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Resumen

El compost es una fuente de microorganismos que pueden tener diferentes funciones en las plantas.
El objetivo fue evaluar el efecto de cepas de rizobacterias aisladas de compost de cachaza y gallinaza
en plantas micropropagadas de cafia de azucar durante la aclimatacion en invernadero. Se aislaron ce-
pas de compost de cachaza+gallinaza (C1 = 25:75 v/v; C2 = 50:50 v/v; C3 = 75:25 v/v y C4 = 100:0 v/v) por
la técnica de diluciones y siembra en placa. Las cepas aisladas fueron evaluadas por su capacidad de pro-
ducir auxinas y solubilizar fosfatos. Las mejores cepas se identificaron a nivel molecular y se inocularon
en plantulas micropropagadas de cafia de azucar. Se aislaron 63 cepas bacterianas y se seleccionaron
14 que presentaron mecanismos de promocion de crecimiento. Las cepas de bacterias identificadas mo-
lecularmente tuvieron alta similitud a 7 géneros: Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter Achromobacter,
Paenarthrobacter, Weizmannia y Staphylococus. La inoculacién de rizobacterias en plantas de cafa de
azucar, durante la fase de aclimatacion, mostré que Achromobacter xylosoxidans CPOC56 y Acinetobacter
vivianii CPOC48 incrementaron significativamente la altura (40 %), area foliar (107 %), volumen radical
(124 %), peso seco (93 %) y contenido de nitrégeno (115 %) y fésforo (133 %), comparado con el tes-
tigo. El compost de cachaza + gallinaza es un reservorio de rizobacterias promotoras de crecimiento ve-
getal, las 14 cepas seleccionadas con atributos benéficos pertenecieron a 11 especies distintas. Las cepas
Achromobacter xylosoxidans CPOC56 y Acinetobacter vivianii CPOC48 son una buena opciéon para fa-
vorecer el crecimiento durante la fase de aclimatacién de plantas micropropagadas de cafia de azucar.
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Compost as a source of rizobacteria to stimulate the growth of micropropagated sugarcane plants
Abstract

Compost is a source of microorganisms with different functions in plants. The objective was to evalu-
ate the effect of rhizobacterial strains isolated from filter cake and chicken manure compost on mi-
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cropropagated sugarcane plants during greenhouse acclimatization. Strains from composts obtained
from mix of filter cake + chicken manure (C1 = 25:75 v/v; C2 = 50:50 v/v; C3 = 75:25 v/v and C4 = 100:0 v/v)
were isolated by the technique of dilutions and spreading in plates. The isolated strains were evaluated
for their ability to produce auxins and solubilize phosphates. The best strains were identified at the mo-
lecular level and inoculated into micropropagated sugarcane seedlings. 63 bacterial strains were isolated,
of which 14 that presented growth promotion mechanisms were selected. The identified bacterial strains
were highly similar to 7 genera: Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter, Achromobacter, Paenarthrobac-
ter, Weizmannia, and Staphylococus. The inoculation of rhizobacteria in sugarcane plants, during the
acclimatization phase, showed that Achromobacter xylosoxidans CPOC56 and Acinetobacter vivianii
CPOC48 significantly increased height (40 %), leaf area (107 %), root volume (124 %), dry weight (93 %),
nitrogen (115 %) and phosphorus (133 %) content, compared with the control. The filter cake and
chicken manure compost was a reservoir of plant growth-promoting rhizobacteria, the 14 selected strains
with beneficial attributes belonged to 11 different species. The Achromobacter xylosoxidans CPOC56
and Acinetobacter vivianii CPOC48 strains are a good option to promote growth during the acclimati-
zation phase of micropropagated sugarcane plants.

Keywords: Inoculation, colonization, auxins, tissue culture, in-vitro plants.

Introduccion

La cafa de azucar es de gran importancia en
el mundo con una produccion de 1949 Mt en
2019, que ubica al cultivo por arriba de la
produccion alcanzada por maiz o trigo (FAO,
2021). Brasil e India concentran el 59 % de la
produccion y México ocupa el sexto lugar
en produccién de ese cultivo (FAO, 2021). Se
estima que la produccién de cafia de azucar
seguird creciendo a una tasa de 1 % anual
debido a la demanda de azucar (OCDE/FAO,
2021). El incremento de la produccién de caia
de azucar implicara la necesidad de generary
propagar masivamente nuevas variedades
para satisfacer la demanda. Sin embargo, los
métodos convencionales de propagacioén ve-
getativa dificilmente lograran cubrir esa de-
manda en corto tiempo.

La propagacioén in vitro de plantas mediante
el cultivo de tejidos vegetales es una técnica
utilizada para obtener plantas sanas de for-
ma masiva, permite mayor tasa de propaga-
cién vegetal, producir individuos uniformes
y controlar las condiciones ambientales para
evitar la aparicion de patégenos (Pasqual et
al., 2014). Actualmente hay un gran interés
en el uso de la micropropagacién para pro-

pagar masivamente nuevas variedades de
cafa de azlcar ya que se obtienen plantas en
tiempos mucho mas cortos (Lal et al., 2015).
No obstante, la fase de aclimatacion es quiza
la etapa mas dificil para las plantas micro-
propagadas, dado que es un proceso de su-
pervivencia para aumentar crecimiento y re-
ducir mortalidad de plantas, ya que son
expuestas a estrés biotico y abidtico cuando
son trasladadas a condiciones ex-vitro (Scor-
tecci et al., 2012; Lopes et al., 2017). Se ha ob-
servado que el uso de microorganismos be-
néficos como las rizobacterias, promueven el
crecimiento de plantas mediante funciones
como solubilizacién de fosfato, fijacién de ni-
trégeno y producciéon de reguladores de cre-
cimiento que ayudan a las plantas a tolerar el
estrés causado por diversos factores (Alam et
al., 2019). Ademas, se ha mostrado que la ino-
culacién de rizobacterias promotoras de cre-
cimiento vegetal en cafa de azucar, ayudan a
reducir la dosis de fertilizantes quimicos apli-
cados a las plantas, haciéndolas mas eficientes
en la captacién 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 ca-
chaza, proveniente principalmente del pro-



