aun cuando el
cultivo de cafia de azucar es ampliamente sembrado en muchos paises del mundo
para abastecer la demanda de azucar, este enfrenta una serie de problemas

relacionados con su propagacion y manejo.

El manejo convencional y la siembra con esquejes, es un problema que enfrenta el
cultivo de cafa de azlcar, ya que hay una tasa de propagacion muy baja, no hay un
control de la calidad genética y las enfermedades causadas por patégenos es

recurrente, afectando asi la produccion y los rendimientos (Miranda et al., 2018).

La micropropagacion de plantas, mediante el cultivo de tejidos es una alternativa para
hacer frente a los problemas de reproduccion de material vegetal, ya que asegura
material vegetal disponible todo el afio, produccion de individuos uniformes y libres de
patégenos, ademas contribuye al saneamiento de variedades comerciales (Lal, 2021).
Una vez que se obtienen plantas por micropropagacion estas tienen que adaptarse a
su entorno, por lo que la aclimatacién es una de las etapas mas importantes en la
propagacion ya que es un proceso de adaptacion y sobrevivencia de las plantas para
seguir su crecimiento (Irsyadi, 2021). En esta fase los microorganismos benéficos
podrian ayudar a la adaptacion y al crecimiento de las plantulas (Panicker et al., 2007;

Bogino et al., 2013).



El uso de microrganismos benéficos en la agricultura como las rizobacterias ha sido
considerado como una alternativa para reducir dosis excesivas de fertilizantes
guimicos, dado que se ha observado que promueven el crecimiento de las plantas en
diferentes cultivos ya se ha evaluado la inoculacion de cepas bacterianas (Mahanty et
al., 2017). Las funciones de las rizobacterias como la fijacion de nitrdgeno,
solubilizacion de fosfato, produccién de fitohormonas, sideroforos, degradacion de
compuestos celuloliticos, entre muchas otras, ayudan a promover el crecimiento de las
plantas (Feng et al., 2006; Madhi et al., 2010). Ademas, las rizobacterias son capaces
de producir antibidticos e incrementar resistencia a patdégenos actuando como
controladores biologicos (Olowe et al.,, 2020). Por lo que el uso de rizobacterias
benéficas en el cultivo de cafia de azlUcar puede ayudar a la aclimatizacion de plantas
producidas in-vitro y reducir dosis de fertilizantes quimicos una vez que las plantas
inoculadas se vayan a campo ya que contribuyen al crecimiento de la planta mediante
la produccion de hormonas vegetales y la captacion de nutrientes del suelo (Khan et
al.,, 2007). No obstante, en México los estudios realizados en cuanto al uso de
rizobacterias promotoras de crecimiento en cafia de azlUcar son escasos,
particularmente en la aclimatacion de plantulas obtenidas por micropropagacion, por lo
gue es un gran desafio estudiar, desarrollar y aplicar productos a base de rizobacterias
gue promuevan el crecimiento de las plantulas y que sean adaptables a condiciones

locales de clima y suelo.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Aislar y caracterizar cepas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) de
composta de cachaza de cafa de azucar con gallinaza y evaluar su efecto en plantulas

micropropagadas de cafia de azucar.

Objetivos particulares

e Aislar cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal de composta de
cachaza de cafia de azlUcar mezclada con gallinaza.

e Caracterizar y seleccionar cepas de rizobacterias con algun mecanismo de
promocion de crecimiento vegetal.

e Evaluar el efecto de cepas bacterianas inoculadas en plantas micropropagadas
de cafa de azucar, en la fase de aclimatizacion en invernadero.

e Evaluar el efecto de filtrados bacterianos inoculados en plantas
micropropagadas de cafia de azlcar, en la fase de aclimatizacion en

invernadero.

Hipodtesis

Las cepas bacterianas aisladas de compost de cachaza de cafla de azucar con
gallinaza presentan mecanismos promotores de crecimiento vegetal y la inoculacion de
éstas favorece la aclimatacion y el crecimiento de plantulas micropropagadas de cana

de azucar en invernadero.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de cafla de azlcar en México

La cafla de azucar (Saccharum officinarum L.) es una planta que se desarrolla en
climas tropicales y subtropicales, pertenece a la familia Poaceae (Gramineas), alcanza
alturas de 2 a 5 m y tallos de hasta 6 cm de didmetro, divididos en nudos y entre
nudos, alargados y sin ramificaciones (SAGARPA, 2017). El tallo de la cafia de azucar
es la parte mas importante de la planta, contiene alrededor de 75 % de agua y es la
principal fuente de azucar (Fischer et al., 2012). También es la principal fuente de
materia prima para la produccién de biocombustible (Cardona et al., 2010). Después
de la extraccion, los residuos pueden ser utilizados como materia prima para la
produccion de abonos organicos, alimento animal y alcohol, entre otros (SAGARPA,

2017).

Crecimiento y manejo del cultivo de cafia de azucar

En México, las variedades de cafia de azucar CP 72-2086 y MEX 69-290 son las mas
cultivadas en el pais y son propagadas convencionalmente mediante esquejes,
provenientes de plantaciones anteriores (Miranda et al., 2018). Para la siembra
tradicional del cultivo, es necesario que los tallos cuenten con dos o tres entrenudos y
se utilizan de 12 a 18 t ha! de esquejes. El cultivo tiene un periodo que dura hasta 12
meses Yy puede prolongarse hasta los 14 o0 17 meses y desde el momento de siembra
hasta la cosecha, de acuerdo con Ortiz et al. (2016) se distinguen cinco etapas

principales.



Germinacidén y crecimiento: Esta etapa inicia entre los 7 y 10 dias después de la
siembra. El crecimiento inicial puede prolongarse hasta los 35 dias y es necesario un
rango de temperatura de 24° a 37°C para que se pueda dar la brotacion (Ortiz et al.,

2016).

Amacollamiento y ahijamiento: En esta fase se lleva a cabo el brote de varios tallos a
partir de las articulaciones nodales que se encuentra en la base de los tallos primarios.
Se da a partir de los 35-40 dias después de la siembra. Durante esta fase es
importante la fertilizacion con nitrégeno, ya que es esencial para el desarrollo

vegetativo (Ortiz et al., 2016).

Répido crecimiento: Para esta etapa la cafia de azlcar tiene una rapida elongacion y
se observa mayor acumulacion de materia seca, alcanzado un maximo de area foliar.
Comienza aproximadamente a los 120 dias después de la siembra y la poblacion de
tallos queda definida a los 180 dias. Esta fase depende de la temperatura, la humedad
y la variedad. Finalmente, solo el 40 o 50% de los retofios sobreviven (Ortiz et al.,

2016).

Maduracion: En esta fase se da el proceso de sintesis y acumulacion de sacarosa en
los tallos de cafia de azlcar, el cual dura aproximadamente entre 2 a 3 meses.
Algunos factores que favorecen la acumulacién de sacarosa son; dias calurosos vy
frescos, temperaturas de aproximadamente de 18°C por las noches, las aplicaciones

elevadas o extemporaneas de nitrogeno retardan la maduracion (Ortiz et al., 2016).

Soca: La soca es otra fase del cultivo de cafa de azlcar; es una serie de cultivos

sucesivos que crece a partir del mismo tallo, luego de la cosecha del primer cultivo.



Esta etapa tiene una duracion de 11 a 13 meses y consta de tres etapas: brotacion,

Amacollamiento, rapido crecimiento y maduracion (Ortiz et al., 2016).

Produccién de cafia de azGcar en México

En México, la cafia de azlcar es cultivada actualmente en 16 estados de la republica
(Figura 1), con un rendimiento promedio de 68.26 t ha, siendo Veracruz con la mayor
produccion (21,279,112.42 t) (SIAP, 2021). Tan solo en el 2021, en promedio se
sembraron 852,750.87 ha, de las cuales fueron cosechadas 806,316.75 ha, obteniendo
un valor de la produccion de 46 mil 929 millones de pesos. Por lo tanto, la cafia de
azucar considerado como un cultivo basico por la Ley de Desarrollo Rural Sustentable,
debido a que se encuentra dentro de los 10 cultivos mas consumidos por las familias
mexicanas, con un consumo anual del endulzante per cépita promedio de 37.5 kg

(SAGARPA, 2017; SIAP, 2021).
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Figura 1. Produccién de cafia de azucar en millones de toneladas de los principales
estados productores en el cierre agricola 2021 (SIAP, 2021).



La fertilizaciéon de la cafia de azlUcar

La cafia de azUcar es considerada como un cultivo altamente extractor de nutrientes
del suelo, requiere considerables dosis de fertilizacion de macro y micronutrientes para
su desarrollo, debido a su alta capacidad de produccion de biomasa como: tallos,
follaje, y raices, en algunas zonas productoras, la cafla de azlcar puede alcanzar
hasta 100 t ha! de peso fresco y en materia seca de entre 20 y 35 t ha' en incluso
cantidades mayores. Los principales nutrientes extraidos por la planta son: potasio y
silicio, seguidos por nitrégeno y fosforo (Cuadro 1). Uno de los principales
requerimientos de la planta es el nitrdgeno por lo que la fertilizacion nitrogenada es
importante para el cultivo; ademas, algunos suelos pueden requerir aportes de fésforo
Y, en casos especiales, de potasio (Velasco, 2014). Algunos autores recomiendan para
cafia de azucar dosis de fertilizantes integradas de 130 unidades de nitrégeno (N), 39
de fésforo P20s (P), 280 de potasio KOz (K), 47 de calcio (Ca), 47 de magnesio (Mg) y

60 de azufre (S) (Hernandez et al., 2008).

Cuadro 1. Extraccion de nutrientes del suelo por el cultivo de cafia de azucar (Velasco,
2014)

Nutrientes Cantidad extraida (kg ha* por afio)
Potasio 300-350
Silicio 200-300
Nitrogeno 130-200
Fosforo 80-100
Calcio 55-60
Magnesio 35-45
Azufre 20-30




Impactos en el rendimiento de cafia de azlcar por la fertilizacion

La aplicacion de fertilizantes quimicos, tienen un alto costo econdmico y ambiental,
debido a que su fabricacién implica el uso de una gran cantidad de energia. La dosis
de fertilizacion nitrogenada aplicada al cultivo de cafia de azlcar ha ido aumentando
con el paso de los afios. En los ultimos 15 afios, la dosis de fertilizantes nitrogenados
aplicados al cultivo de cafia ha aumentado hasta en un 60 %, con dosis que se

incrementaron de 100 kg ha! hasta 254 kg ha' (Moreno et al., 2016).

En México el rendimiento de cafia de azlcar a nivel nacional es bajo, en comparacién
con paises como Brasil o India. En el cierre del afio 2019 el rendimiento promedio
nacional de cafia de azlcar fue de 75.35 t de cafia hat, mientras que en el 2021 fue
de 68.26 t de cafia ha™, lo cual muestra una disminucién del rendimiento de un 9.4 %
en los ultimos dos afos, debido principalmente a la pandemia (SIAP, 2022). En
relacion con la dosis de fertilizante, la aplicacion excesiva de estos afecta el
rendimiento. Se ha observado que aplicar una dosis de fertilizante nitrogenado de 224
kg ha' se obtiene un rendimiento de 103.1 t hal, mientras que, cuando se emplean
dosis mas altas hay una pérdida econémica considerable dado que el rendimiento de

la cafia de azUcar tiende a mantenerse e incluso reducirse (Moreno et al., 2016).

Ademas, no solo la fertilizacién influye en el rendimiento de la cafia de azucar, otros
factores como el tipo de suelo, la variedad de la planta, el clima, asi como el tipo de
riego, también juegan un papel importante en el rendimiento (Uribe et al., 2013). Pérez
y Rodriguez (2015) mencionan que, para realizar un uso y aprovechamiento eficiente

de los fertilizantes, es importante un analisis del suelo para determinar los nutrientes



disponibles y determinar la dosis adecuada de fertilizante que debe utilizarse para

alcanzar los mejores rendimientos.

Impactos ambientales por la fertilizacion en la cafia de azucar

Actualmente el uso excesivo de fertilizantes en la produccion de cafia de azucar esta
afectando de manera negativa los ecosistemas naturales, provocando la lixiviacion de
algunos nutrientes solubles hacia las capas mas profundas del suelo, variaciones en el

pH, salinidad y disminucion de la fertilidad de los suelos cafieros (Stamford, 2014).

La emision de gases de efecto invernadero como el 6xido nitroso, es otro efecto que
tiene la aplicacion de fertilizantes en exceso en el cultivo de cafia de azucar. Filoso et
al. (2015) mencionan que los valores del factor de emision para N2O oscilan entre 0.20
a 14.9 %, el cual es un valor representativo que relaciona la cantidad de contaminante
emitido a la atmésfera con una actividad asociada a la emision de dicho contaminante,
estos valores estan influenciados por el tipo de suelo, el ciclo del cultivo y el tipo

fertilizante aplicado.

La aplicacion de 100 kg ha' de nitrato de amonio tiene un factor de emisién menor
(0.21 %) comparado con la aplicacion de 60 kg ha! de urea, alcanzando un factor de
emision de 1.11 % (Do Carmo et al., 2013). La combinacién de los fertilizantes con
residuos de la industria azucarera como la vinaza, residuo de la destilacion, tiende a
aumentar los factores de emision de gases de efecto invernadero como el 6xido nitroso

(Pitombo et al., 2015).



Impactos de la fertilizacion en los parametros agroindustriales en la cafa de

azucar

Los fertilizantes nitrogenados en exceso también afectan la pureza del jugo de cafa de
azucar, un importante indicador de calidad de la cafia de azucar. La pureza del jugo
de cafa de azucar disminuye en un 11 % cuando el cultivo es fertilizado con 525 kg ha-
1 de nitr6geno, comparado con una fertilizacién con 300 kg ha* de nitrégeno (Yang et
al., 2013), esta disminucién en la pureza se puede observar desde el primer ciclo de
cultivo cuando la aplicacién del fertilizante nitrogenado es excesiva (Wiedenfeld, 1995;
Dao et al., 2011). Asimismo, la aplicacion de fertilizantes nitrogenados a dosis mayores
de 268 kg ha?, disminuye la concentracion de azlcar en los tallos (Muchow et al.,

1996; Franco et al., 2011).
Produccién de plantas micropropagadas de cafia de azlUcar

Otro de los desafios, que enfrenta actualmente el cultivo de cafia de azucar es la
reproduccion de plantas de forma masiva. Esto debido a que la planta es la materia
prima para la produccion de etanol y edulcorante (Bordonal et al., 2018). Como se ha
mencionado, la cafia de azlcar es sembrada convencionalmente como esquejes, sin
embargo, la tasa de propagacion es muy baja, la calidad genética no se controla y la
transmision de patdégenos a la planta es muy frecuente, por lo que la produccién y los
rendimientos agroindustriales se ven afectados (Miranda et al., 2018). Por lo tanto, una
alternativa es la micropropagacion de plantas mediante la técnica de cultivo de tejidos
vegetales (Sime, 2013). En México se ha introducido la reproduccion in vitro de cafa

de azucar en la ultima década con el objetivo de obtener plantas genéticamente
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homogéneas, mas vigorosas Yy libre de patdgenos (Bello y Flores, 2016). Las
principales investigaciones en cultivo in vitro de cafia de azlcar estan encaminadas a
protocolos de multiplicacion, tolerancia a factores abioticos, anoxia, variabilidad
genética y bancos de germoplasma (Bello et al.,, 2014; Castafieda et al.,, 2014a;

Rodriguez y Romero, 2014).

Cultivo de tejidos vegetales en cafia de azucar

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro es una forma de reproduccion asexual,
gue se basa en la totipotencia celular y tiene la finalidad de la regeneracion y
multiplicacién de material vegetal a partir de un explante aséptico; el cual puede ser el
apice, una hoja, tallo, meristemo, embrion, nudo o semilla en un medio controlado y
bajo condiciones de asepsia (Kumar y Singh, 2009). Los explantes son sembrados en
un medio de cultivo estéril, siendo el medio Murashige y skoog el més utilizado. Este
contiene todos los nutrimentos y vitaminas necesarios para el desarrollo de los
explantes, asi como hormonas y reguladores de crecimiento como las auxinas, que son
agregados al medio para conseguir la micropropagacién de una planta (Castafieda et

al., 2009).

Segun Lal (2021), algunas ventajas observadas de la micropropagacion de plantas en
cafia de azucar son: tasa de propagacién mas rapida, material vegetal disponible en
todas las estaciones del afio, produccion de individuos uniformes, evita la aparicion de
patdogenos o eliminacion de estas antes de la siembra, saneamiento de variedades

comerciales afectadas por enfermedades, entre otras.
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Para la micropropagacion de cafia de azucar se utiliza principalmente el meristemo
apical ya que éste tiene la capacidad de diferenciarse a células especializadas y
reproducirse para generar una nueva plantula (Henz y Mee, 1969; Rangel et al., 2016).
Los pasos para el cultivo in vitro de cafla de azlUcar son principalmente: a)
establecimiento del cultivo aséptico, b) induccién y multiplicacion de brotes, c)
alargamiento y enraizamiento de plantas y d) aclimatacion a condiciones ex vitro (Lal y

Krishna, 1994; Rangel et al., 2016).

La aclimatacién, es quiza una de las etapas méas importantes en el cultivo de tejidos
vegetales ya que de esta etapa depende el éxito de la técnica, la eficiencia y la calidad
de las plantas obtenidas in vitro (Irsyadi, 2021). Este es un proceso de supervivencia y
adaptacion de las plantas para seguir su desarrollo y reducir su mortalidad (Scortecci et
al., 2012), ya que durante el proceso de cultivo in vitro se eliminan microorganismos
patdgenos, asi como microorganismos benéficos para poder ayudar a la planta en su
crecimiento, desarrollo y a tolerar el estrés abiético al que son sometidas (Panicker et

al., 2007; Bogino et al., 2013).

Los problemas relacionados con el uso de dosis excesivas de fertilizantes quimicos y
los retos que enfrenta la reproduccion de plantas de cafia de azucar han propiciado la
busqueda de alternativas de produccién enfocadas a una agricultura sustentable,
mediante el uso de microrganismos benéficos como las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal que contribuyan a la reduccién de dosis sin afectar el rendimiento y

la propagacion de plantas (Leite et al., 2018).
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Importanciay funciones de las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Los microorganismos tienen gran importancia, debido a que participan en los procesos
biogeoquimicos que ocurren en el suelo, por lo que mantener la vida de estos es vital
para el desarrollo de las plantas (Andreote y Silva, 2017). Las plantas son colonizadas
por una gran variedad de microorganismos del suelo, principalmente bacterias. Estas
estas pueden agruparse en simbioticas, enddfitas y de vida libre. Las rizobacterias son
capaces de colonizar y desarrollar parte de su vida dentro de los tejidos de la planta,
donde ambos obtienen un mutuo beneficio, la planta ofrece refugio y compuestos
carbonados a la bacteria para sobrevivir, mientras que ésta puede estimular el
crecimiento de la planta mediante la produccién de fitohormonas, por lo que su uso en

los cultivos ha sido muy valioso (Hardoim et al., 2015).

La importancia que han tenido estas bacterias en las ultimas décadas es debido a la
capacidad que tienen de contribuir a mejorar la fertilidad de los suelos, al hacer
disponible y aportar uno de los macronutrientes mas importantes para el desarrollo de
las plantas como el nitrégeno (Alam et al., 2018); un elemento necesario para todas las
formas de vida existentes en el mundo, ya que juega un papel dentro de los
compuestos quimicos como las proteinas, acidos nucleicos y muchos otros (Berger et
al., 2013). Sin embargo, la funcion de las bacterias va mas alla de aportar nitrdgeno a
la planta, también tienen la funcion de descomponer la materia organica y liberar
nutrientes al suelo (Madhi et al., 2010), producir fitohormonas y sideréforos, solubilizar
fosfato del suelo y degradar compuestos contaminantes, lo que ayuda a promover el

crecimiento de las plantas (Feng et al., 2006).
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Ademas, estos microorganismos son capaces de producir antibidticos e incrementar
resistencia a patégenos actuando como controladores biolégicos (Olowe et al., 2020).
Las bacterias tienen dos formas de promover el crecimiento vegetal, mediante
mecanismos directos o mecanismo indirectos (Mahanty et al., 2017). Los mecanismos
directos son los mas conocidos e importantes ya que facilitan la adquisicion de
nutrientes mediante la fijacion de nitrégeno, solubilizacién de fosfato y quelacién de

hierro por medio de los sideréforos, haciéndolo disponible para las plantas.

Fijacién de nitrégeno atmosférico

Para que las plantas puedan utilizar y asimilar facilmente el nitrogeno (N), es
importante transformar el nitrdgeno atmosférico (N2) mediante un proceso de fijacion
biologica. La fijacion biolégica de nitrogeno es el proceso en el cual el N2 es
transformado en amoniaco (NHs), mediante un complejo enzimatico Illamado
nitrogenasa (Vitousek et al., 2002; Tairo y Ndakidermi, 2013). Segun Smercina et al.
(2019), se pueden distinguir dos procesos de fijacion bioldgica; a) Fijacion de nitrdgeno
en simbiosis, la cual sucede mediante la simbiosis entre bacterias especificas y
plantas, principalmente leguminosas, en donde se observa la formacién de ndédulos en
las raices y b) fijacién de vida libre, que ocurre sin una simbiosis formal, llevada a cabo
por diferentes especies de bacterias de la rizosfera, sin formar estructuras en la raiz.
Entre los microorganismos fijadores de nitrégeno, se pueden observar diferencias en
su morfologia y fisiologia, aun cuando, el proceso de fijacion y el sistema enzimatico es

semejante entre todos los organismos (Fernandez et al., 2002).
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El complejo de proteina nitrogenasa es el que lleva a cabo la fijacién del nitrégeno
atmosférico y estd comprendido por dos metaloproteinas: Mo-Fe proteina
(Dinitrogenasa) y Fe-proteina (Dinitrogenasa reductasa). La dinitrogenasa reductasa
proporciona electrones a la dinitrogenasa (en donde sucede la verdadera reduccion de
nitrégeno) y se necesitan dos Mg ATP por cada electron (e-) usado en el proceso de
reduccion del nitrégeno, por lo que en total se utilizan 16 Mg ATP, ademas se
necesitan 8 moléculas de hidrégeno para que la dinitrogenasa pueda reducir el N2 a
NHs, representado por la siguiente ecuacion (Halblieb et al., 2000; Fernandez et al.,

2002; Franche et al., 2009; Smith et al., 2013):
N2 + 16 Mg ATP + 8e-+ 8H+— 2NH3 + H2 + 16MgADP + 16Pi

Para el caso de fijacion de nitrégeno de vida libre, el amoniaco (NH3) producido por la
nitrogenasa, es convertido rapidamente en amonio (NH**), este producto se une al
acido glutdmico en presencia de la enzima glutamina sintasa y ATP, posteriormente
mediante la enzima glutamina-2-oxoglutarato-amino-transferasa, el acido glutamico
puede convertirse de nuevo en glutamato (Dixon y Kahn, 2004). Finalmente, parte de la
glutamina formada, se considera como un compuesto neto de la fijacién, lo cual puede
ser trasferida a aminoacidos (Fernandez et al., 2002). Tchan (1988) menciona que los
fijadores de vida libre pueden incorporar el nitrégeno en su propia biomasa y después

hacerlo disponible a la planta de manera indirecta mediante la mineralizacién.

Por otra parte, la fijacion de nitrégeno en simbiosis a diferencia de la fijacion de
nitrogeno de vida libre se realiza en estructuras morfologicamente definidas, llamadas

nodulos, se da principalmente entre bacterias conocidas colectivamente como rizobios
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y leguminosas. Este proceso consta de 4 etapas bien conocidas: reconocimiento,
infeccion, desarrollo del nodulo y finalmente la fijacion de nitrégeno (Franche et al.,
2009). Las reacciones de reducciéon del nitrogeno (fijacion) tanto en rizobios como en
los fijadores de vida libre son las mismas, no obstante, en los rizobios, que viven en los
nodulos, los productos finales son exportados a través del xilema de las plantas hacia
la parte aérea, en donde el nitrégeno reducido es utilizado para la sintesis de
aminoacidos, proteinas y otros compuestos (Fernandez et al., 2002). En el caso de los
rizobios, el oxigeno puede inhibir la actividad del complejo enzimatico, pero la
presencia de la proteina leghemoglobina dentro de los nddulos regula la concentracion

de oxigeno protegiendo a la nitrogenasa (Smith et al., 2013).

Solubilizacion de fosfato

En el suelo se encuentra una gran cantidad de fosforo, sin embargo, la mayoria es
insoluble y no esta disponible para que las plantas puedan aprovecharlas, por lo que la
presencia de bacterias solubilizadoras de fosfato es de gran importancia (Mahdi et al.,

2012).

La solubilizacién de fosfatos en el suelo se debe a la accién de los &cidos organicos de
bajo peso molecular como el &cido glucénico y el acido citrico que producen las
bacterias. Los grupos hidroxilo (OH) y carboxilo (COOH) de estos acidos quelan los
cationes unidos al fosfato y lo convierten en una forma inorganica soluble. Otra via que
utilizan las bacterias para hacer disponible el fosfato es la mineralizaciéon que se da por
la accion de las fosfatasas bacterianas sobre los complejos de fosfatos organicos, las

cuales catalizan el proceso de hidrélisis que conduce a la liberacion de los fosfatos.
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Cuando las plantas incorporan estas moléculas de fésforo solubilizadas o
mineralizadas, aumentan gradualmente su crecimiento y aumenta el rendimiento del

cultivo (Glick et al., 2012).

Produccioén de sider6foros

El hierro es otro de los nutrientes importantes para el desarrollo de plantas y animales
y para casi todas las formas de vidas presentes. Por su predominancia como Fe®",
existe una alta probabilidad que se encuentre insoluble al formar hidroxidos vy
oxihidroxidos, por lo que su disponibilidad para las plantas es nula; sin embargo, las
bacterias pueden adquirir el hierro mediante la secrecion de sideroforos, compuestos
guelantes que tienen una gran afinidad por dicho elemento y son capaces de reducir el
Fe3* a Fe?* (Rajkumar et al., 2010). Los sider6foros son péptidos o moléculas de bajo
peso molecular, que tienen la habilidad de secuestrar el hierro en su forma insoluble
(Fe®*), convertirlo en un modo soluble (Fe?*) y absorbible para las plantas, ademas se
ha observado que estos compuestos secretados por las bacterias poseen un gran
potencial para el control biolégico de hongos y bacterias fitopatdgenas (Beneduzi et al.,

2012).

Produccién de fitohormonas

Las hormonas vegetales son compuestos organicos naturales que intervienen en los
procesos fisioldégicos y morfolégicos para el desarrollo y crecimiento de las plantas
(Parewa et al.,, 2018). Estas son activas en concentraciones muy bajas, con una
estricta regulacion de sintesis y respuesta, muchas hormonas vegetales tienen

funciones clave en las interacciones entre las plantas y los microorganismos benéficos
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(Mekonnen y Kibret, 2021). Las bacterias al entrar en contacto con la raiz son capaces
de producir algunas hormonas vegetales, de las cuales destacan las auxinas, las

giberelinas, las citoquininas, el acido abscisico y el etileno (Egamberdieva et al., 2017).

Giberelinas

Las giberelinas son hormonas vegetales producida por plantas superiores, hongos y
bacterias (Patel y Minocheherhomiji, 2018). La funcion principal de las giberelinas es la
elongacion del tallo, pero también juegan un papel importante en la germinacion de
semillas, desarrollo de flores y frutos, asi como en el crecimiento de hojas
(Egamberdieva et al., 2017). Dentro de la gran variedad de géneros bacterias
promotores de crecimiento quese han destacado por produciresta hormona vegetal
son: Acetobacter diazotrophicus, Azospirillum lipoferum, Bacillus pumilus, Bacillus

cereus, Acinetobacter calcoaceticus, entre otras (Vaikuntapu et al., 2014).

Citoquininas

Las citoquininas son fitohormonas que tienen las funciones de promover la division
celular, alargamiento celular y la expansion de tejidos en diferentes estructuras de las
plantas (Nasir, 2016). Algunas bacterias que tienen la habilidad de producir estas
hormonas vegetales pertenecen a los géneros Pseudomonas, Klebsellia, Bacillus,
Paenibacillus, Acinetobacter, Azospirillum, Achromobacter, Enterobacter, Burkholderia,
Agrobacterium y Arthorbacter (Premachandra et al., 2016; Lamia et al., 2017). También
se ha observado que la aplicacidon exdgena de citoguininas en plantas tiene efectos

positivos en la germinacion de semillas, el crecimiento de brotes, expansion y

18



desarrollo de la hoja, ademas, retarda la senescencia de las plantas (Patel y

Minocheherhomji, 2018).

Acido abscisico

El acido abscisico es otra fitohormona clave en la regulacién del crecimiento de las
plantas, regula y mantiene la dormancia de las semillas y estimula la maduracion de
estas, también juega un papel importante en la adaptacion y respuesta al estrés
abidtico (Wilkinson et al., 2012). Aunque el acido abscisico en pequefias cantidades
tiene un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, se ha observado que el
incremento de esta fitohormona, por estrés salino, inhibe el desarrollo de especies
vegetales como Brassica napus, Zea mays y Phaseolus vulgaris, no obstante, las
bacterias halotolerantes son capaces de reducir la biosintesis de la hormona vegetal,

mitigando su efecto negativo (Khan et al., 2021).

Etileno

El etileno es una fitohormona de suma importancia, tiene diferentes funciones
biologicas en el desarrollo y crecimiento de las plantas, dentro de las cuales resaltan:
induce el enraizamiento, reduce la marchitez de las plantas, influye en la maduracién
de los frutos, estimula la germinacion de semillas y también funciona como activador
de otras fitohormonas (Ahmed et al., 2017). Cambios en la concentracién de etileno
puede causar efectos negativos en las plantas como la inhibicion del crecimiento y
elongacion de la raiz (Vaseva et al., 2018), por lo que la presencia de la enzima acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa (ACC desaminasa), producida por las

bacterias, es importante para regular los niveles de etileno (Singh et al., 2019). Algunos

19



géneros como Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Azospirillum, Achromobacter,
Enterobacter, Burkholderia, Agrobacterium se han destacado por tener la capacidad de

sintetizar la ACC desaminasa (Ahmed et al., 2017).

Auxinas

Las auxinas tienen la capacidad de dirigir e intervenir en los procesos de division,
elongacion y diferenciacion celular; dentro de este grupo de auxinas se encuentra el
acido indol-butirico (IBA), el éacido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), el acido a-
naftalenacético (NAA) y el acido 3-indol-acético (AlA), siendo esta ultima la principal
auxina producida de manera natural y también secretada por bacterias (Garay et al.,

2014).

El acido indolacético (AIA) es una auxina natural que se encuentra en la mayoria de las
plantas, tienen la funcién de regular diversos procesos de desarrollo vegetal, tales
como mejorar los procesos de germinacion de semillas, desarrollo de raices y nutricién
de las plantas (Castillo et al., 2005). Ademas, estimula el desarrollo y cambios
morfoldgicos en la raiz, incrementando la ramificacién y produccion de pelos radicales
(da Silva et al., 2022). El AIA es producto del metabolismo del triptéfano, ya que las
bacterias productoras de esta auxina toman este compuesto como precursor. Se ha
comprobado que el 80 % de las bacterias que han sido identificadas como promotoras
de crecimiento vegetal tienen la capacidad producir acido indolacético a través del
triptéfano, de las cuales destacan algunos géneros como: Azospirillum, Azotobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Acinetobacter, Enterobacter, entre otros (Patten y Glick,

1996; Spaepen et al., 2007; Aeron et al., 2021).
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Diversidad de bacterias promotoras de crecimiento asociadas a cafia de azUcar

Muchas bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas al cultivo de cafia han
sido aisladas principalmente de la rizosfera, el cual es la parte del suelo préxima alas
raices, donde existe una gran actividad microbiana (Lugtenberg, 2015); también han
sido aisladas de hojas, tallos, raices y compost (Chin et al., 2017; Muthukumarasamy
et al., 2017). Dentro de este grupo destacan las bacterias que tienen la capacidad de
colonizar las raices y otros tejidos vegetales al igual que la habilidad de fijar de

nitrégeno, solubilizar fosfatos y producir acido indolacético (Antoun, 2013).

Los principales estudios realizados en cafia de azucar son sobre su asociacién con las
bacterias enddfitas, que colonizan el tejido interno de las raices, una de ellas es
Gluconacetobacter diazotrophicus, la cual es altamente especifica para cultivos ricos
en azucar y también se puede hallar en la rizosfera, en raices, tallo y hojas (Reis et al.,
1994) e incluso en el jugo de cafia de azucar (Muthukumarasamy et al., 1994). Esta
bacteria ademas de fijar nitrégeno y producir sustancias que promueven el crecimiento
de la planta, puede tolerar ambientes acidos (Boddey et al., 2003). Alam et al. (2018)
mediante una caracterizacion molecular identificaron otras bacterias asociadas a la
cafia de azUcar, pertenecientes a los géneros Klebsiella, Enterobacter, Kosakonia, y
Pantoea, las cuales tienen también la capacidad de fijar nitrégeno, producir acido
indolacético y sider6foros. Asimismo, géneros como Burkholderia, Pantoea vy
Herbaspirillum han sido aislados en cultivos de cafia de azlcar y se ha observado que
tienen el potencial de ser utilizados como biofertilizantes (Olivares et al., 1996; Loiret et
al., 2004; Reis et al.,, 2004). Bradyrhizobium sacchari es otra especie de bacteria

relativamente nueva, tiene una asociacion con el cultivo de cafia de azUcar, fue aislada
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de raices; miembros del género son comunmente conocidos por establecer simbiosis
con leguminosas e inducir la formacion de nodulos (Feitosa et al., 2017). Patel et al.
(2019) mencionan que 26 cepas de bacterias pertenecientes a los phyla
proteobacteria, firmicutes y bacteroidetes, fueron aisladas de la rizosfera de varios
cultivares cafia de azucar, mostrando la habilidad de solubilizar trifosfato de calcio,

producir sideroforos, crecer en medio libre de nitrégeno y producir acido indolacético.

Pirhadi et al. (2017) observaron una alta diversidad de bacterias aisladas de raices,
vastagos y hojas de cafa de azlcar, que pueden crecer bajo condiciones salinas, en el
cual destaca el género Enterobacter por ser un productor de auxinas; Pseudomonas
demostro ser el mayor solubilizador de fosfato y Paenibacillus y Enterobacter como los
principales fijadores de nitrdgeno atmosférico.Por otra parte, algunas bacterias
aisladas de raices y tallos de cafia de azUcar como Burkholderia gladioli puede
sobrevivir a diferentes niveles de salinidad y a pH entre 5.5-7.3 sin afectar la capacidad
de solubilizar fosfato (Leite et al., 2018). Otras bacterias aisladas de cafia de azlUcar y
qgue han mostrado la habilidad de solubilizar fosfato pertenecen a los géneros:
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus y Azotobacter (Rodriguez y Fraga, 1999; Wahla y
Shukla, 2017). ElI compost también representa una fuente de una gran diversidad de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal. Chin et al. (2017) aislaron 100 cepas
bacterianas en compost, que pertenecian a los géneros o Bacillus, Paenibacillus,
Citrobacter, Enterobacter, y Kosakonia, varias de las cuales tenian capacidad
promotora de crecimiento vegetal, ademas Bacillus lincheniformis, aislado del compost,
tiene la capacidad de degradar celulosa y tolerar altas temperaturas durante el proceso

de compostaje (Zainudin et al., 2022).
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Efectos de la inoculacién de bacterias promotoras de crecimiento vegetal en el

cultivo de cafia de azUcar

Varias investigaciones han evaluado la respuesta del cultivo de cafia de azlcar a la
inoculacién de cepas bacterianas (Mahanty et al., 2017). También, se han encontrado
buenos resultados en el crecimiento de cultivos como maiz, trigo y arroz con la
inoculacién de bacterias endofitas como Gluconacetobacter, Klebsiella, Pantoea,

Enterobacter, aisladas de cafa de azUcar.

De las diferentes funciones que las bacterias realizan, una de los mas importantes es
la fijacion de nitrdgeno, ya que, a través de este proceso, las plantas pueden adquirir
parte del nutriente que necesitan para su desarrollo. Un estudio sobre el balance de
nitrégeno para el cultivo de cafia de azucar indico que el 71 % del nitrdgeno acumulado
en la planta proviene de la fijacidon biolégica, mientras que el 29 % es adquirido del
suelo y de la aplicacion de fertilizantes (Lima et al., 1987). En algunas variedades de
cafa, se encontré que anualmente, al menos 40 kg N ha? contenido en las estructuras
de las plantas proviene de la fijacion bioldgica llevada cabo por las bacterias

endofiticas (Urquiaga et al., 2012).

Por su parte, Bhor et al. (2006) mencionan que arriba del 40% de nitrdgeno en plantas
inoculadas es debido a la fijacion de nitrégeno realizada por Gluconacetobacter
diazotrophicus, lo cual incrementd los rendimientos entre 10 a 25 %. En plantas
micropropagadas de cafia de azucar cultivadas en macetas con suelo e inoculadas con
G. diazotrophicus y Herbaspirillum spp. se observé que la fijacion de nitrégeno fue muy

baja (9% y 15%, respectivamente) después de un crecimiento de 12 meses, pero la
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inoculacién de consorcios bacterianos integrada por G. diazotrophicus, Herbaspirillum
spp., Azospirillum amazonense y Burkholderia sp. resultd en una mayor aportacion de

nitrogeno fijado con el 29% (Oliveira et al., 2002; Fischer et al., 2012).