Cohuo-Colli et al. (2023). ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 119(4): 327-342 329

ceso de clarificacion de los jugos de la caia.
Paises como India, generan de 3,6 a 3,9 mi-
llones de t de cachaza al afo (Rasappan et al.,
2015). El compost ha sido una alternativa
para tratar estos residuos para obtener un
producto estabilizado que funciona como
un fertilizante orgénico y mejora las condi-
ciones del suelo (Cunha-Queda et al., 2007;
Romero-Yam et al., 2015). Ademas de ser
una fuente de nutrientes, el compost repre-
senta un reservorio de microorganismos be-
néficos como las rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal, tales como aquellas
pertenecientes a la familia Bacillaceae, que
han sido encontradas en compost de resi-
duos de cafa de azucar (Estrada-Bonilla et
al., 2017) o como las especies de Serratia ply-
muthica, Serratia grimesii y Achromobacter
piechaudii (que han sido aisladas en dife-
rentes tipos de compost; Samet et al., 2022).
Aunque se tiene conocimiento sobre la im-
portancia y beneficio de los microorganis-
mos en los cultivos, pocos estudios se han en-
focado en el uso de rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal en la fase de aclima-
tacion de plantas micropropagadas, por lo
que el objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto benéfico de bacterias aisladas
de compost de cachaza de cafla mezclada con
gallinaza, en el crecimiento de plantas mi-
cropropagadas de caia de azUcar durante la
fase aclimatacion en invernadero, cuantifi-
cado como altura, volumen radical, area fo-
liar, biomasa y contenido de nutrientes.

Material y métodos

La presente investigacion fue realizada en el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del
Colegio de Postgraduados, Campus Monte-
cillo, ubicado en la Carretera México-Texcoco
Km 36,5, Montecillo, Texcoco, Estado de Mé-
xico y en el Colegio de Postgraduados Cam-
pus Cordoba, ubicado en Km 348 carretera

federal Cérdoba-Veracruz, congregacion Ma-
nuel Leén, Municipio de Amatlan de los Re-
yes, Veracruz.

Origen y descripcion del compost utilizado

El material utilizado fue compost obtenido
de una mezcla de cachaza de cafa de azucar
con gallinaza, en cuatro proporciones dife-
rentes: C1 = 25 % cachazay 75 % gallinaza
(2.5:7.5 v/v); C2 =50 % cachazay 50 % galli-
naza (5:5 v/v); C3 =75 % cachazay 25 % ga-
Ilinaza (7.5:2.5 v/v); C4 =100 % cachazay 0 %
gallinaza (10:0 v/v). Se recolectaron tres sub-
muestras de la pila de compost, las cuales se
mezclaron para obtener una muestra com-
puesta de 500 g por cada tipo de compost.
Las muestras presentaron valores de pH que
fluctuaron de 8 a 9,6. Los valores de materia
organica fueron 26,3 a 37,9 %, mientras que,
de carbono organico fueron de 15,3 a 21,97 %,
el nitrégeno total oscilé de 1,3 a 2,3 % y fi-
nalmente la relacién N (carbono-nitrégeno)
fluctué de 9,5 a 11,5.

De las muestras de compost, se recolectaron
submuestras de 10 g y se procesaron en el la-
boratorio para aislar cepas de rizobacterias
por el método de diluciones y siembra en
caja Petri. Las muestras se colocaron en bo-
tellas que contenian 90 mL de agua desti-
lada estéril y se agité por 20 min. A partir de
esa dilucién (1077) se realizaron diluciones de-
cimales seriadas hasta 10~. De cada dilucién
se recolecté una alicuota de 100 plL y se dis-
tribuyé en caja Petri que contenia medio de
cultivo sélido. Las cajas se incubaron a 28 °C
durante 72 h para obtener colonias de bacte-
rias aisladas. Los medios de cultivo utilizados
fueron: agar nutritivo (20 g de agar nutritivo
Merck; 1000 mL de agua destilada estéril),
Pikovskaya (10 g de Glucosa; 5 g de Ca (PO,),;
0,5gde (NH,)SO,; 0,2 g de KCl; 0,1 g de MgSO,,
7H,0; 0,0002 g de MnSO,; 0,0002 g de FeSO,,
7H,0; 0,5 g de extracto de levadura; 15 g de
agar; 1000 mL de agua destilada estéril) (Pi-
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kovskaya, 1948) y Luria Bertani (LB) (10 g de
triptona; 5 g de extracto de levadura; 5 g de
NaCl; 1 g de triptéfano; 15 g de agar; 1000 mL
de agua destilada estéril). El aislamiento de
las cepas de rizobacterias se llevo a cabo se-
leccionando por tamaio y color las colonias
de rizobacterias crecidas en cada medio y se
resembraron en agar nutritivo e incubaron
durante 48 h.