Similarmente, Walsh et al. (2006), encontraron resultados similares cuando se
inocularon cultivares de cafia de azucar australianos con G. diazotrophicus, lo cual
resultd en una baja fijacion de nitrégeno en las plantas, esto probablemente se deba a
la infeccion y la colonizacion de la planta por parte de la bacteria, ya que, aunque la
infeccion se llevo a cabo, la carga bacteriana endoéfita en el interior de los tejidos fue
baja; otro factor que puede afectar este resultado fueron la aplicacion de diferentes
tasas de fertilizantes y las condiciones del suelo, puesto que el tipo de suelo utilizado
afecta la funcionalidad de algunas bacterias para fijar nitrégeno, ya que la
sobrevivencia de Gluconacetobacter diazotrophicus esta relacionada con la materia
organica del suelo. También, el género Acidithiobacillus junto con la bacteria
diazotrofica Beijerinckia indica, han mostrado efectos positivos en la planta, debido a la
fijacion de nitrégeno y la capacidad de aumentar la disponibilidad de nutrientes del
suelo, principalmente como nitrato y amonio, ademas de fésforo y potasio (Oliveira et

al., 2017).

Los efectos positivos de la inoculacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
en cafia de azucar también son visibles en los pardmetros de crecimiento, tales como
altura, didmetro de tallo, area foliar y biomasa. Al respecto Lopes et al. (2019)
evaluaron dos ciclos de cultivo de cafia de azUcar y encontraron que al inocular plantas
con Azospirillum brasilense (Triazo), las plantas alcanzaron una altura de 2.02 m y

didmetro de tallos 2.08 cm, la misma respuesta se observdé con el inéculo de

24



consorcios bacterianos a base de bacterias de las especies Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. amazonense y B.

troica.

También se ha observado que la inoculacion de G. diazotrophicus en plantulas de cafa
de azGcar aumenta el numero de brotes en 56.4 % a los 30 dias y alcanza un
rendimiento promedio de 84.32 t ha! en un ciclo de cultivo (Murumkar et al., 2017). La
bacteria enddfita Klebsiella variicola también tuvo efectos positivos en el crecimiento de
plantulas de cafia de azucar, mostrando estas mayor peso seco y contenido de N
después de 14 dias. Esta bacteria también aumenté los pesos secos de raices, brotes
y plantulas enteras en 43, 36 y 39%, respectivamente e incremento el contenido de N
en raices, brotes y plantulas enteras en 38, 43 y 42% respectivamente, en la variedad
de cafa de azucar ROC22 (Wei et al., 2014). Similarmente en estudios realizados en la
India, se encontraron que bacterias del género Burkholderia gladioli y Roseateles
terrae inoculadas en plantas de cafia de azlUcar promovieron el crecimiento de las
plantas. Se observo que la acumulacion de biomasa se incrementd hasta en un 66%
con Burkholderia gladioli y 16 % con Roseateles terrae, también se observé mayor
contenido de nitrégeno en las hojas con 0.88 mg gy 1.39 mg g respectivamente,

comparadas con plantas no inoculadas (Muthukumarasamy et al., 2017).

Otras cepas de bacterias de las especies Pseudomonas luteola, P. fluorescens,
Ochrobactrum anthropi y Stenotrophomonas maltophilia inoculadas en las plantas de
cafia de azucar incrementaron el indice de area foliar en un 49 % con respecto a
plantas no inoculadas (Morgado et al., 2015). Asimismo, en experimentos realizados en

Cuba con la inoculacion de Azospirilum sp. en cafia de azlcar se obtuvieron
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rendimientos de 16 a 25.5 t ha! cuando se aplicaron dosis de entre 50 y 100 kg ha* de
in6culo de forma solida y enterrada, después del corte y en cepas de retofio,
comparado con el uso de fertilizantes quimicos en el cual tuvieron rendimientos de 4.9

a 13.6 t ha! (Torriente, 2010).

En investigaciones en Brasil se reportaron que la combinacién de residuos
agroindustriales y la inoculacion de bacterias tienen impactos benéficos en el
crecimiento de cafia de azlcar, observadose rendimientos de tallos de 70.9 y 86.6 t ha-
! cuando se aplicé 1 t ha! de biofertilizante (NPKB 150) sin y con cachaza (60 t ha'),
respectivamente, mayor altura (2.25 m), y mayor didmetro de tallo (2.22 cm) asi como
efectos positivos en el total de solidos solubles (Brix), contenido de sacarosa (Pol) y
porcentaje de pureza, comparado con fertilizantes minerales aplicados a diferentes
dosis (Oliveira et al., 2015; Oliveira et al., 2017). El género Acidithiobacillus junto con la
bacteria diazotréfica Beijerinckia indica, también han mostrado buenos resultados en la
absorcion de nutrientes en las partes de la planta como tallo y hojas, debido a la
fijacion de nitrégeno y la capacidad de aumentar la disponibilidad de nutrientes del
suelo (Oliveira et al., 2017). De igual forma, la aplicacién de biofertilizante, preparado
con Bacillus megatherium, en diferentes variedades de cafia de azucar, incrementé la
altura de cafia, diametro de tallos, porcentaje de grados brix y porcentaje de sacarosa

(Ahmed, 2017).

Actualmente el uso de bacterias promotoras de crecimiento esta teniendo importancia
en el cultivo de tejidos vegetales. Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
como Pseudomonas, Paenibacillus, Bacillus, Methylobacterium y Rhizobium han sido

utilizadas para el enraizamiento de explantes (Yarte et al., 2021). También se estan
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empleando para la aclimatacion de plantas micropropagadas en cafia de azlcar. La
inoculacién de Pseudomonas luteola, Aeromonas salmonicida y Steptrophomonas
maltophilia en plantulas de cafla de azlcar durante 75 dias de aclimatizacion,
mostraron incrementos en la altura de 27.75 %, diametro de tallo en 30.75 %, area
foliar en 49 % y numero de brotes en 38.5 %, en comparacion con el testigo (Morgado

et al., 2015).

Silva et al. (2021), observaron que la inoculacién en plantas micropropagadas de cafa
de azucar con Acinetobacter iwoffi Bac 109, tuvo efecto en la longitud de tallo con
aumento de 35 % con respecto a plantas no inoculadas. Asimismo, la inoculacién de
Rhizobium sp. BR10268 en plantulas de cafia de azucar bajo condiciones de
invernadero, incrementaron la longitud de tallo (62.55 cm) y volumen de raiz (8.56 cm?)
a los 30 dias. Estos efectos fueron mas mas notorios a los 75 dias, con incrementos
significativos en diametro de tallo (8.2 cm), volumen de raiz (54 cm?) y area foliar (544
cm?), lo cual se atribuyé a la capacidad de la bacteria de producir &cido indolacético y

giberelinas (Ferreira et al., 2020).

También se ha observado que las bacterias Ochrobactrum intermedium, Acetinobacter
sp., Bacillus sp. y Escherichia sp. actian como biocontroladores al suprimir el
crecimiento del patdogeno Colletotrichum falcatum, conocido por causar enfermedades
en los cultivos de cafa de azucar (Patel et al., 2019). Shastri et al. (2020), descubrieron
gue el uso de sobrenadante libre de células bacterianas de Bacillus subtilis S17,
también inhibio el crecimiento micelial de Colletotrichum falcatum en més de 70 %. Por
lo tanto, el uso de bacterias representa una alternativa importante en el cultivo de cafia

de azucar, tanto para la produccién en campo, asi como para la reproduccion de
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plantas mediante el cultivo de tejidos, por lo que estas tienen un gran potencial para
ser aplicadas como biofertilizantes, con lo que contribuirian a reducir dosis de
fertilizantes nitrogenados y por ende contrarrestar los problemas ambientales.
Mediante diferentes mecanismos, estos microorganismos pueden promover el

crecimiento y mejorar la nutricion de la planta.

La diversidad bacteriana es extensa, por lo que el descubrimiento de nuevos géneros
gue muestren asociaciones benéficas con cafia de azUcar amplia la gama de bacterias
para ser utilizadas como biofertilizantes para este cultivo, adaptadas a condiciones
locales y que proporcionen a las plantas los beneficios necesarios para su crecimiento
y desarrollo. En México los estudios realizados sobre el aprovechamiento de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal en cafia de azucar son limitados, por lo que realizar
investigacion en esa area del conocimiento es muy importante para contribuir a
resolver algunos de los problemas que se presentan en el cultivo de cafia de azUcar,
como la contaminacién del suelo y cuerpos de agua, debido al uso de altas dosis de
fertilizantes quimicos asi como la adaptacién y la aclimataciéon de las plantas

micropropagadas.
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CAPITULO |I. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO AISLADAS DE
COMPOST Y SU EFECTO EN PLANTULAS MICROPROPAGADAS DE CANA DE

AZUCAR

1.1 RESUMEN

El compost es una fuente abundante y diversa de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal. La finalidad del presente trabajo fue evaluar el efecto de bacterias aisladas de
compost de cachaza y gallinaza, sobre plantas micropropagadas de cafia de azlcar
durante la fase de aclimatacion. Se cuantificaron poblaciones microbianas por la
técnica de diluciones y cuenta viable en compost de diferentes mezclas de cachaza y
gallinaza (2.5:7.5 v/v; 5:5 vlv; 7.5:2.5 viv y 10:0 v/v), de las colonias crecidas en
diferentes medios de cultivo se aislaron cepas bacterianas, las cuales fueron
caracterizadas por su capacidad de promocion de crecimiento vegetal. Las mejores
cepas se identificaron a nivel molecular y se evaluaron en plantulas micropropagadas
de cafia de azlcar variedad Mex 69-290. Se aislaron un total de 63 cepas bacterianas,
se seleccionaron 14 que presentaron diferentes mecanismos de promocion de
crecimiento. De acuerdo con el analisis de las secuencias de ADNr 16 S amplificadas,
las cepas de bacterias tienen alta similitud a 7 géneros diferentes: Bacillus,
Enterobacter, Acinetobacter Achromobacter, Paenarthrobacter, Weizmannia y
Staphylococus. La inoculacién de rizobacterias en plantas de cafia de azucar, durante
la fase de aclimatacion, mostré que Achromobacter xyloxosidans CPOC56 incrementd
significativamente la altura (40%), area foliar (107 %), volumen radical (124%), peso
seco (93%) y contenido de nitrégeno (115%) comparado con plantas no inoculadas.

Las 14 cepas seleccionadas que presentaron varios atributos benéficos pertenecieron
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a 11 especies distintas. La cepa de rizobacteria Achromobacter Xyloxosidans CPOC56
present6 los mejores resultados, el cual podria tener el potencial de ser utilizado como
un biofertilizante y ser una buena opcién para favorecer el crecimiento de plantas in

vitro de cafa de azucar durante la fase de aclimatacion en invernadero.

Palabras clave: microorganismos benéficos, aclimatacion, compost, cultivo de tejidos,

plantas in-vitro.
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GROWTH-PROMOTING BACTERIA ISOLATED FROM COMPOST AND THEIR

EFFECT ON MICROPROPAGATED SUGARCANE SEEDLINGS

1.2 ABSTRACT

Compost is an abundant and diverse source of plant growth-promoting bacteria. The
aim of the present work was to evaluate the effect of bacteria isolated from sugarcane
filter cake and chicken manure compost on micropropagated sugarcane plants during
the acclimatization phase in the greenhouse. Microbial populations were quantified by
the technique of serial dilutions and plate counts in compost samples obtained from
different mixes of filter cake and chicken manure (2.5:7.5 v/v; 5:5 v/v; 7.5:2.5 v/v and
10:0 v/v), and the colonies grown in different culture media bacterial strains were
isolated, which were characterized by their capacity to promote plant growth. The best
strains were identified at the molecular level and evaluated on micropropagated
sugarcane seedlings variety Mex 69-290. A total of 63 bacterial strains were isolated,
from which 14 were selected by their growth promotion mechanisms. According to the
analysis of the amplified 16 S rDNA sequences, the selected bacterial strains have high
similarity to 7 different genera: Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter Achromobacter,
Paenarthrobacter, Weizmannia and Staphylococus. Inoculation of rhizobacteria in
sugarcane plants during the acclimatization phase showed that Achromobacter
xyloxosidans CPOC56 significantly increased height (40%), leaf area (107%), root
volume (124%), dry weight (93%), nitrogen content (115%) and phosphorus (133%),
compared to non-inoculated plants. Compost is an abundant and diverse source of

plant growth-promoting bacteria. The selected strains that exhibited various beneficial
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attributes belonged to 11 different species. The rhizobacterial strain Achromobacter
Xyloxosidans CPOC56 showed the best results, which could have the potential to be
used as a biofertilizer and be a good option to favor the growth of sugarcane plants in

vitro during the acclimatization phase in the greenhouse.

Key words: beneficial microorganisms, acclimatization, compost, tissue culture, in-vitro

plants.
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1.3 INTRODUCCION

México ocupa el 6° lugar en produccion de cafia de azucar a nivel mundial, solo detras
de paises como Brasil, India, China, Estados Unidos y Tailandia. El cultivo de cafa es
la principal fuente de azlcar en el pais y el mundo, con un consumo anual per capita
de azucar de 39 kg (SIAP, 2020). No obstante, debido a la baja tasa de propagacion y
la frecuente transmisién de enfermedades en las plantas por la siembra por esquejes,
se ha optado por buscar alternativas para aminorar este problema (Miranda et al.,

2018).

Actualmente, la propagacioén in vitro de plantas mediante el cultivo de tejidos vegetales
es una técnica utilizada para obtener plantas sanas de forma masiva, el cual que
permite, mayor tasa de propagacion vegetal, producir individuos uniformes y controlar
las condiciones ambientales para evitar la aparicion de patdgenos, etc. (Pasqual et al.,
2014). Sin embargo, la fase de aclimatacion es quiza la etapa mas dificil para las
plantas micropropagadas ya que son expuestas a estrés hiético y abidtico cuando son
trasladadas a condiciones ex-vitro (Lopes et al., 2017). La aclimatacién es un proceso
de supervivencia de las plantas para aumentar su crecimiento y reducir su mortalidad,
el cual representa la eficiencia del proceso y la calidad de las plantas producidas in
vitro (Scortecci et al.,, 2012). Se ha observado que el uso de microorganismos
benéficos como las rizobacterias, promueven el crecimiento de plantas mediante
funciones como solubilizacion de fosfato, fijacion de nitrégeno y produccion de
reguladores de crecimiento que ayudan a las plantas a tolerar el estrés causado por

diversos factores (Alam et al., 2019). Ademas, se ha mostrado que la inoculacion de
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rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en cafia de azlcar en plantas en
campo, ayudan a reducir la dosis de fertilizantes quimicos aplicados a las plantas,
haciéndolas mas eficientes en la captacion de nutrimentos del suelo (Khan et al., 2007,

Gyaneshwar et al., 2012).

Por otra parte, la industria azucarera genera grandes cantidades de residuos, como la
cachaza, proveniente principalmente del proceso de clarificacion de los jugos de la
cafia, con una cantidad aproximada de 40,500 t, tan solo en el estado de Tabasco
(Arreola-Enriquez et al., 2004), mientras que paises como India, generan de 3.6 a 3.9
millones de t al ailo (Rasappan et al., 2015). El compost ha sido una alternativa viable
para tratar estos residuos y aprovechar estos subproductos, el cual es un producto
estabilizado que funciona como un fertilizante organico y mejora las condiciones del
suelo (Cunha-Queda et al., 2007; Romero-Yam et al., 2015). El compost, ademas de
ser una fuente de nutrientes, representa un reservorio de microorganismos benéficos
gue pueden ser aislados y que tiene funciones que ayudan al desarrollo y crecimiento
vegetal, tales como bacterias de los géneros Lactobacillus y Bacillus, que han sido
encontrados en composta de residuos de cafia de azucar (Estrada-Bonilla et al., 2017)
0 como Serratia plymuthica (BAT), Serratia grimesii (BA10) y Achromobacter piechaudii

(BA30) que han sido aislados en otras compostas (Samet et al., 2022).

Aunque se tiene conocimiento sobre la importancia y beneficio de los microorganismos
en los cultivos, se han realizado muy pocos estudios enfocados en el uso de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en la fase de aclimatizacion de plantas
micropropagadas de cafia de azucar, por lo que el principal objetivo del presente

trabajo fue evaluar el efecto de bacterias aisladas de compost de cachaza de cafa de
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azucar mezclada con gallinaza, sobre plantas micropropagadas de cafia de azlcar

durante la fase aclimatizacion en invernadero.

1.4 MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en la Carretera México-
Texcoco Km 36.5, Montecillo, Texcoco, Edo. de México y en el Campus Cordoba del
Colegio de Postgraduados ubicado en Km 348 carretera federal Cérdoba-Veracruz,

congregacion Manuel Ledn, Municipio de Amatlan de los Reyes, Veracruz.

1.4.1 Origen y descripcion del compost utilizado

El material utilizado fue compost obtenido del area de compostaje del Campus
Coérdoba, fue una mezcla de cachaza de cafia de azucar con gallinaza, en cuatro
proporciones diferentes: T1=25 % cachaza y 75 % gallinaza (2.5:7.5 v/v); T2=50 %
cachaza y 50 % gallinaza (5:5 v/v); T3=75 % cachaza y 25 % gallinaza (7.5:2.5 v/v);
T4=100 % cachaza y 0 % gallinaza (10:0 v/v). Se colectaron submuestras de la pila de
compost a diferentes profundidades, las cuales se mezclaron para obtener una
muestra compuesta de 500 g por cada tipo de compost, posteriormente, después se
les realiz6 un analisis quimico en el Laboratorio de Génesis de Suelos del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados.

Los analisis microbioldgicos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos
Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados. Las muestras fueron procesadas
bajos condiciones de asepsia en campana de flujo laminar, utilizando el método de

diluciones y conteo en placa. Se pesaron 10 g de cada tipo de compost y se colocaron
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en botellas que contenian 90 mL de agua destilada estéril, siendo la primera dilucion y
a partir del cual se realizaron diluciones seriadas hasta 10, posteriormente se sembré
0.1 mL de cada dilucién en cajas Petri con medio de cultivo solido y fue distribuida en
la superficie con ayuda de una varilla de vidrio en forma de L (James y Sutherland,
1939; Jensen, 1968). Los microorganismos evaluados y los medios utilizados fueron:
bacterias totales (BT) en agar nutritivo y hongos totales (HT) en papa dextrosa agar
(Wollum I, 1982), bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSP) en medio Pikovskaya
(Pikovskaya, 1948), bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN) en medio Rennie, bacterias
productoras de auxinas (BPA) en medio Luria Bertani, bacterias degradadoras de
celulosa (BC) en medio agar-carboximetil celulosa (Pochon y Tardieux,1962) y
actinomicetos (AC) en medio Czapek. Después de la siembra, las cajas fueron
incubadas a 28 °C de 3 a 7 dias, dependiendo de cada grupo de microorganismos,
después se realiz6 el conteo de colonias crecidas para calcular las unidades
formadoras de colonias (UFC) (Ramirez-Gama et al.,, 2020). Posteriormente, se
seleccionaron y se aislaron cepas bacterianas de cada medio de cultivo, considerando
caracteristicas fenotipicas diferentes, como el color, forma, tamafio y apariencia, las

cuales fueron sembradas posteriormente en medio agar nutritivo para su purificacion.

1.4.2 Caracterizacion cualitativa de cepas bacterianas por atributos promotores

de crecimiento vegetal

Después de la purificacion, las cepas de bacterias se propagaron en caldo nutritivo por
48 h a 28°C y a 180 rpm en un agitador Thermo scientific® modelo MAXQ 400 con el
fin de obtener los in6culos bacterianos para realizar pruebas cualitativas de

mecanismos de promocién de crecimiento vegetal: produccion de acido indolacético
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(AIA), solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrégeno, degradacion de celulosa y

produccion de sideroforos.

La identificacién de cepas de bacterias productoras de AlA se realizé mediante una
técnica colorimétrica en microplacas. Las cepas de bacterias fueron sembradas en
microplacas de 96 celdas que contenian 150 pL de medio liquido LB (Luria-Bertani) por
celda, después de 48 h de incubacién a 28°C, se le agreg6 a cada celda 150 pL de
reactivo salkowski (2 % 0.5 M FeCI3 en 35 % de acido perclérico) y se incub6 durante
30 min en oscuridad. El indicativo de produccion de AlA es el cambio de coloracion del
medio, que va de un rosado tenue a rojo (Bric et al., 1991; Almaraz-Suérez et al.,
2020). En el caso de la identificacion de cepas solubilizadoras de fosfato, se sembr6 10
pML de in6culo de cada cepa en cajas Petri con medio de cultivo Pikovskaya y se
incubaron por 48 h, la formacion de un halo de color claro alrededor de la colonia fue el

indicativo de solubilizacién de fosfato.

Para bacterias con actividad celulolitica se inocularon las cepas en medio para
microorganismos celuloliticos (Pochon y Tardieux, 1962), las colonias de bacterias se
revelaron agregando a las cajas rojo congo al 0.1 % durante 15 min y solucion de NacCl
1 M durante 15 min, el indicativo de degradacién de celulosa es la formacion de un
halo de color amarillo o crema alrededor de la colonia. Para el caso de produccion
sideroforos, las cepas de bacterias se sembraron en tubos con 1 ml de caldo nutritivo e
incubadas a 28°C durante 24 h a 180 rpm, posterior a la incubacion se tom6 10 uL de
cada inoculo y se sembrd en cajas con medio cromo azurol-S (CAS) (Louden et al.,
2011). Las cajas se incubaron durante 24 y 48 h, el indicativo de produccién de

sidero6foros fue la formacién de un halo amarillo alrededor de la colonia. Para identificar
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cepas de bacterias fijadoras de nitrégeno, estas fueron sembradas en cajas Petri con
medio de cultivo Rennie (Rennie, 1981) y se incubaron durante 24 h. Las bacterias que

fueron capaces de crecer en el medio libre de nitrdgeno se consideraron como BFN.

1.4.3 Cuantificacion de AlA y fosfato soluble

A partir de las pruebas cualitativas, se seleccionaron 14 cepas bacterianas, con alguna
funcién de promocion del crecimiento vegetal. Estas cepas se evaluaron en medio
liquido con la finalidad de determinar la cantidad de &cido indolacético que producen y

la cantidad de fosfato que solubilizan.

Con respecto a la capacidad de solubilizar fosfato, las cepas de bacterias
seleccionadas se sembraron en tubos falcon de 15 ml que contenian medio
Pikovskaya liquido y utilizando Ca (POa4)2 como uUnica fuente de fosfato (Pikovskaya,
1948). Después fueron incubadas en agitacion a 28 °C durante 7 dias. Posteriormente,
los cultivos bacterianos se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min y se filtraron en
una membrana Durapore de 0.22 um (Millex®), se tomé 150 yL de cada filtrado y se
depositaron en microplacas de 96 celdas (Microplates Costar 3591, Corning, NY), a
cada pozo se le agreg6 50 pL de vanadato (NH4VO3 0.25 % en 35 % HNO3) y 50 yL de
molibdato ((NH4)s MO7024 al 5 %), después de 5 min de reaccion, las muestras fueron
leidas en un espectrofotometro Synergy 2 microplate reader, Biotek Instruments, Inc. a
420 nm (Almaraz-Suarez et al., 2020). La cantidad de fosfato soluble se calculo
mediante una curva estandar elaborada con concentraciones conocidas de fosfato

soluble.
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En el caso de la produccion de acido indolacético (AlA), las cepas bacterianas fueron
cultivadas en viales de 2 ml con medio Luria-Bertani liquido e incubadas por 48 h a 28
°C en agitacion a 180 rpm, se utilizaron dos grupos de tubos. A las 24 h, un grupo de
tubos con los cultivos bacterianos se centrifugaron a 7000 rpm por 15 min y se filtraron
en una membrana Durapore de 0.22 ym (Millex®), se tomé 150 yL del sobrenadante
de cada cultivo y se deposité en microplacas de 96 celdas (Microplates Costar 3591,
Corning, NY), anadiendo 150 uL de reactivo Salkowski, después se incubaron en
oscuridad durante 30 min y se analizaron en un espectrofotometro Synergy 2
microplate reader, Biotek Instruments, Inc. a 530 nm. A las 48 h, el otro grupo de tubos
se procesaron realizando el mismo procedimiento (Almaraz-Suarez et al.,, 2020). La
concentracion de AIA, se determin0 en funcibn a una curva estandar con

concentraciones conocidas de acido indol acético.

1.4.4 |dentificacion molecular

Se obtuvo material genético de 14 cepas bacterianas a partir de cultivos jovenes de 24
h y se realiz6 siguiendo el protocolo de extraccion de DNA para bacterias mediante el
método CTAB (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 2H20 mM, CTAB 2 %; NaCl 1,4 M) del
Laboratorio de Biotecnologia de Semillas del Campus Montecillo del Colegio de

Postgraduados.

Se amplifico un fragmento del gen ribosomal 16S ADNr, utilizando los iniciadores 8F
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). La
mezcla de reaccion de amplificacion fue con regulador de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) y se baso6 en: buffer 5X, dNTP's 2.5 mM, vaya Tag ADN polimerasa
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(5U), ADN 100 ng. La PCR se realizo en un termociclador C100 Touch (Bio-Rad, USA)
con una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 2 min; seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento a 59 °C por 30 s y la extension a 72
°C por 2 min, y una extension final de un ciclo a 72 °C por 10 min. Las amplificaciones
se observaron en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con colorante verde de ADN
(Green-DNA dye, Bio Basic Inc., Canada). Posteriormente, los productos finales se
purificaron con ExoSAP-IT (Affymetrix, USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La secuenciacion se llevd a cabo con el Genetic Analyzer modelo 3130
(Applied Biosystem, EE. UU) en ambas direcciones. Las secuencias correspondientes
a la regién 16S ADNr de cada una de las cepas, se editaron con el programa BioEdit
v7.0.9.1 (Hall, 1999). Se hizo un analisis para encontrar regiones de similitud local
entre secuencias con alineamientos significantes de cada aislamiento obtenido, para la
region 16S ADNr en la plataforma BLAST_ nucleotide 2.2.19 del National Center for
Biotechnology Informatio (NCBI) (Zhang et al., 2000). Finalmente, las secuencias de

las bacterias se depositaron en la base de datos de GenBank del NCBI.

1.4.5 Efecto de cepas de bacterias inoculadas en plantas micropropagadas de

cafla de azUcar durante la fase de aclimatizaciéon en invernadero

La fase de aclimatacién de plantulas de cafia de azucar se efectu6 en el invernadero
de cultivo de tejidos vegetales del Colegio de Postgraduados Campus Cordoba,
Veracruz, en los meses de diciembre/2020-febrero/2021. Se seleccionaron 120
plantulas de cafia de azlcar de la variedad Mex 69-290 propagadas in vitro con edad
de 20 dias en invernadero (pre-aclimatizacion). Como sustrato se utilizé una mezcla de

agrolita con peat-moss y tezontle en una relaciéon 1:1:1 v/vlv, esterilizada 3 veces en
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dias no consecutivos a 18 Ibs de presion durante 3 horas en autoclave vertical. Las
plantas seleccionadas fueron homogenizadas, dejando sélo un vastago y podadas en
la parte aérea y en la raiz, después fueron trasplantadas en charolas de 32 cavidades,
siendo una planta por cavidad la unidad experimental. Se utilizaron 15 tratamientos (14
cepas bacterianas y un testigo) con 8 repeticiones para cada tratamiento, donde las
plantas sin inocular fueron el tratamiento testigo. Las cepas de bacterias fueron
crecidas en caldo nutritivo durante 48 h hasta obtener una concentracion de 108
células mL* de acuerdo con la escala de McFarland. Las plantas se inocularon a los 5
dias después del trasplante agregando 2 ml de inéculo a las raices con jeringas
estériles. Las plantas fueron establecidas durante dos semanas en un invernadero con
malla sombra, posteriormente fueron transferidas a un invernadero con mayor
iluminacién. EL riego se realizd diariamente y se fertilizé dos veces a la semana con 15

ml de solucién nutritiva al 10 % (Steiner, 1961), aplicado con jeringas de 10 ml.

Las plantas fueron evaluadas a los 55 dias después de la inoculacion considerando las
siguientes variables de crecimiento: la altura de planta se midi6 con una regla
graduada en cm, niumero de hojas se cont6 de manera manual, volumen de raiz se
determind mediante la técnica de desplazamiento de agua por raiz en una probeta
graduada en mililitros (mL), didmetro de tallo se midié con un vernier en mm. El area
foliar se determind mediante una metodologia no destructiva, descrita por Herman y
Camara (1999) para cafa de azucar: AF=C*L*0.75*(N+2), en donde: AF= éarea foliar;
C=largo de la primera hoja completamente abierta; L=ancho de la primera hoja
completamente abierta; 0.75= factor de correccion de la hoja del cultivo; N=numero de

hojas totalmente abiertas con por lo menos 20% de area verde; 2=factor de correccion.
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Para determinar el peso seco de la parte aérea y de raiz, las muestras fueron secadas
hasta peso constante en un horno Felisa, Modelo 242-A a 70 °C durante 72 h, y luego
se pesaron en una balanza analitica Sartorious Modelo Anlytic AC 210S, llinois, EUA,
expresada en gramos (g). Las muestras secas se molieron para determinar el
contenido de nitrégeno (N), Fosforo (P) y potasio (K) en el laboratorio de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. El N se determiné por el
procedimiento semi-micro Kjeldahl (Etchevers, 1987). EI P por colorimetria de
complejos molibdofosforicos reducidos con acido ascorbico (AOAC, 1980) y el K por

fotometria de llama (Rodriguez y Rodriguez, 2015).
1.4.6 Disefio experimental y andlisis estadistico

Las poblaciones de microorganismos de cada uno de los 4 compost se analizaron
estadisticamente bajo un disefio experimental completamente al azar con 3
repeticiones. La capacidad de solubilizar fosfato y producir AIA de las 14 cepas de
bacterias se analiz6 estadisticamente en un disefio experimental completamente al
azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Se realizaron andlisis de varianza y
prueba de comparacion de medias (Tukey, a=0.05) mediante el software estadistico R
4.0.2. (R Core Team, 2020), utilizando el entorno de desarrollo integrado Rstudio. El
experimento de invernadero se establecié en un disefio experimental completamente al
azar y se usé como covariable la altura inicial de la planta bajo el siguiente modelo:
Y,,=p+C,+B(X,;-¥)+s,;. Los datos de crecimiento se procesaron estadisticamente y se
realizd un andlisis de covarianza con comparacion de medias Ls-means en el paquete

estadistico SAS 9.2.

42



1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1 Caracteristicas quimicas de los compost

Los compost presentaron valores de pH alcalinos, el compost T1 mostré el valor mas
alto con 9.6, mientras que el T4 el valor mas bajo con 8. EI mayor contenido de materia
organica (M.O.) se observo en el compost T1 con 37.9 %, por su parte el T4 presentd

el valor mas bajo de M.O. con 26.4 %.

Cuadro 1.1. Andlisis quimico de compost de cachaza de cafia de azicar mezclada con
gallinaza en cuatro diferentes proporciones.

Compost pH CE (dS/m) % CO %M. O. % NT  Relacién C/N
T1 9.6 0.33 21.97 37.88 231 9.5
T2 9.0 0.29 19.11 32.94 2.59 7.4
T3 8.7 0.16 19.75 34.04 1.51 13.1
T4 8.0 0.05 15.29 26.35 1.33 11.5

T1=25% cachaza y 75 % gallinaza (2.5:7.5 vlv); T2=50% cachaza y 50 %gallinaza (5:5 v/v); T3=75%
cachazay 25 % gallinaza (7.5:2.5 v/v); T4=100% cachaza y 0% gallinaza (10:0 v/v)

En cuanto al contenido de nitrégeno, también se observd mayor concentracién en T1
(2.31 %). La mayor relacion C/N se encontré en T3, compost conformado solo por 75
% de cachaza con 25% de gallinaza, mientras que la conductividad eléctrica fluctué de
0.05 a 0.33 dS/m (Cuadro 1.1). Bohorquez et al. (2014) encontrd valores de pH en
compost de cachaza de cafia de azucar de 7.1 a 7.3 y una relacion C/N de 11.6 a los
90 dias, mientras que Rasappan et al. (2015) a los 40 dias encontr6 valores de pH en
compost de 7.8 y contenido de nitrégeno de 1.7. Esto sugiere que valores diferentes
encontrados en los compost, quiza es debido a diferencias en las proporciones de los

materiales usados para preparar los compost.
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1.5.2 Poblaciones microbianas en compost

El andlisis de varianza mostré diferencias altamente significativas (gl=3,8; F=1.48,
P<0.00456) entre los compost con respecto a poblaciones de bacterias totales (BT), lo
cual la mayor poblacién se encontré en los compost T4 y T3 con alrededor de 53x10°

UFC.

Cuadro 1.2. Unidades formadoras de colonias (UFC) en compost de cachaza de cafia de
azlcar mezclada con gallinaza en cuatro proporciones diferentes.

HT BSP AC BT BDC BPA BFN
4 5 6
Compost UEC x 10° UFC_)i 10 UFC >§ 10 UFC >§ 10
g? g g g
T1 5.1, 5.8, 3.3 26.24p 25.1y 60.4, 38.64
T2 1.6p 24.64 2.5 10.8p 7.5 17.90c 7.1,
T3 4.9y 12.7, 1.8p 53.14 25.8y 46.3qp 18.6a
T4 40.3a 22.5, 14.82, 54.5, 65.2, 8.8¢ 16.1,
CME 6.03x10° 7.4x10°  6.8x10%®  1.3x10'?  1.8x10'?  1.2x10'  1.7x10%

T1=25% cachaza+75 % gallinaza; T2=50% cachaza+50 %gallinaza; T3=75% cachaza+25 % gallinaza;
T4=100% cachaza+0% gallinaza. HT (hongos totales); BSP (bacterias solubilizadoras de fosfatos); AC
(actinomicetos); BT (bacterias totales); BDC (bacterias degradadoras de celulosa); BPA (bacterias
productoras de auxinas); BFN (bacterias fijadoras de nitr6geno). *Letras diferentes dentro de la misma
columna mostraron diferencias estadisticas significativas (Tukey, a=0.05). CME=Cuadrado Medio del
Error.

La mayor poblacion de bacterias productoras de auxinas (BPA) se observo en el
compost T1 con 60.45x10° UFC, la cual fue estadisticamente diferente (gl=3,8; F=0.30;
P<0.00163) a los compost T2 y T4. Para bacterias con actividad celulolitica (BDC), el
compost T4 fue estadisticamente diferente y superior al resto de los tratamientos
(gl=3,8; F= 4.21; P<0.0012), con una poblacién de 65.2x10° UFC. Los actinomicetos
(AC) y hongos totales (HT) siguieron la misma tendencia, siendo el compost T4

estadisticamente mayor al resto de los tratamientos (gl=3,8; F=2.56; P<0.00085) con
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poblaciones de 14.8x10* UFC y 40.3x10° UFC, respectivamente. Con respecto a BSP y
BFN no se observaron diferencias significativas (gl=3,8; F=3.88; P<0.089) entre los
compost (Cuadro 1.2). Se puede observar que la mayor poblacion de bacterias se
observo en T4 y T3 mientras que hongos y actinomicetos se encontraron en el T4, el
cual esta conformado solo por cachaza de cafia de azlUcar. En un estudio similar
realizado por Romero-Yam et al. (2015), las mayores poblaciones de bacterias y
hongos se observaron en mezclas de cachaza de cafa de azucar con gallinaza en una
relacion 9:1 v/ivy 7:3 v/v. Sin embargo, las poblaciones méas bajas, se encontraron en
compost conformado solo por cachaza de cafa de azucar. Estos resultados contrarios,
puede deberse a la etapa de estabilizacion, en el que se encontraba el compost al
momento de los analisis. Kutu et al. (2019) encontraron bajas poblaciones de hongos y
actinomicetos en residuos avicolas, comparado con otro tipo de residuos, como
estiércol de vaca, lo cual sugiere que la calidad nutrimental de los materiales usados
para producir compost afecta a los microorganismos. De hecho, en un estudio reciente
sobre los factores que contribuyen a la variaciéon de los microorganismos durante el
compostaje de estiércol de ganado bovino, se observé que la composicion de las
comunidades microbianas estuvo significativamente relacionada con el carbono
organico soluble y la temperatura. Ademas de estos dos factores, la relacion C/N
contribuy6 significativamente en la variacion de la composicion de la comunidad de
hongos (Huhe et al., 2017). Abou et al. (2021) menciona que, la dieta proporcionada a
las aves influye en la calidad del compost y la poblacion microbiana. Resultados de
esta investigacién también pueden estar influenciados por las caracteristicas quimicas

del compost, tales como contenido de materia organica, relacién carbono-nitrégeno y el
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pH. El compost T4 presentd un pH de 8, el cual fue mas bajo con respecto a los otros
compost (Cuadro 1). El pH del compost debe oscilar entre 6.5 y 7, valores mas altos
puede influir negativamente en las poblaciones microbianas y su actividad (Mari et al.,
2005; Zhang et al., 2016). No obstante, los valores de pH dependen del proceso de
compostaje y los materiales utilizados. Alvarez et al. (2019), observaron incrementos
en el pH en 11 semanas de composteo, con valores mayores a 8 en residuos avicolas.
Por su parte, Villar et al. (2016), mencionan que la degradacion de materia organica y
la actividad de los microorganismos tienen influencia directa en las variaciones del pH,
ademas, el tipo de material original del compost determina los microorganismos que se

pueden desarrollar en el material, durante el proceso hasta la etapa de maduracion.