Seleccion gruesa de cepas de rizobacterias
por atributos promotores de
crecimiento vegetal

Las cepas aisladas fueron sembradas en mi-
croplacas (microplates Costar 3591, Cornind,
NY) de 96 pocillos que contenian 150 L de
medio liquido LB y después de 48 h de incu-
bacion a 28 °C, se le agreg6 a cada pocillo
150 pL de reactivo salkowski (2 % 0,5 M FeCl,
en 35 % de acido perclérico) y se incub6 du-
rante 30 min en oscuridad. El indicativo de
produccion de acido indolacético es el cambio
de coloracion del medio, que va de un rosado
tenue a rojo (Bric et al., 1991; Almaraz-Sua-
rez et al., 2020). En el caso de cepas solu-
bilizadoras de fosfato, se sembré 10 yL de in-
6culo de cada cepa en cajas Petri con medio
de cultivo Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) y se
incubaron durante 48 h. La formacién de un
halo de color claro alrededor de la colonia
fue el indicativo de solubilizacién de fosfato,
que se evalué a las 48 h.

Cuantificacion de AIA y fosfato soluble

A partir de las pruebas cualitativas, se selec-
cionaron 14 cepas bacterianas. Estas cepas se
evaluaron en medio liquido con la finalidad
de determinar la cantidad de acido indola-
cético que producen y la cantidad de fosfato
que solubilizan. Con respecto a la capacidad
de solubilizar fosfato, las cepas de bacterias
se sembraron en tubos falcon de 15 mL en
medio liquido Pikovskaya (Pikovskaya, 1948).

Después fueron incubadas en agitacion a
28 °C durante 7 dias en un agitador marca
Thermo scientific® modelo MAXQ 400. Poste-
riormente, los cultivos bacterianos se centrifu-
garon a 7000 rpm durante 10 min y se filtraron
en una membrana (Millex syringe filter,
0,22 ym, Durapore®), se recolectaron 150 uL
de cada filtrado y se colocaron en microplacas
(Microplates Costar 3591, Corning, NY) de 96
pocillos, afadiendo 50 uL de vanadato
(NH,VO, 0,25 % en 35 % HNO,) y 50 uL de mo-
libdato ((NH,);MO,0,, al 5 %). Después de
5 min de reaccion, las muestras fueron leidas
en un espectrofotémetro (Synergy 2 micro-
plate reader, Biotek Instruments, Inc.) a 420 nm
(Almaraz-Suarez et al., 2020). La cantidad de
fosfato soluble se calculé mediante una curva
estandar elaborada con concentraciones de
fosfato (0 ug mL™", 50 ug mL~!, 100 ug mL™",
150 ug mL™", 250 pg mL"y 300 ug mL™").

Para la producciéon de acido indolacético
(AIA), las cepas bacterianas fueron cultivadas
en viales de 2 mL con medio Luria-Bertani li-
quido e incubadas durante 48 h a 28 °C en
agitacion (Thermo scientific® modelo MAXQ
400) a 180 rpm, se utilizaron dos grupos de
tubos. De tal forma que un grupo de tubos
con los cultivos bacterianos se centrifugaron
a 7000 rpm durante 15 min y se filtraron en
una membrana (Millex syringe filter, 0,22 pm,
Durapore®) a las 24 h, se recolectaron 150 pL
del sobrenadante de cada cultivo y se depositéd
en microplacas de 96 pocillos (Microplates
Costar 3591, Corning, NY), adicionando 150 uL
de reactivo Salkowski. A continuacién se in-
cubaron en oscuridad durante 30 min y se
analizaron en un espectrofotémetro (Synergy
2 microplate reader, Biotek Instruments, Inc.)
a 530 nm (Almaraz-Suarez et al., 2020). A las
48 h, el otro grupo de tubos se procesaron re-
alizando el mismo procedimiento. La con-
centracion de AlA, se determiné en funcién a
una curva estandar con concentraciones de
acido indolacético (0 ug mL™", 10 ug mL™,
20 ug mL™", 30 ug mL", 40 ug mL™?, 50 ug mL,
60 ug mL™", 70 ug mL™, 80 ug mL" y 90 ug mL™").
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Identificacion molecular

El material genético de 14 cepas bacterianas
fue obtenido a partir de cultivos jovenes de
24 hy se realiz6 siguiendo el protocolo de ex-
traccion de DNA para bacterias mediante el
método CTAB (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA
2H20 mM, CTAB 2 %; NaCl 1,4 M). Se ampli-
fic6 un fragmento del gen ribosomal 16S
ADNr, utilizando los iniciadores 8F (5'-AGA
GTTTGATCCTGGCTCAG-3') y 1492R (5'-GGT
TACCTTGTTACGACTT-3'). La mezcla de reac-
cion de amplificacion fue con regulador de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
se basé en: buffer 5X, dNTP’s 2,5 mM, vaya
Tag ADN polimerasa (5U), ADN 100 ng. La
PCR se realizé en un termociclador C100
Touch (Bio-Rad, USA) con una desnaturaliza-
cion inicial de 95 °C durante 2 min; seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C du-
rante 1 min, alineamiento a 59 °C durante
30 s y la extension a 72 °C durante 2 min, y
una extension final de un ciclo a 72 °C du-
rante 10 min. Las amplificaciones se obser-
varon en un gel de agarosa al 1,5 % tefido
con colorante verde de ADN (Green-DNA
dye, Bio Basic Inc., Canada). Posteriormente,
los productos finales se purificaron con Exo-
SAP-IT (Affymetrix, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La secuencia-
Cién se llevo a cabo con el Genetic Analyzer
modelo 3130 (Applied Biosystem, EE. UU) en
ambas direcciones. Las secuencias correspon-
dientes a la region 16S ADNr de cada una de
las cepas, se editaron con el programa BioE-
dit v7,0,9,1 (Hall, 1999). Se hizo un analisis
para encontrar regiones de similitud local
entre secuencias con alineamientos signifi-
cantes de cada aislamiento obtenido, para la
regién 16S ADNr en la plataforma BLAST_
nucleotide 2,2,19 del National Center for Bio-
technology Informatio (NCBI) (Zhang et al.,
2000). Finalmente, las secuencias de las bac-
terias se depositaron en la base de datos de
GenBank del NCBI.

Efecto de cepas de bacterias inoculadas

en plantas micropropagadas de caha

de azucar durante la fase de aclimatizacion
en invernadero

La fase de aclimatacién de plantulas de cafia
de azucar se efectud en el invernadero de
cultivo de tejidos vegetales del Colegio de
Postgraduados Campus Cérdoba, Veracruz,
en los meses de diciembre/2020-febrero/2021.
Se seleccionaron 120 plantulas de cafia de
azucar de la variedad “Mex 69-290" propa-
gadas in vitro con edad de 20 dias en inver-
nadero (pre-aclimatacion). Como sustrato se
utilizé una mezcla de perlita con peat-moss
y tezontle en una relacién 1:1:1 v/v/v, esteri-
lizada 3 veces en dias no consecutivos a
120 °C durante 3 h en autoclave vertical. Las
plantas seleccionadas fueron homogeniza-
das, dejando sélo un vastago y podadas en la
parte aérea y en la raiz y después fueron
trasplantadas en semilleros de 32 cavidades,
siendo una planta por cavidad la unidad ex-
perimental. Se incluyeron 15 tratamientos
(14 cepas bacterianas y un testigo sin inocu-
lar) con 8 repeticiones para cada tratamiento.
Las cepas de bacterias fueron crecidas en
caldo nutritivo durante 48 h hasta obtener
una concentracién de 108 células mL™. Las
plantas se inocularon a los 5 dias después
del trasplante anadiendo 2 mL de inéculo a
las raices con jeringas estériles de 5 mL. Las
plantas fueron mantenidas durante dos se-
manas en un invernadero con 60 % de som-
bra, con malla sombra a 30+2 °Cy humedad
relativa del 60+10 % y luz natural. Poste-
riormente fueron transferidas a un inverna-
dero con mayor iluminacién con tempera-
tura de 35+2 °C con humedad relativa del
30 % y luz natural. EL riego se realiz6 dia-
riamente y se fertilizé dos veces a la semana
con 15 mL de solucion nutritiva al 10 % (Stei-
ner, 1961). Las plantas fueron cosechadas a
los 55 dias después de la inoculacién. Las va-
riables evaluadas fueron: altura de planta,
numero de hojas, volumen de raiz (técnica de
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desplazamiento de agua por raiz en probeta
graduada), didmetro de tallo. El &rea foliar se
determiné con la metodologia descrita por
Hermann y Camara (1999): AF = Cx L x 0,75
x (N + 2), 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 = namero de hojas totalmente
abiertas con por lo menos 20 % de area
verde; 2 = factor de correccion. Los tallos, ho-
jas y raices fueron secados hasta peso cons-
tante en un horno (Felisa, Modelo 242-A) a
70 °C durante 72 h y se pesaron en una ba-
lanza analitica (Sartorious Modelo Anlytic
AC 21085, llinois, EUA). Finalmente, las mues-
tras secas de tallos y hojas se molieron para
determinar; contenido de nitrégeno (N), me-
diante el procedimiento semi-micro Kjeldahl
(Etchevers, 1987), fésforo (P) por colorimetria
de complejos molibdofosféricos reducidos
con acido ascorbico (AOAC, 1980) y potasio
(K) por fotometria de llama (Rodriguez y Ro-
driguez, 2015).

Diseno experimental y analisis estadistico

La produccién de AlA y solubilizacion de fos-
fato se analizé estadisticamente en un di-
sefio experimental completamente al azar
con cuatro repeticiones. Se realizaron anali-
sis de varianza y prueba de comparacion de
medias (Tukey, oo = 0,05) mediante el soft-
ware estadistico R 4.0.2. (R Core Team, 2020),
utilizando la libreria agricolae y el entorno
de desarrollo integrado Rstudio.

El experimento de invernadero con plantas
micropropagadas se establecié en un disefo
experimental completamente al azar con co-
variable (altura inicial de la planta), con ocho
repeticiones. Los datos de crecimiento se pro-
cesaron estadisticamente y se realizd un ana-
lisis de covarianza con comparacion de medias
Ls-means en el paquete estadistico SAS 9.2.

Resultados y discusion

Aislamiento y caracterizacion de la
actividad promotora de crecimiento
de las cepas bacterianas

Se aislaron 63 cepas bacterianas, de las cuales
13 cepas fueron aisladas de compost C1, 10 ce-
pas se obtuvieron de C2, 16 cepas se aislaron
de C3y 24 cepas fueron obtenidas de C4. Del
total de cepas solo el 22 % mostraron la capa-
cidad de producir acido indolacéticoy 10,7 %
presentaron el atributo de solubilizar fosfatos.
Posteriormente, se seleccionaron 14 cepas que
presentaron al menos un mecanismo de pro-
mocién de crecimiento. Estas cepas se evalua-
ron por su capacidad de producir acido indo-
lacético (AIA) y solubilizar fosfato.