Por otra parte, en el presente trabajo se encontr6 una mayor poblacién de bacterias
degradadoras de celulosa (BDC) en compost conformado solo por cachaza de cafa de
azlcar (65.2x10° UFC). La celulosa es el polimero mas abundante en plantas, por lo
gue se puede encontrar en mayor cantidad en residuos organicos vegetales como la
cachaza, y dado que es una fuente de carbono para los microorganismos, hay una
relacién entre contenido de celulosa y microorganismos que degradan este material
tales como bacterias, hongos y actinobacterias (Insam y De Bertoldi, 2007). Tayyab et
al. (2018) mencionan que un aspecto determinante en la poblacién microbiana es la
mezcla de materiales para el composteo, por ejemplo, la utilizacion de paja de cafia de
azucar sin compostear presenta una poblacion baja de bacterias e incluso de las
bacterias degradadoras de lignocelulosa, debido a que su funcionalidad esta reducida,
lo contrario sucede cuando la paja es mezclada con estiércol animal. No obstante, en

este estudio, se observdé mayor poblacion de algunos grupos de microorganismos en
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compost de cachaza de cafia de azucar mezclada con gallinaza, e incluso en el
compost que solo tenia cachaza de cafa de azlcar (T4). Hay varios factores que estan
influyendo en el crecimiento de la poblaciéon microbiana en los diferentes tipos de
compost, durante el proceso de descomposicion, la maduracion y la estabilizacion del
compost y que también dependen de la composicién de la materia prima utilizada y de
los microorganismos presentes, tales como bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (Chinakwe et al., 2019), que al final del proceso refleja la calidad del compost,

el cual podria ser considerado como una opcion a la fertilizacién quimica.

1.5.3 Aislamiento y caracterizacion cualitativa de cepas bacterianas

Se aislaron un total de 63 cepas bacterianas, de las cuales solo el 22 % mostraron la
capacidad de producir acido indolacético, el 21.4 % tenian capacidad de fijar nitrégeno,
mientras que el 10.7 % de las cepas mostraron el atributo de solubilizar fosfatos, con
halos de solubilizacion entre 1mm a 4.3 mm; y solo un pequefio porcentaje de las
cepas presentaron capacidad de produccién de sideroforos (6.93 %) y degradacion de
celulosa (5 %). Del total de cepas se seleccionaron 14 que presentaron al menos un
mecanismo de promocion de crecimiento (Cuadro 1.3). Ademas de compost, muchas
cepas de bacterias han sido aisladas de hojas, tallos, raices y rizosfera de cafa de
azucar. Muthukumarasamy et al. (2017) aislaron 41 cepas bacterianas de hojas, raices
y rizosfera de cafia de azlcar, sin embargo, solo el 19 % de las cepas fueron capaces
de mostrar habilidades de solubilizacién de fosfato, produccion de acido indolacético y

fijacion de nitrdgeno y que pertenecian a los géneros Roseateles y Burkholderia.
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Cuadro 1.3. Cepas bacterianas seleccionadas con algin mecanismo de promocién del
crecimiento vegetal.

Produccién
de
sider6foros®

Produccién Actividad Solubilizacién de  Fijacion de

Cepas de AIA?2 celulolitica® fosfato® nitrégeno®

CPOC3 - +
CPOC5 - -
CPOC7 - +
CPOC11
CPOC12
CPOC22
CPOC32
CPOC36
CPOC45
CPOC48
CPOC49
CPOC56
CPOC57
CPOC60 + - - - +

+ + + + + +

+
+ + + + + + + + + + +

+ + +
LI |
[
[
+

a (+) produce AIA, (-) no produce AIA; b (+) degrada celulosa (-) no degrada celulosa; ¢ (+) solubiliza
fosfato, (-) no solubiliza fosfato; d (+) fija N, (-) no fijja N; e (+) produce sideréforos, (-) no produce
sideréforos.

Wabhla y Shukla (2017) aislaron cepas de bacterias de la rizosfera de cafia de azulcar,
capaces de solubilizar fosfato, con indices de solubilizacion de 3 a 3.5 mm,
principalmente de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Azotobacter. Mientras que,
Santos y Rigobelo (2021) aislaron un total de 167 cepas bacterianas de la rizosfera de
diferentes variedades de cafia de azlcar, de las cuales 34.7 % de las cepas fueron
capaces de fijar de nitrégeno, 12 % produjeron acido indolacético, 31.7 % mostraron
actividad celulolitica y 30 % mostraron la habilidad de solubilizar fosfato. Estos estudios
demuestran la gran diversidad funcional de bacterias que se encuentran en compost,
rizosfera y en las diferentes partes u organos de plantas de cafia de azucar, de las
cuales muchas de estas tienen habilidades promotoras de crecimiento que pueden ser

inoculadas en plantas para mejorar su crecimiento.
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1.5.4 Cuantificacién de AIA y solubilizacién de fosfato

Con respecto a las pruebas cuantitativas, se encontraron diferencias estadisticas
significativas (gl=4,56; F= 2.6; P<0.0001) para la produccién de AIA y solubilizacién de
fosfato entre de las 14 cepas de bacterias evaluadas. A las 24 h, la cepa CPOC12
produjo la mayor cantidad de &cido indolacético (AIA) (14.7 pg mL™?) el cual mostréd
diferencias estadisticas significativas con el resto de las cepas (gl=4,56; F=1.04;
P<0.0001). Mientras que, a las 48 h la cepa CPOC56 fue estadisticamente diferente
(gl=4,56; F=1.26; P<0.0001) al resto de los tratamientos con una cantidad de AIA
producida de 33.3 ug mL*. En cuanto la solubilizacién de fosfato, la cepa CPOCA48 fue
estadisticamente diferente (gl=4,56; F= 1.69; P<0.0001) al resto de los tratamientos y
mostré una fuerte capacidad de solubilizar fosfato con un valor de 257.55 pug mL?,
seguido por las cepas CPOC49 y CPOC12 con 181.1 ug mL?'y 55. 13 ug mL?* de

fosfato solubilizado respectivamente (Cuadro 1.4).

Muchos estudios han demostrado que bacterias aisladas de rizosfera, residuos y
partes de la planta de cafia de azucar, tienen la capacidad de producir AlA y solubilizar
fosfato. Santos y Rigobelo (2021), aislaron 167 cepas de bacterias de la rizosfera de
algunas variedades de cafia de azlcar, de las cuales dos cepas de Enterobacter
asburiae produjeron la mayor cantidad de AIA con alrededor de 56 ug mL, y una cepa
de Bacillus thuringiensis tuvo la capacidad de solubilizar hasta 481 mg de P mL™.
Mientras que, Morgado et al. (2015) observdé que Pseudomonas luteola produjo una
mayor cantidad de AIA con 117.3 pg mL? y Stenotrophomas maltophilia solubilizé

222.4 ug de fosfato mLl. Sin embargo, algunos géneros de rizobacterias como
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Acinetobacter sp tienen la capacidad de solubilizar hasta 682 pg ml* de fosfato

tricalcico y hacerlo disponible para las plantas (Bharward y Rajkumar, 2020).

Cuadro 1.4. Produccion de acido indolacético a las 24 y 48 h y fosfato soluble a los 7
dias, de bacterias aisladas de compost.

Produccion de &cido indol acético (AlA)

Hg mL™ Fosfato soluble
Cepas pug mLt
24 h 48 h (7 dias)
CPOC12 14.7a 23.4b 55.13c
CPOC49 9.1ab 13.3cd 181.10b
CPOC45 8.9abc 17.1bc 10.41d
CPOC5 8.1abc 5.1e 0.37d
CPOC56 5.9bc 33.3a 0.72d
CPOC36 5.1bc 19.9 0.56d
CPOC48 4.8bc 5.3e 257.59a
CPOC60 4.4bc 9.6de 0.53d
CPOC3 3.9bc 20.1bc 15.69d
CPOC7 2.9bc 16.5bcd 0.98d
CPOC32 2.7bc 13.9cd 0.91d
CPOC11 1.5bc 19.6bc 5.43d
CPOC57 1.1bc 9.4de 0.29d
CPOC22 0.8c 18.3bc 0.22d
CME 10.63 8.61 65.67

*Letras diferentes dentro de la misma columna mostraron diferencias estadisticas significativas (a=0.05),
CME=Cuadrado Medio del Error.

La produccion de AIA y la solubilizacion de fosfatos, son dos caracteristicas
importantes en la seleccién de bacterias con capacidad de promover crecimiento, las
cuales pueden ayudar a un mayor desarrollo celular de la raiz y la proliferacion de
pelos radicales, lo que contribuye a incrementar la absorcion de agua y nutrientes

(Glick, 2012).
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1.5.5 Identificacién molecular

El andlisis de las secuencias de ADNr 16 S amplificadas mostré que las 14 cepas con
atributos de promocion de crecimiento tienen alta similitud a 7 géneros diferentes

(Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Especies de bacterias aisladas de compost de cachaza de cafia de azlcar
con gallinaza.

Clave de Identificada como Maxima No. de acceso al
identificaciéon identidad GenBank
CPOC3 Bacillus lincheniformis 100 ON982497
CPOC5H Staphylococcus equorum 100 ON982498
CPOCY Bacillus lincheniformis 100 ON982499
CPOC11 Bacillus lincheniformis 100 ON982500
CPOC12 Acinetobacter pittii 100 ON982501
CPOC22 Bacillus pumilus 100 ON982502
CPOC32 Paenarthrobacter sp. 99.79 ON982503
CPOC36 Bacillus australimaris 100 ON982504
CPOC45 Enterobacter cloacae 99.93 ON982505
CPOC48 Acinetobacter vivianii 99.93 ON982506
CPOC49 Weizmannia ginsengihumi 100 ON982507
CPOC56 Achromobacter xylosoxidans 99.93 ON982508
CPOC57 Enterobacter hormaechei 99.93 ON982509
CPOC61 Achromobacter xylosoxidans 99.93 ON982510

El género Bacillus presentdé mayor numero de especies: Bacillus lincheniformis
(CPOC3, CPOC7, CPOC11), Bacillus pumilus (CPOC22), Bacillus australimaris
(CPOC36), también se encontraron dos especies de Enterobacter: Enterobacter
cloacae (CPOC46) y Enterobacter hormaechei (CPOC57). De igual forma, se
encontraron las especies de Acinetobacter pitti (CPOC12) y Acinetobacter vivianni
(CPOC48). Las cepas CPOC56 y CPOC61 fueron identificadas como Achromobacter
xylosoxidans., y finalmente las cepas CPOC32, CPOC6 y C49 como Paenarthrobacter
sp., Staphylococus equorum y Weizmannia ginsengihumi, respectivamente (Cuadro

1.5). Las bacterias del género Bacillus se han encontrado en diferentes ambientes, sin
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embargo, sus funciones pueden diferir de cepa en cepa. Se ha observado que varias
de las especies que se identificaron en el presente trabajo tienen diferentes
caracteristicas funcionales, por ejemplo, se ha observado que Bacillus lincheniformis
tiene actividad celulolitica y es capaz de tolerar altas temperaturas durante el proceso
de compostaje, esta especie ha sido aislada en compost de residuos avicolas
mezclados con paja de arroz (Zainudin et al., 2022), por su parte Bacillus pumilus ha
mostrado la capacidad de suprimir enfermedades en algunos cultivos (Li et al., 2020).
Weizmannia ginsengihumi ha sido aislada principalmente de suelo y de Panax ginseng,
la cual ha mostrado la capacidad de producir acido indolacético (Gupta et al., 2020;
Kwon et al., 2021). Mientras que el género Enterobacter sp. lo han caracterizado como
una bacteria solubilizadora de fosfatos (Safirzadeh et al., 2019). Las especies del
género Sthaphylococcus sp. han sido conocidos como patégenos humanos, no
obstante, también han sido aislados en rizosfera de cultivos como arroz, cafia de
azucar y suelos contaminados, entre otros y tienen caracteristicas de promocion del

crecimiento vegetal (Silva y Vidor, 2000; Sarathambal et al., 2015).

Por otra parte, el género Acinetobacter ha sido reconocido que posee cepas de
bacterias enddfitas, con capacidad de promover el crecimiento vegetal, a través de la
solubilizacion de fosfato y antagonismo contra Rhizoctonia sp, Fusarium oxysporum,
Phomas sp. y Bipolaris papendorfii (Silva et al., 2021). Asimismo, Khan et al. (2010),
mencionan que este género tiene la habilidad de fijar nitrégeno y producir &acido
indolacético. Algunas especies de Achromobacter también han sido aislados de varias
fuentes, se ha observado que estas bacterias tienen la capacidad de promover el

crecimiento vegetal, debido a que presentan diferentes atributos como capacidad para
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solubilizar fosfato, producir acido indolacético y sideroforos, asi como actividad
antagonista contra Phytopthora cinnamomi (Rosli, 2016; Li et al., 2018;). Mientras que,
Nascimento et al. (2021), ha mostrado que Achromobacter xylosidans tiene capacidad
de producir acido indolacético, acido fenilacético, acido salicilico, acido benzoico y

etileno.

1.5.6 Efecto de cepas de bacterias inoculadas en plantas micropropagadas de

cafa de azUcar durante la fase de aclimatacion

1.5.5.1 Variables de crecimiento

El andlisis de covarianza mostr6 diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (gl=15,87; F= 2.92; P<0.0001). De acuerdo con los resultados de este
estudio, las plantas inoculadas con Achromobacter xylosoxidans CPOC56,
Acinetobacter vivianii CPOC48, Bacillus lincheniformis CPOC11 y Bacillus
lincheniformis CPOC3, mostraron los mejores resultados en las variables de
crecimiento evaluadas, siendo estadisticamente diferentes al resto de los tratamientos
(Cuadro 1.6). Las plantas inoculadas con Achromobacter xylosoxidans CPOC56
tuvieron una altura promedio de 8. 3 cm, lo que significa (gl=15,87; F= 2.92; P<0.0009)
un incremento del 40 % con respecto a plantas sin inocular (Tes). Ademas, las plantas
desarrollaron mayor numero de hojas al ser inoculadas con Achromobacter
xylosoxidans CPOC56, Acinetobacter vivianii CPOC48 y Bacillus lincheniformis
CPOC11 con 4 hojas en promedio, mostrando diferencias estadisticas significativas
con el resto de los tratamientos (gl=15,87; F=0.74; P<0.0001). EI mayor volumen

radical se observo con la inoculacion de Achromobacter xylosoxidans CPOC56 y
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Acinetobacter vivianii CPOC48, con incrementos significativos (gl=15,87; F= 1.69;
P<0.0001) en el volumen de raiz de hasta 124% y 81 % respectivamente, comparado
con plantas sin inocular (Tes). Con respecto al diametro de tallo, se observd que diez
cepas fueron estadisticamente diferentes al testigo (Tes) (gl=15,87; F= 1.52;
P<0.0001), siendo Achromobacter xylosoxidans CPOC56, Bacillus lincheniformis
CPOC3 y Acinetobacter viviani CPOC48, con los mayores valores. Otra variable
importante es el area foliar, las plantas inoculadas con Achromobacter xylosoxidans
CPOC56 mostraron diferencias estadisticas significativas con el resto de los
tratamientos (gl=15,87; F= 1.25; P<0.0001), obteniendo un é&rea foliar promedio de
101.6 cm?, el cual representa un incremento altamente significativo de 107 % con

respecto a plantas no inoculadas (Tes) (Cuadro 1.6).

Diferentes estudios han demostrado que varios géneros de bacterias son capaces de
mejorar el crecimiento de plantas de cafia de azucar. Morgado et al. (2015),
encontraron resultados similares al presente trabajo en plantulas de cafia de azulcar
durante la fase de aclimatacibn a los 75 dias después de la inoculacion de
rizobacterias, con incrementos en la altura del 27.7 %, diametro de tallo en 30.7%,
mientras que el area foliar increment6 en 49 % y el numero de brotes en 38.5 %. Las
cepas usadas por los autores fueron de las especies Pseudomonas luteola,
Aeromonas salmonicida y Steptrophomonas maltophilia. También, Hossain et al.
(2020), observaron que la inoculacion de plantulas de cafa de azucar con Bacillus
cereus BUS013 y Acinetobacter calcoaceticus BUS09 junto con diferentes dosis de
nitrogeno en solucidon nutritiva, tuvieron un efecto positivo en la altura de planta,

numero de hojas, longitud de raiz y verdor de hoja, con respecto al testigo. Asimismo,
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Patel et al. (2022), encontraron un mayor desarrollo en el nimero de hojas en plantulas
de cafia de azUcar y un incremento en la longitud de la raiz de 10.22% con respecto al
testigo, al ser inoculadas con Acinetobacter sp. RSC9, incluso bajo condiciones de
estrés salino. Mientras que Silva et al. (2021), observaron que la inoculacion en plantas
micropropagadas de cafia de azlcar con Acinetobacter iwoffi Bac 109, tuvo efecto en
la longitud de tallo con un aumento de 35 % con respecto a plantas no inoculadas

(tratamiento testigo).

Cuadro 1.6. Variables evaluadas de plantulas in vitro de cafia de azUcar inoculadas con
rizobacterias en la fase de aclimatizacion en invernadero.

Cepas Altura (cm) No. hojas V_olumen3 Diametro de  Area fcz)liar
radical (cm?®) tallo (mm) (cm?)

CPOC56 8.31a 4.06a 2.72a 2.70a 101.63a
CPOC60 7.02p 3.59%p 1.54cde 2.43anc 56.16bc
CPOC22 7.00p 3.62ap 1.850pcd 2.25pc 62.52p
CPOC36 6.94bc 3.80ab 1.84bcde 2.46ab 55.78bc
CPOC12 6.78bc 3.58ap 1.78bcde 2.45ap 55.03bc
CPOC45 6.7 Lbcde 3.93a 1.92pcd 2.33anc 59.81bc
CPOC3 6.67bcde 3.74a 1.81bcde 2.66a 58.10bc
CPOC48 6.63bcde 4.054 2.20ab 2.50ab 55.66bc
CPOC49 6.53bcde 3.70ab 2.05pc 2.43ap 56.06bc
CPOC32 6.460bcde 3.93a 1.41qe 2.30abc 62.63b
CPOC11 6.300bcde 4.044 1.68bcde 2.200bcd 57.24nc
CPOC7 6.12cde 3.85ap 1.35de 2.47ap 66.12p
CPOC5 6.12cde 3.86ap 1.53cde 2.18bcd 48.61bc
CPOC57 5.84¢ 3.85ap 1.37de 2.03cd 41.46¢
Tes 5.93de 3.43p 1.21e 1.814 49.07bc

CME 0.7379 0.2739 0.3895 0.1591 399.65

*Letras diferentes dentro de la misma columna mostraron diferencias estadisticas significativas (a=0.05),
CME=Cuadrado Medio del Error.

Por otra parte, los efectos positivos de la inoculacién del género Achromobacter, se

han observado en el crecimiento de plantas de pepino, donde las cepas SOLR10 y
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AB2 de este género incrementaron la longitud de tallo y el volumen de raiz
(Nascimento et al., 2021). Asimismo, Abdel-Rahman et al. (2017), en tomate mostraron
gue Achromobacter sp. EMCC1936 incremento significativamente la altura de la planta,
didmetro de tallo y niamero de frutos por planta en 162 % con respecto al testigo.
Mientras que, Achromobacter spanius promovio el crecimiento de otras gramineas
como Phragmites australis (Soares et al., 2016) y Lolium multiflorum (Castanheira et

al., 2014).

Estos efectos positivos en el crecimiento de las plantas, probablemente se debi6 a
alguna de las funciones que realizan las cepas de bacterias como produccién de AlA,
solubilizacion de fosfato, produccion de sideréforos, fijacion de nitrégeno, o
degradacion de celulosa. Con respecto a la produccién de AIA, Achromobacter
xylosoxidans CPOC56 fue capaz de producir 33.3 ug mL* de AIA, mientras que,

Acinetobacter vivianii CPOC48 produjo la cantidad mas baja de AIA con 5.3 ug mL™2.