La cepa CPOC12 produjo la mayor cantidad
de acido AIA con 14,7 yg mL™ a las 24 h.
Mientras que la cepa CPOC56 fue superior al
resto de las cepas a las 48 h con una cantidad
de AIA producida de 33,3 ug mL™". En cuanto
a la solubilizacién de fosfato, la cepa CPOC48
mostré una gran capacidad de solubilizar
fosfato con 257,59 ug mL™', sequido por las
cepas CPOC49 y CPOC12 con 181,1 ugmL'y
55,13 ug mL™" de fosfato solubilizado, res-
pectivamente (Tabla 1). Al respecto varios
estudios han demostrado que bacterias aisla-
das de rizosfera, residuos y partes de la plan-
ta de cafa de azucar, tienen la capacidad de
producir AlA y solubilizar fosfato. Santos y Ri-
gobelo (2021) aislaron 167 cepas de bacterias
de la rizosfera de algunas variedades de caia
de azucar, de las cuales dos cepas de Entero-
bacter asburiae produjeron la mayor canti-
dad de AIA con alrededor de 56 uyg mL™, y
una cepa de Bacillus thuringiensis tuvo la ca-
pacidad de solubilizar hasta 481 mg mL™" de
fosfato. Mientras que, Morgado Gonzalez et
al. (2015), entre las cepas de rizobacterias
que aislaron de cafia de azucar, observaron
que Pseudomonas luteola produjo AlIA a un
nivel de hasta 117,3 uyg mL™' y Stenotropho-
monas maltophilia solubilizé 222,4 uyg mL™
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Tabla 1. Produccién de acido indolacético a las 24y 48 h y fosfato soluble a los 7 dias en cultivos de cepas

de rizobacterias aisladas de compost.

Table 1. Production of indole acetic acid at 24 and 48 h and soluble phosphate at 7 days in cultures of

rhizobacterial strains isolated from compost.

Produccion de acido indolacético (AIA)

Fosfato soluble

Cepas pg mL! ug mL-!
24 h 48 h (7 dias)
CPOC12 14,72 a 23,45 b 55,13 ¢
CPOC49 9,13 ab 13,35 cd 181,15 b
CPOC45 8,94 abc 17,12 bc 10,41d
CPOC5 8,07 abc 517 e 0,37 d
CPOC56 5,92 bc 33,32 a 0,72d
CPOC36 5,15 bc 19,94 bc 0,56d
CPOC48 4,86 bc 531e 257,59 a
CPOC61 4,41 bc 9,64 de 0,53d
CPOC3 3,96 bc 20,17 bc 15,69 d
CPOC7 2,93 bc 16,52 bed 0,98 d
CPOC32 2,74 bc 13,96 cd 091d
CPOC11 1,52 bc 19,68 bc 543d
CPOC57 1,05 bc 9,41 de 0,29d
CPOC22 0,87 c 18,35 bc 0,22d
CME 10,63 8,61 65,67

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (o. = 0,05); CME =

Cuadrado Medio del Error.

de fosfato. Algunos géneros de rizobacterias
como Acinetobacter sp. tienen la capacidad
de solubilizar hasta 682 ug mL™' de fosfato
(Bharwad y Rajkumar, 2020). Los mecanis-
mos de produccién de AlA y la solubilizacion
de fosfatos son aspectos importantes para de-
terminar, ya que son caracteristicas de las bac-
terias asociadas a la promocién de creci-
miento vegetal (Glick, 2012).

Identificacion molecular

El analisis de las secuencias de ADNr 16S am-
plificadas mostré que las 14 cepas con atri-
butos de promocién de crecimiento tienen
alta similitud a 7 géneros: el género Bacillus
con mayor numero de especies: Bacillus liche-
niformis (CPOC3, CPOC7, CPOC11), Bacillus
pumilus (CPOC22) y Bacillus australimaris
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(CPOC36). Ademas, dos cepas pertenecian a
especies de Enterobacter: Enterobacter cloa-
cae (CPOC46) y Enterobacter hormaechei
(CPOC57). De igual forma, se encontraron ce-
pas pertenecientes a las especies de Acineto-
bacter pitti (CPOC12) y Acinetobacter vivianii
(CPOC48). Las cepas CPOC56 y CPOC61 fueron
identificadas como Achromobacter xylosoxi-
dans, y finalmente las cepas CPOC32, CPOC6
y C49 como Paenarthrobacter sp., Staphylo-
cocus equorum y Weizmannia ginsengihumi,
respectivamente (Tabla 2).
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Efecto de cepas de bacterias inoculadas
en plantas micropropagadas de caha de
azucar durante la fase de aclimatizacion

El analisis de covarianza mostroé diferencias
estadisticas significativas entre los trata-
mientos (p < 0,05) con relacion a las variables
de crecimiento. Las plantas inoculadas con
Achromobacter xylosoxidans CPOC56, Acine-
tobacter vivianii CPOC48, Bacillus lichenifor-
mis CPOC11 y Bacillus licheniformis CPOC3,
mostraron los mayores efectos en las varia-

Tabla 2. Especies de rizobacterias aisladas de compost de cachaza de cafia de azucar con gallinaza.
Table 2. Rhizobacterial species isolated from compost of sugarcane filter cake with poultry manure.