El AIA es una de las principales hormonas vegetales que las bacterias pueden producir
y al que se le atribuye un mayor desarrollo radical, con lo que se aumenta la capacidad
de absorcion de nutrimentos y se manifiesta en mayor crecimiento de la planta
(Spaepen y Vanderlyeden, 2011). Con respecto a la solubilizacion de fosfato,
Achromobacter xylosoxidans CPOC56 solubilizé menos fosfato (0.72 pg mL?) y
Acinetobacter vivianii CPOC48 solubiliz6 mayor cantidad (257.59 pg mL™1). Estudios
realizados con Vigna radiata indicaron que la inoculacion de Acinetobacter sp. SK2,
mejord el crecimiento de las plantas debido a que solubiliza una gran cantidad de
fosfato tricalcico (682 pg mL?) (Bharward et al., 2020), ademas, fue capaz solubilizar K,

lo cual es un elemento importante para la activacion de varias enzimas, que ayudan al
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crecimiento vegetal (Etesami et al., 2017). Govindarajan et al. (2006) y Pereira et al.
(2019), encontraron que la inoculacidén de rizobacterias en plantas de cafia de azlcar,

estimula el desarrollo del sistema radical.

Este incremento en el crecimiento de la raiz permite una mayor exploracion del suelo y
una eficiente absorcion de agua y nutrientes e incluso mejora el uso de los fertilizantes
nitrogenados (Schultz et al., 2016), lo cual conduce a un aumento en la produccion de
biomasa. Por consiguiente, estos dos mecanismos promotores de crecimiento, como la
produccién de 4&cido indolacético y solubilizacion de fosfato, pudieron influir
principalmente, en mejorar el desarrollo de las plantulas de cafa de azlcar en la fase
de aclimatacion. Segun Lugtenberg y Kamilova (2009), las rizobacterias, ademas de
ayudar al crecimiento de la planta mediante la nutricion, pueden aminorar el ataque de
microorganismos patégenos, asi como moderar los efectos deletéreos causados por
los estreses biodticos y abiodticos, como sucede en las plantulas de cafia de azucar

producidas in-vitro, al momento de adaptarlas en invernadero.

1.5.5.2 Biomasa seca

En cuanto a biomasa seca, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (gl=15,87; F= 1.69; P<0.0001) (Cuadro 1.7). Las plantas
inoculadas con Achromobacter xylosoxidans CPOC56 presentaron incrementos
significativos del 93 % y 37 %, en peso seco de la parte aérea y la raiz, con respecto a

plantas no inoculadas.
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Cuadro 1.7. Peso seco de parte aérea y raiz de plantulas in vitro de cafia de azlcar,
inoculadas con rizobacterias durante la fase de aclimatizacion en invernadero.

g planta®
Cepas
Peso seco aéreo Peso seco de raiz
CPOC56 0.305a 0.218a
CPOC48 0.202p 0.185ab
CPOC49 0.190nc¢ 0.167bc
CPOC3 0.193bc 0.182ap
CPOC36 0.1871c 0.177b
CPOC45 0.197bc 0.175b
CPOC11 0.1671nc 0.158hc
CPOC12 0.180bc 0.161nc
CPOC22 0.211p 0.177b
CPOC7 0.194bc 0.176b
CPOC32 0.181nc 0.161bc
CPOC5 0.163nc 0.149bc
CPOC60 0.186nc 0.158bc
Tes 0.158kc 0.159nc
CPOC57 0.147. 0.131c
CME 0.0027 0.0014

Letras diferentes dentro de la misma columna mostraron diferencias estadisticas significativas (a=0.05),
CME=Cuadrado Medio del Error.

En varios estudios se ha observado que el género Achromobacter posee atributos que
promueven el crecimiento de las plantas, en investigaciones similares, se encontraron
incrementos en la biomasa seca de tallo y raiz de plantulas de cafia de azucar del 29
% y 30% al ser inoculadas con Achromobacter spanius IP23 en comparacion con
plantas no inoculadas (Santos y Rigobelo, 2021). Por otra parte, los efectos positivos
de acinetobacter viviannii CPOC48 solo se observaron en peso de la parte aérea y
raiz, con aumentos significativos del 60 % y 39 %, respectivamente, al ser comparados
con el testigo (Tes). Estudios realizados en trigo con la inoculacion de Acinetobacter
guillouiae EU-B2RT.R1 encontraron un aumento significativo en peso de biomasa
aérea (34 g) y de raiz (17 g) con respecto al testigo. Estos resultados positivos, es

probablemente debido a la produccion de hormonas por las rizobacterias, lo cual
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influye en la elongacion de la raiz y mayor formacion de hojas, lo cual se refleja en un

incremento en la biomasa fresca y seca (Hossain et al., 2020).

1.5.5.3 Contenido nutrimental

El andlisis de covarianza mostré diferencias altamente significativas (gl=14,105; F=5.8;
P<0.000028) entre tratamientos en el contenido de macronutrientes (N, P, K (Cuadro
1.8). Las plantas inoculadas con Achromobacter xylosoxidans CPOC56 fueron
estadisticamente diferentes al resto de los tratamientos en el contenido de nitrégeno

(4.61 mg plantal).

Cuadro 1.8. Contenido de N, Py K en plantas de cafia de azGcar micropropagadas,
inoculadas con rizobacterias.

mg planta!
Cepas
Nitrégeno (N) Fosforo (P) Potasio (K)

CPOC56 4.61a 0.042¢ 2.79ab
CPOC48 3.03p 0.036¢ 2.19bcd
CPOC49 2.72p 0.092p 3.65a
CPOCY 2.71p 0.0680cd 2.12bcd
CPOC45 2.68b 0.068ncd 1.68cqd
CPOC36 2.660 0.0730c 2.566c
CPOC3 2.600 0.055¢de 1.91bcd
CPOC60 2.52p 0.083p 1.890cd
CPOC22 2.52p 0.076nc 2.80ad
CPOC12 2.28b 0.0484e 1.84pcd
CPOC11 2.11p 0.120a 2.11bcd
CPOC5 2.11p 0.057cde 1.940cd
CPOC32 2.04p 0.055¢de 1.484
CPOC57 1.760 0.043¢ 1.61cd
TES 2.14p 0.053cde 1.74cd
CME 0.595 0.000206 0.331

*Letras diferentes dentro de la misma columna mostraron diferencias estadisticas significativas (a=0.05),
CME=Cuadrado Medio del Error.

Un estudio mostré que la inoculacion de bacterias consideradas como fijadoras de

nitrogeno tales como, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropidace,
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Herbaspirillum rubisulbicas, Nitrospirillum amazonense tienen un efecto positivo en la
acumulacién de nitrégeno en plantas de cafias de azucar de hasta 42% mas, que en
plantas no inoculadas (Martins et al., 2020). En esta investigacion, aunque
Achromobacter xylosoxidans CPOC56, no mostro la habilidad de fijacion de nitrdgeno,
las plantas inoculadas con esta cepa obtuvieron un incremento de 115 % de nitrégeno
con respecto al tratamiento testigo, posiblemente debido a que estas plantas
desarrollaron un mayor volumen radical, con el tuvieron mayor capacidad de
exploracion y captar mayor cantidad de este nutrimento. Santos y Rigobelo (2021)
también encontré una mayor concentracion de nitrégeno (69%) en plantas de cafia de
azucar que incrementaron su volumen radical, al ser inoculadas con Achromobacter
spanius IP23, comparado con plantas no inoculadas. Sin embargo, algunas bacterias
gue presentaron mecanismos de fijacibn de nitrdgeno no presentaron efectos
diferentes con respecto a las plantas no inoculadas. Segun Moutia et al. (2010), la
acumulacién de nitrogeno depende del tipo de bacteria y su actividad nitrogenasa, ya
gue son mas eficientes en cuanto a la fijacién biolégica de nitrégeno, por crecer dentro
de los tejidos de la planta. Asimismo, Gluconacetobacter diazotrophicus, una bacteria
encontrada en cafia de azucar mejora la actividad nitrogenasa, cuando se desarrolla

en espacios intercelulares con baja disponibilidad de nitrégeno (Dong et al., 1995).

En cuanto al fosforo, la mayor concentracion (0.12375 mg/ planta), se observé en
plantas inoculadas con Bacillus lincheniformis CPOC11, con un incremento significativo
(gl1=14,105; F=20.03; P<0.000023) de 133 %, comparado con el testigo. Este resultado
puede atribuirse a la capacidad de la cepa, de solubilizar fosfato (5.43 pug mL?) y

hacerlo disponible para la planta. El contenido de fésforo en parte aérea es importante,
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ya que este nutrimento participa en varias funciones importantes como la sintesis de
componentes celulares, de fosfolipidos, nucledtidos, entre otros (Taiz et al., 2015).
Rosa et al. (2020), mencionan que la inoculacidén de plantas de cafia de azucar con
Bacillus subtilis y Pseudomonas flourescens junto con dosis bajas de fésforo,
aumentaron la concentracion de fosforo en hojas, Asimismo, dos Santos et al. (2020),
encontraron que la inoculacion de bacterias en dos variedades de plantas de cafa de
azucar y utilizando solucion nutritiva Hoagland con dosis baja en nitrdgeno, aumento la
concentracion de fosforo y potasio, en comparacion con plantas no inoculadas, lo cual
puede estar ocurriendo en este experimento al utilizar solucion nutritiva al 10%, lo que
indica que los nutrimentos son absorbidos de manera eficiente con ayuda de las

bacterias.

Por otra parte, el mayor contenido de potasio se encontrd en plantas inoculadas con
Weizmannia ginsengihumi CPOCA49, seguido de Achromobacter xylosoxidans CPOC56
y Bacillus safensis CPOC22, con incrementos en las concentraciones de 108 %, 60% y
59 % con respecto al testigo (plantas sin inocular). El potasio es otro de los nutrientes
importantes para el crecimiento y buen desarrollo de las plantas, siendo uno de los
nutrimentos almacenados en grandes cantidades por las plantas de cafia de azucar,
después del nitrogeno (Rossetto et al., 2010). En algunos estudios se ha demostrado
que algunas cepas de bacterias, tales como las que pertenecen al género
Achromobacter sp. tienen la capacidad de solubilizar potasio (Santos y Rigobelo,

2020), que en esta forma puede ser absorbido por las plantas.

Ademas de las caracteristicas mencionadas, probablemente las cepas poseen otros

atributos que necesitan ser evaluadas y que no fueron estudiadas en esta
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investigacion. Otros factores pudieron haber influido sobre estos efectos positivos,
tales, como la formacion de biolfims, lo cual es un mecanismo que la bacteria utiliza
para la colonizar los tejidos de la planta (Silva et al.,, 2021). Se ha demostrado que
bacterias de los géneros Acinetobacter sp. y Achromobacter sp. tienen la capacidad de
producir biofilms, cuando entran en contacto con algunos cultivos, incluso con plantas
de cafia de azucar (Syed-Ab-Rahman et al., 2018; Vyas et al., 2018). Souza et al.
(2016), destaca que la etapa de crecimiento es otro factor que influye en la respuesta
de la interaccion planta-rizobacterias, ya que estos microorganismos colonizan los
organos de la planta en las primeras etapas de desarrollo. Por otra parte, Matoso et al.
(2020), observaron que, en la respuesta a la inoculacion de plantulas de cafa de

azucar, influye la variedad del cultivo y el tipo de sustrato que se utiliza.

1.6 CONCLUSIONES

El compost conformado por cachaza de cafia de azucar (T4) mostré la mayor
poblacibn de hongos, bacterias totales, bacterias degradadoras de celulosa y
actinomicetos. La mayor poblacion de bacterias productoras de auxinas y bacterias
fijadoras de nitrdgeno se observo en el compost T1 (75% gallinaza y 25% cachaza) y
las bacterias solubilizadoras de fosfatos fueron mayores en el compost T2 (50%
gallinaza y 50 % de cachaza). El 22% de las bacterias aisladas mostraron capacidad
de producir acido indolacético, el 21.4 % de fijar nitrégeno, 10.7 % de solubilizar fosfato
y solo el 6.93 % y 5 % tuvieron capacidad de producir sideroforos y actividad

celulolitica, respectivamente.
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Las 14 cepas de bacterias seleccionadas pertenecieron a siete géneros: Bacillus,
Enterobacter, Acinetobacter Achromobacter, Paenarthrobacter, Weizmannia vy
Staphylococus. La mayor produccion de acido indolacético (AlA) se observo a las 48 h,
diez cepas produjeron la mayor cantidad de AIA con valores que fluctuaron de 13.35
ug mLta 33. 3 ug mL™. Cinco cepas mostraron mayor capacidad de solubilizar fosfato
con valores que van de 74.9 pug mL* a 397.5 pug mL2. Los resultados del experimento
con plantas micropropagadas de cafla de azucar mostraron efectos positivos de la
inoculacién principalmente con Achromobacter xylosoxidans CPOC56, el cual mostro
incrementos en la altura (40%), numero de hojas (4), volumen radical (124%), diametro
de tallo (49%), area foliar (107%) y contenido de nitrogeno (115%) en material vegetal.
Resultados de la presente investigacién resaltan la importancia del compost de
cachaza de cafa de azucar con gallinaza como fuente de microorganismos benéficos.
Ademas, indica que la cepa bacteriana con los mejores resultados podria tener el
potencial de ser utilizado para la aclimatacion y crecimiento de plantas in vitro de cafia

de azlcar en invernadero.
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CAPITULO II. FILTRADOS BACTERIANOS EN LA ACLIMATACION DE PLANTAS

MICROPROPAGADAS DE CANA DE AZUCAR

2.1 RESUMEN

La micropropagacion de cafia de azlUcar es una alternativa para la obtencion de
plantas uniformes; sin embargo, la etapa de aclimatizacion es laetapa mas dificil para
las plantulas in-vitro. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de filtrados
bacterianos en la aclimatacién en invernadero de plantas micropropagadas de cafia de
azucar. Se cultivaron 9 cepas en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) y se caracterizo la
cinética de crecimiento bacteriana y la produccion de &cido indol-3-acético con o sin
presencia de tript6fano. Posteriormente las cepas se cultivaron nuevamente por 72 h,
se centrifugaron y filtraron. En total se obtuvieron 20 filtrados (incluyendo dos testigos),
los cuales se inocularon en plantas micropropagadas de cafia de azucar en la fase
aclimatacion. El experimento se cosech6 a los 50 dias para determinar el efecto de los
filtrados en el crecimiento de las plantas. La cinética de crecimiento bacteriano fue
similar con o sin la presencia de triptéfano. Las cepas de las epecies Acinetobacter
vivvianii, Achromobacter xylososidans y Enterobacter cloacae produjeron acido
indolacético sin la presencia de tripté6fano, no obstante, la presencia de triptéfano en el
medio incrementd la produccién de AIA. Los resultados de la inoculacién de los
filtrados en plantas de cafia de azucar mostraron que los filtrados de la cepa CPOC56
incrementaron la altura (53 %), area foliar (253%) y contenido de nitrégeno y fosforo,
mientras que el filtrado de la cepa CPOCA48 tuvo efectos positivos en volumen de raiz y

contenido de potasio. Estos resultados sugieren que el uso de filtrados bacterianos en
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la fase de aclimatacion puede ser una alternativa para mejorar el crecimiento y
adaptacion de plantas micropropagadas en invernadero, debido a la presencia de

compuestos contenidos en los sobrenadantes como el acido indolacético.

Palabras clave: Sobrenadantes libres de células bacterianas, acido indolacético, cultivo

de tejidos vegetales, rizobacterias, metabolitos secundarios.

65



BACTERIAL FILTRATES FOR ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED

SUGARCANE PLANTS IN GREENHOUSES

2.2 ABSTRACT

The sugarcane micropropagation is an alternative for obtaining uniform and healthy
plants; however, the acclimatization stage is a complicated stage for in-vitro plantlets.
The objective of this work was to evaluate the effect of bacterial filtrates on greenhouse
acclimatization of micropropagated sugarcane plants. Nine bacterial strains were
cultivated in Luria-Bertani (LB) medium and the growth kinetics and the production of
indole-3-acetic acid with or without the presence of tryptophan werecharacterized.
Twenty bacterial filtrates (including two controls) were inoculated on micropropagated
sugarcane plants in the acclimatization phase. The experiment was harvested after 50
days to determine the effect of the filtrates on plant growth. Bacterial growth kinetics
were similar with or without the presence of tryptophan. The strains belonging to
Acinetobacter vivvianii, Achromobacter xylososidans and Enterobacter cloacae
produced indoleacetic acid without the presence of tryptophan, however, the presence
of this in the medium increased AIA production. The results of the inoculation of the
filtrates in sugarcane plants showed that the filtrate from the strain CPOC56 increases
height (53 %), leaf area (253%) and nitrogen and phosphorus content, while the filtrate
from the strain CPOC48 had positive effects on root volume and potassium content.
These results suggest that the use of bacterial filtrates in the acclimatization phase can

be an alternative to improve the growth and adaptation of micropropagated plants in
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greenhouses, due to compounds contained in the supernatants such as indolacetic

acid.

Key words: Bacterial cell-free supernatants, indoleacetic acid, plant tissue culture,

rhizobacteria, secondary metabolites.

67



2.3 INTRODUCCION

En México, la cafia de azucar es un cultivo importante, considerado como un cultivo
bésico por la Ley de Desarrollo Rural Sustentable y se encuentra dentro de los 10
cultivos mas consumidos por las familias mexicanas (SAGARPA, 2017). No obstante,
la siembra del cultivo de manera convencional con esquejes enfrenta una serie de
problemas como: tasa baja de propagacion, la calidad genética no se controla y la
transmision de patdgenos a la planta es muy frecuente, afectando la produccion y los

rendimientos (Miranda et al., 2018).

Una alternativa a estas dificultades es la micropropagacion de plantas mediante la
técnica de cultivo de tejidos vegetales (Sime, 2013), el cual garantiza una tasa de
propagacion mas rapida; disponibilidad de material vegetal todo el afio; individuos
uniformes; evita la aparicion y eliminacién de patogenos (Lal, 2021). Sin embargo, la
aclimatacion, es quiza una de las etapas mas importantes en la obtencién de plantas
por micropropagacion, es un proceso de supervivencia y adaptaciéon de las plantas
para seguir su desarrollo y reducir su mortalidad (Scortecci et al., 2012; Irsyadi, 2021),
ya que durante el proceso de cultivo in vitro se eliminan también microorganismos
benéficos como bacterias y hongos que podrian ayudar a la planta con su desarrollo y
tolerar el estrés abidtico al que son sometidos (Panicker et al., 2007; Bogino et al.,

2013).