Clave de Maéxima N°. De acceso
Compost identificacion Identificada como identidad al GenBank
C1 CPOC3 Bacillus licheniformis 100 ON982497
c3 CPOC5 Staphylococcus equorum 100 ON982498
a3 CPOC7 Bacillus licheniformis 100 ON982499
c3 CPOC11 Bacillus licheniformis 100 ON982500
c4 CPOC12 Acinetobacter pittii 100 ON982501
c4 CPOC22 Bacillus pumilus 100 ON982502
c4 CPOC32 Paenarthrobacter sp. 99,79 ON982503
1 CPOC36 Bacillus australimaris 100 ON982504
c2 CPOC45 Enterobacter cloacae 99,93 ON982505
c4 CPOC48 Acinetobacter vivianii 99,93 ON982506
1 CPOC49 Weizmannia ginsengihumi 100 ON982507
1 CPOC56 Achromobacter xylosoxidans 99,93 ON982508
c2 CPOC57 Enterobacter hormaechei 99,93 ON982509
c3 CPOC61 Achromobacter xylosoxidans 99,93 ON982510

Compost C1 =25 % cachaza + 75 % gallinaza; Compost C2 = 50 % cachaza + 50 % gallinaza; Compost
C3 =75 % cachaza + 25 % gallinaza; Compost C4 = 100 % cachaza + 0 % gallinaza.
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bles de crecimiento evaluadas (Tabla 3). Las
plantas inoculadas con Achromobacter xylo-
soxidans CPOC56 tuvieron una altura prome-
dio de 8,3 cm, lo que significa un incremento
del 40 % con respecto a plantas sin inocular
(Testigo), igualmente presentaron mayor nu-
mero de hojas. Cuatro cepas incrementaron
significativamente el volumen radical con
respecto al testigo. El mayor efecto se ob-
servé con la inoculacién de Achromobacter
xylosoxidans CPOC56 y Acinetobacter vivianii
CPOC48, con incrementos significativos en el
volumen de raiz de hasta 124 % y 81 % res-

pectivamente, comparado con plantas tes-
tigo. Las plantas inoculadas con Achromo-
bacter xylosoxidans CPOC56 presentaron la
mayor area foliar con 101,6 cm?, que repre-
senta un incremento de 107 % con respecto
a plantas no inoculadas (Tabla 3). En cuanto
a biomasa seca, las plantas inoculadas con
Achromobacter xylosoxidans CPOC56 pre-
sentaron incrementos significativos del 93 %
y 37 %, en peso seco de la parte aérea y la
raiz, con respecto a plantas no inoculadas.
Por otra parte, la cepa Acinetobacter vivian-
nii CPOC48 incrementd el peso de la parte aé-

Tabla 3. Variables evaluadas en plantas micropropagadas de cafia de azUcar inoculadas con rizobacterias,

a los 55 dias de aclimatacion en invernadero.

Table 3. Variables evaluated in micropropagated sugarcane plants inoculated with rhizobacteria at 55

days of acclimatization in greenhouse.

Volumen Diametro Area foliar
Cepas Altura (cm) No. hojas radical (cm3) de tallo (mm) (cm?)
CPOC56 831a 4,06 a 2,72 a 2,70 a 101,63 a
CPOC61 7,02 b 3,59 ab 1,54 cde 2,43 abc 56,16 bc
CPOC22 7,00 b 3,62 ab 1,85 bcd 2,25 bc 62,52 b
CPOC36 6,94 bc 3,80 ab 1,84 bcde 2,46 ab 55,78 bc
CPOC12 6,78 bc 3,58 ab 1,78 bcde 2,45 ab 55,03 bc
CPOC45 6,71 bcde 3,93 ab 1,92 bcd 2,33 abc 59,81 bc
CPOC3 6,67 bcde 3,74 ab 1,81 bcde 2,66 a 58,10 bc
CPOC48 6,63 bcde 4,05a 2,20 ab 2,50 ab 55,66 bc
CPOC49 6,53 bcde 3,70 ab 2,05 bc 2.,43 ab 56,06 bc
CPOC32 6,46 bcde 3,93 ab 1,41 de 2,30 abc 62,63 b
CPOC11 6,30 bcde 4,04 a 1,68 bcde 2,20 bcd 57,24 bc
CPOC7 6,12 cde 3,85 ab 1,35 de 2,47 ab 66,12 b
CPOC5 6,12 cde 3,86 ab 1,53 cde 2,18 bcd 48,61 bc
CPOC57 584e 3,85 ab 1,37 de 2,03 cd 41,46 ¢
Testigo 5,93 de 3,43 b 1,21e 1,81d 49,07 bc
CME 0,73 0,27 0,38 0,1591 399,65

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (o. = 0,05). CME =

Cuadrado Medio del Error.
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reay raiz en 60 % y 39 %, respectivamente,
comparados con el testigo (Tabla 4).

Diferentes estudios han mostrado que cepas
selectas de rizobacterias incrementan el cre-
cimiento de plantas de diferentes cultivos
como pepino, tomate y gramineas, incluyen-
do cana de azucar (Castanheira et al., 2014;
Soares et al., 2016; Abdel-Rahman et al.,
2017; Nascimento et al., 2021). En plantulas
de cafia de azucar se han observado incre-
mentos significativos de altura y area foliar
por efecto de la inoculacion de cepas de las
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especies Pseudomonas luteola, Aeromonas
salmonicida, Stenotrophomonas maltophilia,
Bacillus cereus, Acinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter sp. y Acinetobacter iwoffii (Mor-
gado Gonzalez et al., 2015; Hossain et al.,
2020; Silva et al., 2021; Patel et al., 2022). En
otros estudios se han observado incrementos
en la biomasa seca de tallo y raiz de plantu-
las de cafa de azucar de hasta 30 % al ser
inoculadas con Achromobacter spanius en
comparacién con plantas no inoculadas (San-
tos y Rigobelo, 2021). En trigo la inoculacién

Tabla 4. Peso seco de parte aérea y de raiz de plantas micropropagadas de cafa de azucar inoculadas
con rizobacterias, a los 55 dias de aclimatacién en invernadero.
Table 4. Dry weight of shoots and roots of micropropagated sugarcane plants inoculated with rhizo-

bacteria, at 55 days acclimatization in greenhouse.

Peso seco aéreo

Peso seco de raiz

Cepas (g planta) (g planta™)
CPOC56 0,30 a 0,21 a
CPOC48 0,20 b 0,18 ab
CPOC49 0,19 bc 0,16 bc
CPOC3 0,19 bc 0,18 ab
CPOC36 0,18 bc 0,17 b
CPOC45 0,19 bc 0,17 b
CPOC11 0,16 bc 0,15 bc
CPOC12 0,18 bc 0,16 bc
CPOC22 0,21 b 0,17 b
CPOC7 0,19 bc 0,17 b
CPOC32 0,18 bc 0,16 bc
CPOC5 0,16 bc 0,14 bc
CPOC61 0,18 bc 0,15 bc
CPOC57 0,14 ¢ 0,13 ¢
Testigo 0,15 bc 0,15 bc
CME 0,002 0,001

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias esta-
disticas significativas (o = 0,05), CME = Cuadrado Medio del Error.
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de Acinetobacter guillouiae EU-B2RT.R1 au-
mento significativamente el peso de biomasa
aérea y raiz con respecto al testigo (Hossain
et al., 2020).

Estos efectos positivos en el crecimiento de
las plantas, probablemente se debieron a al-
guna de las funciones que realizan las cepas
de bacterias como produccion de AlA y solu-
bilizacién de fosfato. Con respecto a la pro-
duccion de AlA, Achromobacter xylosoxidans
CPOC56 fue capaz de producir 33,3 pg mL™!
de AIA, mientras que, Acinetobacter vivianii
CPOC48 produjo la cantidad mas baja de AIA
con 5,3 pg mL~". El AIA es una de las principa-
les hormonas vegetales que las bacterias pue-
den producir y su efecto benéfico es sobre el
crecimiento de la raiz, 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 solubilizacién de fosfato, Achromobacter
xylosoxidans CPOC56 solubilizé una minima
cantidad fosfato (0,72 ug mL™") y Acinetobac-
ter vivianii CPOC48 solubilizé la mayor can-
tidad (257,59 pg mL™"). Estudios realizados en
Vigna radiata indicaron que la inoculacién de
Acinetobacter sp. SK2, mejoroé el crecimiento
de las plantas debido a que solubiliza una
gran cantidad de fosfato (682 ug mL") (Bhar-
wad y Rajkumar, 2020), ademas, fue capaz so-
lubilizar potasio, el cual es un elemento im-
portante para la activacion de varias enzimas,
que ayudan al crecimiento vegetal (Etesami
etal., 2017). Govindarajan et al. (2006) y Pe-
reira et al. (2019), encontraron que la inocu-
lacién de rizobacterias en plantas de cafia de
azucar, estimula el desarrollo del sistema ra-
dical. Este incremento en el crecimiento de la
raiz permite una mayor exploracién del suelo
y una eficiente absorcién de agua y nutrien-
tes e incluso mejora el uso de los fertilizantes
nitrogenados (Schultz et al., 2016), lo cual con-
duce a un aumento en la produccién de bio-
masa. Por consiguiente, estos dos mecanismos
promotores de crecimiento, como la produc-

cién de acido indolacético y solubilizacién de
fosfato, pudieron influir principalmente, en
mejorar el crecimiento de las plantulas de
cafa de azucar en la fase de aclimatacion. Se-
gun Lugtenberg y Kamilova (2009), las rizo-
bacterias, ademas de ayudar al crecimiento
de la planta mediante la nutricién, pueden
aminorar el ataque de microorganismos pa-
tdgenos, asi como moderar los efectos dele-
téreos causados por los estreses bidticos y
abidticos, como sucede en las plantulas de
cafa de azUcar producidas in vitro, al mo-
mento de adaptarlas en invernadero.

Con respecto al contenido de nutrimentos, el
analisis de covarianza mostro diferencias es-
tadisticas significativas entre tratamientos
para N, P y K. Las plantas inoculadas con
Achromobacter xylosoxidans CPOC56 fueron
estadisticamente diferentes al resto de los
tratamientos en el contenido de nitrégeno,
esta cepa incrementé en 115 % el contenido
de nitrégeno con respecto al tratamiento
testigo (Tabla 5), posiblemente debido a que
estas plantas desarrollaron un mayor volu-
men radical, con el que tuvieron mayor capa-
cidad de exploracién para captar mayor can-
tidad de este nutrimento. Santos y Rigobelo
(2021) también encontraron una mayor con-
centracion de nitrégeno (69 %) en plantas de
cafia de azUcar que incrementaron su volu-
men radical, al ser inoculadas con Achromo-
bacter spanius IP23 comparado con plantas
no inoculadas. En cuanto al fésforo, la mayor
concentracion se observé en plantas inocu-
ladas con Bacillus licheniformis CPOC11, con
un incremento de 133 %, comparado con el
testigo (Tabla 5). Este resultado puede atri-
buirse a la capacidad de la cepa de solubili-
zar fosfato (5,43 ug mL™"). El contenido de
fésforo en parte aérea es importante, ya que
este nutrimento participa en varias funciones
importantes como la sintesis de componentes
celulares, de fosfolipidos, nucleétidos, entre
otros (Taiz et al., 2015). Rosa et al. (2020), en-
contraron que la inoculacién de plantas de
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Tabla 5. Contenido de nutrientes (N, P, K) en plantas micropropagadas de cafia de
azUcar inoculadas con rizobacterias, a los 55 dias de aclimatacion en invernadero.
Table 5. Nutrient content (N, B, K) in micropropagated sugarcane plants inoculated
with rhizobacteria at 55 days of acclimatization in greenhouse.