Por otra parte, se conoce que las bacterias en interaccion con plantas de cafa de
azucar realizan diferentes funciones que contribuyen al crecimiento y desarrollo de la

planta (Feitosa et al., 2017; Wahla y Shukla, 2017; Patel et al., 2019). Se ha observado
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gue la inoculacion de cafia de azucar con bacterias benéficas que poseen diferentes
atributos como capacidad de producir auxinas y sideroforos, fijar nitrégeno y solubilizar
fosfatos, favorece el crecimiento vegetal, el desarrollo de pelos radicales y absorcion
de nutrimentos, (Mahanty et al., 2017; Alam et al., 2018). Auxinas como el acido indol
acético (AlIA) intervienen en la division celular, elongacion celular, la germinacion de
semillas y desarrollo de raices (Wooward y Bartel, 2005; Ali, 2015). Se ha comprobado
gue el 80 % de las bacterias que tienen la capacidad de producir AlA, lo hacen a través
de la via del triptéfano (Patten y Glick, 1996). También, se ha reportado que el AIA
contenido en sobrenadantes libres de células o filtrados bacterianos aplicados en
cultivo de tejidos, indujeron el enraizamiento e incrementaron significativamente el
namero de raices de explantes, observandose un mayor desarrollo en comparacion
con la adicion de AIA sintético (Sharma et al., 2015). El AIA producido por bacterias
puede sustituir productos comerciales, ya que este funciona como un fitoestimulante
gue mejora el desarrollo de pelos radicales y raices laterales, por lo que aumenta la
capacidad de la planta para absorber nutrientes del suelo (Spaepen y Vanderleyden,
2011). El uso de filtrados bacterianos en plantas micropropagadas durante la fase de
aclimatacion, puede ser una alternativa viable para favorecer el desarrollo y
crecimiento de las plantas. El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar el
efecto de filtrados, obtenidos de nueve cepas bacterianas crecidas en caldo nutritivo
con o sin presencia de triptéfano, en la fase de aclimatacién en invernadero de plantas

micropropagadas de cafia de azucar.

69



2.4 MATERIALES Y METODOS

La primera parte del trabajo de la presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia del suelo, Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, ubicado la
Carretera México-Texcoco Km 36.5, Montecillo, Texcoco, Estado de México, entre las
coordenadas 19° 27’ 18" N y 98° 54’ 25.9" O y una altitud de 2220 msnm. El clima
predominante es templado semiseco y precipitacion media anual de 686 mm. La
segunda parte fue realizada en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos e invernadero,
Campus Cordoba del Colegio de Postgraduados, ubicado en el Km 34.8 carretera
federal Cordoba-Veracruz, congregacion Manuel Ledn, Municipio de Amatlan de los
Reyes, Veracruz, entre las coordenadas 18° 51°05” Ny 96° 52’ 13” O y altitud de 650
msnm. El clima predominante es calido humedo con régimen de lluvias en verano y

una precipitacion media anual de 1800-2000 mm.

2.4.1 Cepas bacterianas utilizadas

Se utilizaron ocho cepas bacterianas, las cuales fueron aisladas previamente de
compost de cachaza de cafia de azucar con gallinaza (Cuadro 2.1). Fueron sembradas
en agar nutritivo e incubadas a 28° C durante 24 horas, para su reactivacion. Cabe
destacar que las bacterias fueron elegidas debido a que presentaron varios

mecanismos promotores de crecimiento vegetal.

70



Cuadro 2.1. Cepas bacterianas aisladas de composta de cachaza de cafia de azlicar con
gallinaza.

No. de acceso al

Clave de identificacion Identificada como
GenBank

CPOC7 Bacillus lincheniformis ON982499
CPOC22 Bacillus pumilus ON982502
CPOC36 Bacillus australimaris ON982504
CPOC45 Enterobacter cloacae ON982505
CPOC48 Acinetobacter vivianii ON982506
CPOC56 Achromobacter xylosoxidans ON982508
CPOC57 Enterobacter hormaechei ON982509
CPOC61 Achromobacter xylosoxidans ON982510

2.4.2 Cinética de crecimiento y cuantificacion de &cido indolacético (AlA)

Las cepas se cultivaron por un periodo de 96 h. Los medios de cultivo utilizados fueron:
caldo nutritivo y caldo nutritivo adicionado con triptéfano (1 g Lt). El caldo nutritivo
utilizado fue de la marca Merck y contenia: peptona de carne 5 g L, extracto de carne
3 g L. Las bacterias fueron sembradas en 1 ml de medio de cultivo en viales de 2 ml.
Posteriormente fueron incubadas en un periodo de 96 h a 28 °C a 180 rpm,

evaluandolas cada 24 h.

Para la cinética de crecimiento se tomaron 200 pl de muestra de cultivo bacteriano a
las 24 h, 48 h, 72 h y 96 h, las cuales fueron depositadas en una microplaca de 96
pozos (Costar 3591, Corning incorporated, NY), posteriormente se determind la
densidad Optica en un espectrofotometro Synergy 2 microplate reader, Biotek

Instruments, Inc. a 600 nm.

La cuantificacion de acido indol-3-acético (AlA) también se realiz6 a las 24 h, 48 h, 72
h y 96 h usando solo los filtrados, sin la presencia de las bacterias. Los cultivos

bacterianos se centrifugaron a 7000 rpm durante 15 min, posteriormente se filtraron a
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través de una membrana Millex estéril de 0.22 um y se tomo 150 pl del sobrenadante
de cada cultivo y se deposito en microplacas de 96 celdas, afiadiendo 150 ul de

reactivo Salkowski e incubandolos en oscuridad durante 30 min.

Los filtrados se analizaron en un espectrofotometro Synergy 2 microplate reader,
Biotek Instruments, Inc. a 530 nm (Almaraz-Suérez et al., 2020). La concentracién de
AlA, se determind en funcién a una curva estandar con concentraciones conocidas de

acido indol acético.

2.4.3 Filtrados bacterianos para el experimento de aclimatacién

Para la obtencion de filtrados bacterianos en mayor cantidad y con el fin de utilizarlos
en el experimento con plantas, las cepas de las bacterias fueron crecidas en caldo
nutritivo (CN) y caldo nutritivo adicionado con triptéfano (CNTRP) en tubos falcon de 50

ml durante 48 h.

Los cultivos bacterianos fueron centrifugados a 7000 rpm durante 15 minutos,
posteriormente los sobrenadantes fueron filtrados en condiciones asépticas en frascos
esterilizados de 50 ml con jeringas estériles de 5 ml y mediante unidades de filtracion
Millex (33mm) con membrana durapore y tamafio de poro de 22 um. Esto se realizd
para cada cultivo bacteriano, finalmente se obtuvieron 18 filtrados bacterianos,
incluyendo los testigos (Cuadro 2.2). Estos filtrados fueron conservados en una hielera

para su traslado y su posterior inoculacion.
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Cuadro 2.2. Cepas bacterianas sembradas en caldo nutritivo y caldo nutritivo adicionado
con triptéfano

Medio de Cepa

: : Identificada como Filtrado/Tratamiento
cultivo bacteriana
CPOCY Bacillus lincheniformis C7CN
CPOC22 Bacillus pumilus C22CN
CPOC36 Bacillus australimaris C36CN
Caldo CPOC45 Enterobacter cloacae C45CN
nutritivo - cpOC48 Acinetobacter vivianii C48CN
(CN) CPOC56 Achromobacter xylosoxidans C56CN
CPOC57 Enterobacter hormaechei C57CN
CPOC61 Achromobacter xylosoxidans C61CN
S/B N/A TESCN
CPOC7 Bacillus lincheniformis C7CNTRP
CPOC22 Bacillus pumilus C22CNTRP
Caldo CPOC36 Bacillus australimaris C36CNTRP
nutritivo CPOC45 Enterobacter cloacae C45CNTRP
con CPOC48 Acinetobacter vivianii C48CNTRP
triptofano  CPOCS56 Achromobacter xylosoxidans C56CNTRP
(CNTRP) CPOC57 Enterobacter hormaechei C57CNTRP
CPOC61 Achromobacter xylosoxidans C61CNTRP
S/B N/A TESCNTRP

2.4.4 Inoculacion de filtrados bacterianos en plantas micropropagadas de cafa

de azlcar en la fase de aclimatizacién en invernadero

La fase de aclimatacién de plantulas de cafa de azucar se efectudé en el invernadero
de cultivo de tejidos vegetales del Campus Cdérdoda del Colegio de Postgraduados en
los meses de febrero/2021-abril/2021. Para este experimento se utilizaron plantas
micropropagadas de cafia de azucar de la variedad Mex 69-290. Estas plantas fueron
retiradas de frascos de vidrio, para lavarlas y sumergirlas en una solucion fangica
(INTERMICIN 50) durante 10 min. Se realizé una pre-aclimatizacion en invernadero en
charolas de 72 cavidades con sustrato compuesto por agrolita, peat moss y tezontle

(2:12:1 v/viv), esterilizado tres veces a 18 Ibs durante 3 horas en autoclave vertical.
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Después de 20 dias de pre-aclimatizacion, las plantas fueron transferidas a charolas
de 32 cavidades con sustrato estéril (agrolita+tpeat moss+tezontle). Se escogieron 220
plantas homogéneas de un solo brote, se podaron raices y parte aérea, para
posteriormente sembrarlas en charolas y tomando como dato inicial la altura de la

planta.

El experimento se estableci6 con 18 tratamientos (filtrados bacterianos) y 11
repeticiones para cada tratamiento (Cuadro 2.2). Las plantas se inocularon agregando
1.5 ml de filtrado bacteriano a las raices con jeringas estériles de 5 ml. Las plantas
fueron establecidas durante dos semanas en invernadero con malla sombra,
posteriormente fueron transferidas a invernadero con mayor iluminacion. EL riego se
realizé diariamente y se fertilizé dos veces a la semana con 15 ml de solucién nutritiva

al 10 % (Steiner, 1961), aplicado con jeringas de 10 ml.

Las plantas fueron evaluadas a los 50 dias después de la inoculacion con las
siguientes variables de crecimiento: altura de planta (regla graduada en cm); niumero
de hojas (conteo manual); volumen de raiz (técnica de desplazamiento de agua por
raiz en probeta graduada en mililitros) y didmetro de tallo (vernier en mm). El area foliar
se determindé mediante una metodologia no destructiva, descrita por Herman y Camara
(1999) para cafa de azucar: AF=C*L*0.75*(N+2) en donde; AF= area foliar; C=largo de
la primera hoja completamente abierta; L=ancho de la primera hoja completamente
abierta; 0.75= factor de correccién de la hoja del cultivo; N=nimero de hojas totalmente

abiertas con por lo menos 20% de area verde; 2=factor de correccion.
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Para peso seco, las muestras fueron secadas hasta peso constante en un horno
Felisa, Modelo 242-A a 70 °C durante 72 h, posteriormente se pesaron en una balanza
analitica Sartorious Modelo Anlytic AC 210S, llinois, EUA. Las muestras secas se
molieron para determinar el contenido de nitrogeno (N), Fosforo (P) y potasio (K) en el
laboratorio de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. EI N
se determind por el procedimiento semi-micro Kjeldahl (Etchevers, 1987). ElI P por
colorimetria de complejos molibdofosforicos reducidos con acido ascorbico (AOAC,

1980) y el K por fotometria de llama (Rodriguez y Rodriguez, 2015).

2.4.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Para el experimento en invernadero se utilizd un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 10 X 2 con covariable, evaluando como factor A=nueve cepas
bacterianas mas un testigo (control) y como factor B=dos medios de cultivo de
crecimiento de bacterias CN y CNTRP), tomando como covariable, altura inicial de la

planta, con 11 repeticiones, bajo el siguiente modelo:

Vie =+ A; +B; + (J"lgjz‘i + J‘g[:xiik —x)+ Eik

EL andlisis estadistico de los datos de las variables evaluadas se realiz6 mediante un
analisis de covarianza y con comparacion de medias Ls-means (P<0.05) en el paquete

estadistico SAS 9.2.

75



2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1Cinética de crecimiento y cuantificacion de acido indolacético (AlA)

De acuerdo con la densidad oOptica (DO), el crecimiento de las cepas tiene un

comportamiento similar con o sin la presencia de triptéfano en el medio cultivo (Figura
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—e— TESTIGO (S/B)

—O0— Bacillus pumilus CPOC22

—v— Achromobacter xylosoxidans CPOC56
—a— Achromobacter xylosoxidans CPOC61
—&— Acinetobacter vivianii CPOC48

—&— Enterobacter cloacae CPOC45

—&— Enterobacter hormaechei CPOC57
—o— Bacillus lincheniformis CPOC7

—4— Bacillus australimaris CPOC36

Figura 2.1. Cinética de crecimiento de 9 cepas bacterianas a una densidad 6ptica de 600 nm
A) sin presencia de triptéfano B) con presencias de triptéfano. *S/B= sin bacteria.

Sin la presencia de tript6fano, Achromobacter xylosoxidans CPOC61 alcanz6 su mayor
crecimiento a las 96 h con una DO de 1.528, mientras que, en medio de cultivo
adicionado con triptéfano su mayor crecimiento se observé a las 72 h con 1.353 de
DO. Por su parte, Entereobacter cloacae CPOC45 y Enterobacter hormaechei

CPOC57 alcanzaron su mayor crecimiento a las 72 h, sin la presencia del triptéfano
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con 1.238 y 1.151 de DO, respectivamente; no obstante, la adicion de triptéfano en el
medio adelant6 su mayor crecimiento a las 48 h. Caso contrario sucede con Bacillus
pumilus CPOC22, la presencia de triptéfano afectd su crecimiento, observandose una
mayor densidad Optica de 0.595 a las 72 h y sin la presencia de triptéfano esta cepa

alcanzé su mayor crecimiento a las 48 h con una DO de 0.559 (Figura 2.1).

Por otra parte, Achromobacter Xylosoxidan CPOC56 y Acinetobacter vivianii CPOC48
tienen comportamientos similares, sin la presencia de triptéfano en medio de cultivo, su
mayor crecimiento se observo a las 48 h con DO de 0.381 y 0.548, respectivamente;
encontrandose en una fase de estabilizacion que se prolongd hasta las 96 h. Sin
embargo, la presencia de triptéfano retardé su maximo crecimiento hasta las 72 h, para

después entrar a una fase de declive.

Para el caso de Bacillus australimari CPOC36, con o sin presencia de triptdfano en el
medio su mayor crecimiento se observd a las 48 h. Mientras que el crecimiento de
Bacillus lincheniformis CPOC7 no fue afectado, con o sin presencia de triptéfano en el
medio, la mayor DO (0.446, 0.360) se observé a las 24 h, para después entrar en una

fase de declive.

En cuanto a la produccién de acido indolacético (Figura 2.2) se observaron tres cepas
capaces de producir esta auxina, sin presencia de triptéfano en el medio de cultivo,
siendo Acinetobacter vivianii CPOC48 la que produjo mayor cantidad de acido
indolacético con 15.78 ug mL? a las 48 h, seguido por Achromobacter xylososidans
CPOC56 (1.21 pug mL* a las 48 h) y Bacillus pumilus CPOC22 (1.59 ug mL* a las 72

h).
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Figura 2.2. Produccion de acido indolacético de 9 cepas bacterianas en un periodo de 0-96 h.
A) Sin la presencia de triptéfano; B) Con presencia de triptéfano. *S/B= sin bacteria.

No obstante, la presencia de tript6fano en el medio de cultivo incremento la cantidad
de acido indolacético producido por Achromobacter xylosoxidans CPOC56 vy
Acinetobacter vivianii CPOC48, las cuales produjeron la mayor cantidad de &cido
indolacético a las 72 h con 56.72 pg mL?y 56.5 ug mL* respectivamente. Ademas,
otras cepas como Enterobacter hormaechei CPOC57, Bacillus pumilus CPOC22 y
Enterobacter cloacae CPOC45, fueron capaces de producir 4cido indolacético con la

presencia de triptéfano en el medio, con cantidades menores a 10 pg mL™* (Figura 2.2).

Aunque la adicion de triptéfano en el medio de cultivo pudo influir en la fase de
crecimiento de las bacterias con respecto al tiempo, no hay una tendencia clara si el
aumento de las células bacterianas en el medio es afectado por la adicion de este

compuesto, ya que la densidad Optica muestra comportamientos similares en el
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periodo de evaluacion (Figura 2.1). Sin embargo, el mayor impacto del triptéfano en el

medio se observo en la produccién de acido indolacético de las cepas bacterianas.

Ali (2015), menciona que la produccion de acido indolacético es dependiente de la
densidad celular, ya que durante las primeras 24 h, las bacterias se encuentran en una
fase de latencia, para después pasar a una fase exponencial, en donde se observa
mayor densidad Optica, lo cual esté relacionado con una mayor produccion de acido
indolacético. Lin et al. (2018) encontré que la presencia del triptéfano y el metabolito
indol-3 piruvato, en el medio de cultivo incremento las unidades formadoras de colonia
de Acinetobacter baumannii, reflejdndose en una mayor densidad Optica y en
consecuencia se observé una mayor produccion de acido indolacético con respecto a

otros medios sin la presencia de estos compuestos.

En algunas investigaciones similares, también se mostré6 que bacterias del género
Acrhomobacter sp. y Acinetobacter sp. tienen la capacidad de producir acido
indolacético. Aeron et al. (2021), observaron que Acrhomobacter xylososidans,
Enterobacter hormaechei y Enterobacter cloaace, son capaces de producir acido
indolacético, en presencia del triptofano en el medio, sin embargo, estas cepas no

fueron capaces de producirlo sin la presencia de triptéfano.

Patel et al. (2022) encontré que Acinetobacter sp. RSC9 produjo 14.5 ug mL* de AlA,
utilizando triptofano en medio de cultivo como precursor, incluso bajo diferentes
porcentajes de salinidad. Por su parte Park et al. (2021), encontré resultados similares
para Ignatzchineria CG20001, donde el crecimiento de la cepa fue similar en medio de

cultivo con o sin triptdfano. Sin embargo, la produccion de acido indolacético aumento
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con la presencia del precursor, pasando de 102.5 mg L™ (sin tript6fano) a 170 mg L%,
lo que confirma que la produccion de AlA, es altamente dependiente de la adicion de
triptéfano en el medio. De acuerdo con otras investigaciones, algunas bacterias como
Azospirillum oryzae NBT506 y Bacillus velezensis UTB96 son capaces de producir
acido indolacético a las 24 h con cantidades de hasta 41.47 mg L'y 10.16 mg L*
respectivamente, sin la presencia de algun aditivo o precursor en el medio de cultivo

(Bagheri et al., 2022).

Estudios realizados con el género Burkholderia, mostraron que la produccién de &cido
indolacético es menor sin la presencia de triptéfano, lo cual oscilé de 1.80 a 3.61 ug
mL1, mientras que, con la presencia de triptéfano en medio de cultivo, la cantidad
producida fue entre 2.77 y 5.06 pg mL* (Aroumougame et al., 2020). Asimismo,
Pseudomonas aeuroginosa B18, bacteria aislada de raices de cafia de azlUcar, mostré
la capacidad de producir AlA sin la presencia de triptéfano de hasta 97.96 uyg mL?, y la
adicion de este compuesto en medio de cultivo elevo las cantidades de AIA producido
hasta en un 62 %, de acuerdo con la cantidad de triptéfano adicionado (Singh et al.,
2021). Estos comportamientos también se observaron en este estudio principalmente
con Acinetobacter vivianii CPOC48, Achromobacter xylososidans CPOC56 y Bacillus
pumilus CPOC22. Aunque produjeron pequefias cantidades de AIA sin la presencia de
triptéfano, la adiciéon del precursor al medio de cultivo incrementd la cantidad de AIA
producido por las cepas. Ademas, estas cepas mostraron menores densidades Opticas
(DO), con respecto a otras cepas como Achromobacter xylososidans CPOC61, en la
cual se observo 1.35 de DO, aunque, la produccion de acido indolacético fue casi nulo,

con o sin presencia del triptéfano.
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Estos estudios demuestran que la presencia de triptéfano en el medio favorece una
mayor produccion de acido indolacético, aunque sea a bajas densidades celulares, por
lo que se puede asumir que un gran porcentaje de cepas de bacterias, requieren de la

presencia del precursor para producir acido indolacético.

2.5.2 Inoculacién de filtrados bacterianos en plantas micropropagadas de cafia

de azlcar en la fase de aclimatizacién en invernadero

2.5.2.1 Variables de crecimiento

El andlisis de covarianza mostrd diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P<0.05). Algunos de los filtrados bacterianos tuvieron efectos

positivossignificativos en las variables de crecimiento evaluadas.

Las plantas con los filtrados C56CNTRP, C22CNTRP y C56CN, mostraron incrementos
significativos (gl=8,179; F=2.73; P<0.0072) en altura de la planta del 53 %, 46 % y 41
% con respecto a los testigos (TESCNTRP y TESCN). En cuanto al volumen de raiz,
se observd que las plantas con el filtrado C48CNTRP fueron estadisticamente
(g1=8,179; F=2.11; P<0.037) superiores a los filtrados testigos (TESCNTRP, TESCN),
mostrando un incremento de 263 %. Mientras que, para el area foliar, se encontré que
plantas con los filtrados C56CN y C56CNTRP mostraron diferencias estadisticas
significativas (gl=8,180; F=4.73; P<0.0001) con respecto a los filtrados C48CN, C61CN

C7CN vy a los testigos TESCNTRP y TESCN (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Variables evaluadas en plantas micropropagadas de cafia de azlcar, inoculadas
con filtrados bacterianos en la fase de aclimatizacién en invernadero. A) Altura de planta; B)

Volumen de raiz; C) Area foliar.
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C56CNTRP y C48CNTRP obtuvieron el mayor numero de hojas (5 hojas) y mayor

los filtrados testigos (TESCN,

e

en comparacion con

diamietro de tallo (3.8 mm),

TESCNTRP) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Variables evaluadas en plantas micropropagadas de cafia de azucar, inoculadas
con filtrados bacteriSanos en la fase de aclimatizacion en invernadero. A) Numero de hojas; B)
Volumen de raiz; B) Diametro de tallo. *Promedios con diferente letra mostraron diferencias
estadisticas significativas (a=0.05).

Varios estudios han mostrado que la inoculacion de bacterias productoras de
fitohormonas, tienen efectos positivos en variables de crecimiento de plantas de cafia
de azucar. Por ejemplo, se ha encontrado que la inoculacién de Rhizobium sp.
BR10268 en plantulas de cafia de azlcar bajo condiciones de invernadero, incrementd
la longitud de tallo (62.5 cm) y volumen de raiz (8.6cm3) a los 30 dias, mientras que, a
los 75 dias los efectos positivos se observaron en diametro de tallo (8.2 cm), volumen
de raiz (54 cm?) y area foliar (544 cm?) (Ferreira et al., 2020). Esta bacteria presentd
capacidad de producir &cido indolacético y giberelinas, por lo que estas sustancias,

pudieran estar ejerciendo un efecto positivo en la planta (Ferreira et al., 2020).

Segun Cassan et al. (2014) los reguladores de crecimiento producidos por bacterias
tales como auxinas, citoquininas, giberelinas y acetileno, pueden contribuir al desarrollo

de raices adventicias y laterales, elongacion de la raiz y division celular, desde una
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etapa temprana. Aun cuando en esta investigacion se inocularon solo los
sobrenadantes de cultivo bacteriano libre de células (filtrados bacterianos), se
observaron efectos positivos en el desarrollo de plantas de cafia de azucar. Fukami et
al. (2017) menciona que el buen desarrollo de las plantas esta influenciado por la
produccion de metabolitos secundarios presentes en el sobrenadante de cultivos
bacterianos, como acido-indol-acético, indol-3 etanol, acido-indol-3 lactico y acido
salicilico, ademas, en presencia del triptéfano, en el sobrenadante también se puede
detectar trazas de acido giberélico y acido jasmonico. Asimismo, Ali (2015) encontrd
otro tipo de metabolitos secundarios en el sobrenadante de diferentes cultivos de
bacterias, como &cido fosférico, acido antranilico, acido estearico y acido fenilpiravico.
Por lo que, los resultados positivos observados en la presente investigacion, puede ser
debido a que los filtrados C56CNTRP, C22CNTRP y C48CNTRP, contenian, ademas
del acido indolacético, otras sustancias o metabolitos secundarios producidos por las
bacterias. Otro filtrado que mostré mejor resultado fue el C56CN, obtenido del cultivo
de la cepa CPOC56 sin la presencia de triptéfano. Esta cepa fue capaz de producir
acido indolacético sin la adicion del triptéfano, aunque produjo esta auxina en bajas

concentraciones, se observo un efecto positivo en el desarrollo de las plantas.

En un estudio con plantas de Chysanthenum morifolium y Mentha suaveolans se
observé que la inoculacion del sobrenadante libre de células del cultivo bacteriano de
la cepa Ignatzschineria sp. CG20001, aumenté el namero de raices y longitud de
raices adventicias en un 50% comparado con plantas sin inoculacion, atribuyendo este
efecto a la cantidad de AIA producido por dicha cepa (Park et al., 2021). efecto similar

sucedio con el filtrado C48CNTRP del presente trabajo, ya que las plantas tratadas con
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este filtrado tuvieron mayor volumen de raices en relacidon al testigo, tal vez debido a
gue el filtrado contenia la mayor cantidad de acido indolacético. Algunos autores
mencionan que el desarrollo de las raices en mayor volumen ayuda a la planta en una
mayor absorcion de nutrientes y agua, por lo que se reflejaria en un mayor crecimiento
de la parte aérea (Spaepen y Vanderlyeden, 2011). Asimismo, experimentos
realizados con Cajanus cajan, mostraron que la inoculacion de sobrenadantes de
cultivos libres de células bacterianas de Bradyrhizobium sp. IC-4059 en fase de
laboratorio y campo, tuvieron efectos positivos en la longitud de tallo, longitud de raiz y
biomasa seca, comparado con plantas no inoculadas. Dichos resultados fueron
atribuidos a los compuestos contenidos en el sobrenadante, posiblemente

fitohormonas (Tewatri et al., 2020).

También se ha observado en maiz, que las semillas y las hojas tratadas con en el
sobrenadante de Azospirillum incrementan el crecimiento de las plantas lo cual se
atribuyé a la presencia de metabolitos secundarios tales como: &cido indolacético,
indol-3-etanol y acido salicilico, en el sobrenadante (Fukami et al., 2017). Baroja-
Fernandez et al. (2021) encontr6 que la aplicacibn exdgena de filtrados libres de
células de Trichoderma harzianum (CECT 2413), Alternaria alternata (CECT20912) y
Penicillium aurantiogriseum (CECT 20226), promovi6 el desarrollo de raiz y acelero el
desarrollo de fruto del cultivo de pimiento bajo condiciones de invernadero, atribuyendo
estos resultados a las substancias que contiene los filtrados, como auxinas citoquininas
aminoacidos y compuestos volatiles que acttan como bioestimulantes en el desarrollo

de la planta.
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2.5.2.2 Peso seco aéreo y de raiz

De acuerdo con el analisis de covarianza se encontraron diferencias estadisticas

significativas entres los filtrados bacterianos para las variables peso seco aéreo

8,179; F=3.25; P<0.0017). Los

iz (gl=

s

8,179; F= 2.74; P<0.0072) y peso seco de ra

(gl=

filtrados C56CN, C56CNTRP y C48CNTRP mostraron incrementos en peso seco de la

parte aérea del 47 %, 44 %, 43 % respectivamente, en comparacion con los filtrados

testigos, mientras que, en peso seco de raiz, el filtrado C56CN incrementd en 140%

con respecto a los testigos (TESCN, TESCNTRP) (Figura 2.5).

Z- NOS3L
Z- ddINDS3L

+ NOLD
+ NJL9D
- NO.§D

7~ dd1NDLSD
Z- ND9ED

NJZ20

+ NO8FO
4 NOSrD
- dYINDLO

7~ d¥1NDSED
4 d¥1INDZZD

dd1INDGTD

T dd1NOLSD
- dY1NO8FD
7~ dd1NDSSD

Z- NJS6D

dd1INDS3L
NO.LD

74 NO19D
4 NO9ED

NOZL5D

1 dY1ND.LSO
T NOBrO

NOZ2Z2

T NOS¥D

4 NOs3L

abcde

abedaped

abc

0.30

T T
0 o 0 o [fo] =]
3] 5] - - = S
o o o o o o

( vam_Q B) oalse odes osad

7 d41INDLO
4 ddlNO9ED
4 dd1ND1L9D

dd1NOSFO

I dY1NDZED

dyINO8FO
dy.IND950

F NO95D

Filtrados bacterianos

Filtrados bacterianos

Figura 2.5. A) Peso seco aéreo y B) Peso seco de raiz en plantas micropropagadas de cafia
de azucar, inoculadas con filtrados bacterianos en la fase de aclimatizacién en invernadero.

*Promedios con diferente letra mostraron diferencias estadisticas significativas (a

=0.05).

Estos resultados en el peso seco, puede ser debido a la cantidad de filtrados

bacterianos inoculados en las plantas o la concentracion contenida en el sobrenadante,

por lo que una mayor o menor cantidad de inoculo pudiera influir en esta variable. Dos

Santos et al. (2019) menciona que las diferentes cantidades de auxinas que producen
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las cepas bacterianas o las dosis que se inoculan en las plantas puede afectar el

desarrollo y crecimiento de las plantulas, en una forma negativa o positiva.

Tambien es importante considerar que en el nimero de hojas y didmetro de tallo se
observaron diferencias estadisticas significativas, por lo que este comportamiento se
refleja en el peso seco. Los efectos positivos de la aplicacion del sobrenadante de
cultivo o filtrados bacterianos se han observado en otras investigaciones, como la de
Park et al. (2021) en la que observaron que la inoculacion de sobrenadante del cultivo
bacteriano de Ignatzschineria sp. CG20001 incrementé el peso fresco de raiz de
Mentha suaveolans en 100%, comparado con plantas sin tratar. Estudios realizados
con Brassica oleracea, revelaron que la aplicacién del sobrenadante libre de células del
cultivo bacteriano de Ignatzschineria sp. CG20001 combinado con fertilizacién organica
y quimica, estimulé el desarrollo de hojas con lo cual obtuvieron mayor peso fresco de
la parte aérea hasta 200% mas que en plantas sin aplicacién de filtrado bacteriano y

sin fertilizacion (Park y Shin, 2022).

Estos resultados, sugieren que los filtrados en combinacion con fertilizacion pudieron
estar actuando sinérgicamente y afectando a la planta de manera positiva,
posiblemente por la presencia de AlA en los filtrados bacterianos, lo que contribuyo, en
el desarrollo y actividad de las raices de las plantas. Wadawati (2018), menciona que
los rendimientos de los cultivos se incrementan cuando hay una mayor disponibilidad
de nutrientes debido a la funcién que realizan las bacterias promotoras de crecimiento

en combinacién con fertilizantes organicos o inorganicos.
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2.5.2.3 Contenido de nutrientes

Se observéd que el contenido de nitrdgeno incrementd en méas del 100 % en plantas
inoculadas con el filtrado C56CN, seguido de C56CNTRP y C48CNTRP, los cuales
fueron estadisticamente diferentes (gl=8,179; F=8.15; P<0.0001) a los filtrados testigos
TESCNTRP y TESCN (Figura 2.6). Asimismo, se encontraron diferencias estadisticas
significativas para el contenido de fésforo (gl=8,179; F= 11.7; P<0.0001), siendo las
plantas inoculadas con los filtrados C56CN y C61CNTRP las que tuvieron los mayores
valores con 0.223 mg planta?® y 0.2125 mg planta’, respectivamente. En cuanto al
contenido de potasio, las plantas inoculadas con los filtrados C48CNTRP tuvieron el
mayor valor de potasio (gl=8,179; F= 3.85; P<0.0003), siendo de mas del 100% con

respecto a los testigos TESCNTRP y TESCN.

El aumento en el contenido de nutrientes como el nitrégeno, fosforo y potasio en las
plantas, puede deberse a que el acido indolacético presente en los filtrados
bacterianos ejerce una reaccion positiva para la absorcion y metabolismo de estos
nutrientes. Hayat et al. (2009) menciona que independiente del tipo de auxina, estas
hormonas, mejoran el metabolismo del nitrégeno, la fotosintesis y el rendimiento de
algunos cultivos. En leguminosas el uso de estos compuestos incrementa la
nodulacién, contenido leghemoglobina y las enzimas para asimilacién del nitrégeno.
Por su parte Hoppkins (1995), menciona que las fitohormonas regulan el proceso de
fijacion de nitr6geno, ya que estos compuestos inducen la expresion de genes
especificos y activa varias enzimas que participan en el proceso (Woodward y Bartel,

2005).
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Figura 2.6. Contenido de A) nitrégeno, B) potasio y C) fésforo en plantas micropropagadas de

de azlUcar micropropagadas e inoculadas con filtrados bacterianos. *Promedios con

diferente letra mostraron diferencias estadisticas significativas (a

cafa

=0.05).

Santos et al. (2021) también encontré una mayor acumulacion de nutrientes en plantas

atribuyendo

| ser inoculadas con Achromobacter spanius 1P23

ucar a

s

de cafa de az

estos resultados al incremento en el volumen radical y a la captacion eficiente de los

nutrimentos. Esto posiblemente explica el efecto de los filtrados bacterianos en el

contenido de nutrimentos del presente trabajo, en particular de los que provienen de

las cepas Achromobacter xylososidans CPOC56 y Acinetobacter vivianii CPOCA48.
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Khalid et al. (2004) y Ali et al. (2009), mencionan que las auxinas provenientes de la
sintesis microbiologica juegan un papel fundamental, en promover el crecimiento de las
plantas, debido a que estas hormonas regularmente funcionan como biomoléculas de
sefalizacion. Sin embargo, dependiendo de la concentracion estos compuestos
producidos por las bacterias, estas pueden actuar como inhibitorias sobre el
crecimiento de las plantas (Spaepen et al., 2007), el cual puede ser atribuido a un
estrés hormonal que afecta el desarrollo de estas (Dos santos et al.,, 2019). Las
investigaciones con filtrados bacterianos en la fase de aclimatacion en plantas cafa de
azucar son casi nulas. Algunas de ellas fueron enfocadas principalmente a la
utilizacién de filtrados o sobrenadantes libres de células bacterianas como agentes
biocontrol contra de enfermedades. Shastri et al. (2020), descubri6 que el uso de
sobrenadante libre de células bacterianas de Bacillus subtilis S17, inhibio el
crecimiento micelial en mas de 70 % de Colletotrichum falcatum, un hongo patégeno
causante de enfermedades en plantas de cafia de azucar, esto debido a que los
metabolitos contenidos en los filtrados bacterianos tienen actividad antagénica contra
este hongo. Aunque, en nuestra investigacion no se evalué la capacidad antagénica de
las cepas bacterianas, quiza los filtrados bacterianos también actuaron en este sentido,
evitando el desarrollo de enfermedades en las plantas de cafia de azucar y con lo cual

se observé mayor crecimiento.

2.6 CONCLUSIONES

De las nueve cepas seleccionadas, Achromobacter xylosoxidans CPOC61 mostrd
mayor densidad Optica en caldo nutritivo y caldo nutritivo adicionado con triptéfano.

Acinetobacter vivianni CPOC48, Achromobacter xylosoxidans CPOC56 y Bacillus
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pumilus CPOC22 fueron capaces de producir acido indolacético sin la presencia de

triptéfano con cantidades que van de 1.21 ug mL?* a 15.78 ug mL2.

La cantidad de acido indolacético producida en presencia de triptéfano, por las cepas
Acinetobacter vivianni CPOC48, Achromobacter xylosoxidans CPOC56 se incremento

hasta en 56.72 ug mL! y 56.5 pg mL™, respectivamente.

En el experimento con plantas micropropagadas de cafia de azlUcar se observaron
efectos positivos de los filtrados C56CNTRP (obtenido de Achromobacter
xylosoxidans), C56CN (obtenido de Achromobacter xylosoxidans) y CNTRP48
(obtenido de Acinetobacter viviannii), los cuales incrementaron en las plantas la altura
(53 %), volumen radical (263 %), area foliar (264 %) y contenido de nitrégeno, fésforo y
potasio (en mas del 100 %) con respecto a los testigos. Resultados de la presente
investigacion indican que los filtrados bacterianos pueden ser utilizados para la

aclimatacion y ayudar en el desarrollo de plantas micropropagadas de cafia de azucar.
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CONCLUSIONES GENERALES

El compost de cachaza de cafia de azucar y gallinaza mostré una gran diversidad de
microorganismos como hongos, bacterias, y actinomicetos, de los cuales, las bacterias
mostraron diferentes capacidades promotoras de crecimiento como; fijacion de
nitrogeno, solublizacion de fosfato, produccién de acido indolacético, produccion de
sideroforos y actividade celulolitica. Las bacterias seleccionadas para los
experimentos pertenecen a siete géneros diferentes: Bacillus, Enterobacter,
Acinetobacter Achromobacter, Paenarthrobacter, Weizmannia y Staphylococus. La
especie bacteriana Achromobacter xylosoxidans CPOC56, mostré efectos positivos e
incrementos en la altura, numero de hojas, volumen radical, diametro de tallo, area
foliar y contenido de nitrdgeno en material vegetal, al ser inoculada en plantas

micropropagadas de cafia de azUcar.

La aplicacion de los filtrados C56CNTRP (Achromobacter xylosoxidans) y C48CNTRP
(Acinetobacter viviannii), provenientes del cultivo bacteriano en medio adicionado con
tript6fano contribuyeron al crecimiento de plantas micropropagadas de cafia de azUcar,
principalmente en variables como altura de planta, volumen radical, area foliar y
contenido de nutrientes (N, P, K). La utilizacién de los filtrados bacterianos podrian ser
una buena opcion para la aclimatacién de plantas en invernadero. Esta investigacion
contribuye con datos obtenidos en invernadero, que pudieran servir para futuras
investigaciones relacionadas al uso de rizobacterias en la aclimatacion de plantas
obtenidas in vitro. Por lo que es importante aportar tecnologias para un mejor manejo

de los cultivos e incrementar la productividad, pero con responsabilidad ambiental.
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