Cepas N (mg planta) P (mg planta™) K (mg planta™)
CPOC56 4,61 a 0,04 e 2,79 ab
CPOC48 3,03 b 0,03 e 2,19 bcd
CPOC49 2,72 b 0,09 b 3,65 a
CPOC7 2,71b 0,06 bcd 2,12 bed
CPOC45 2,68b 0,06 bcd 1,68 cd
CPOC36 2,66 b 0,07 bc 2,56 bc
CPOC3 2,60 b 0,05 cde 1,91 bed
CPOC61 2,52b 0,08 b 1,89 bcd
CPOC22 2,52 b 0,07 bc 2,80 ab
CPOC12 2,28 b 0,04 de 1,84 bcd
CPOC11 2,11b 0,12 a 2,11 bcd
CPOC5 2,11b 0,05 cde 1,94 bed
CPOC32 2,04 b 0,05 cde 1,48d
CPOC57 1,76 b 0,04 e 1,61 cd
Testigo 2,14 b 0,05 cde 1,74 cd
CME 0,59 0,0002 0,33

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas
(00 = 0,05), CME = Cuadrado Medio del Error.

cafa de azucar con Bacillus subtilis y Pseu-
domonas flourescens junto con dosis bajas de
fésforo, aumentaron la concentracién de fés-
foro 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 solucién nutritiva
Hoagland con dosis baja en nitrégeno, au-
menté la concentracién de fésforo y potasio,
en comparacion con plantas no inoculadas, lo
cual puede estar ocurriendo en este experi-
mento al utilizar solucion nutritiva al 10 %, lo
que indica que los nutrimentos son absorbidos

de manera eficiente con ayuda de las bacte-
rias. Por otra parte, el mayor contenido de po-
tasio se encontré en plantas inoculadas con
Weizmannia ginsengihumi CPOC49, seguido
de Achromobacter xylosoxidans CPOC56 y Ba-
cillus safensis CPOC22, con incrementos en las
concentraciones de 108 %, 60 % y 59 % con
respecto al testigo (Tabla 5). El potasio es otro
de los nutrientes importantes para el crecimien-
to y buen desarrollo de las plantas, siendo
uno de los nutrimentos almacenados en gran-
des cantidades por las plantas de cafia de azu-
car, después del nitrégeno (Rossetto et al.,
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2010). En algunos estudios se ha demostrado
que algunas bacterias, tales como el género
Achromobacter sp. tienen la capacidad de so-
lubilizar potasio (Santos y Rigobelo, 2020),
con lo que este nutrimento puede estar dis-
ponible para ser absorbido por las plantas.

Ademas de las caracteristicas mencionadas,
probablemente las cepas poseen otros atri-
butos que necesitan ser evaluadas y que no
fueron estudiadas en esta investigacién, ta-
les como la formacion de biolfims. Se ha ob-
servado que bacterias de los géneros Acine-
tobacter sp. y Achromobacter sp. tienen la
capacidad de producir biofilms, cuando entran
en contacto con algunos cultivos, incluso con
plantas de cafla 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 co-
lonizan los érganos de la planta en las pri-
meras etapas de desarrollo. Por otra parte,
Matoso et al. (2020) observaron que en la res-
puesta a la inoculacién de plantulas de cafia
de azucar influye la variedad del cultivo y el
tipo de sustrato que se utiliza.

Conclusiones

Las 14 cepas de bacterias seleccionadas perte-
necieron a siete géneros; Bacillus, Enterobac-
ter, Acinetobacter, Achromobacter, Paenarth-
robacter, Weizmannia y Staphylococus. La
mayor produccion de acido indolacético (AIA)
se observo a las 48 h y diez cepas produjeron
la mayor cantidad de AIA con valores que
fluctuaron de 13,35 yg mL"a 33,3 yg mL™".
Cinco cepas mostraron mayor capacidad de
solubilizar fosfato con valores que van de
74,9 uyg mL™"a 397,5 ug mL™". Los resultados
del experimento con plantas micropropaga-
das de cafa de azucar mostraron efectos po-
sitivos de la inoculacién, principalmente con

Achromobacter xylosoxidans CPOC56, la cual
mostré incrementos en la altura (40 %), vo-
lumen radical (124 %), didmetro de tallo
(49 %), area foliar (107 %) y contenido de ni-
trégeno (115 %) en las plantas. Los resulta-
dos de la presente investigacion ponen en
manifiesto que el compost de cachaza de cafia
de azucar mezclada con gallinaza (25/75 v/v)
es una fuente de cepas de rizobacterias con
capacidad para incrementar el crecimiento
de plantulas micropropagadas de cafa de
azucar. Ademads, indica que la cepa bacte-
riana Achromobacter xylosoxidans CPOC56
podria tener el potencial de ser utilizada
para la aclimatacion y crecimiento de plantas
in vitro de cafa de azucar en invernadero.
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