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RESUMEN

EFICIENCIA DE LAS RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO
VEGETAL (RPCV) EN PLANTULAS DE CARNA DE AZUCAR (Saccharum spp.)

Antonio Morgado Gonzalez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013

Las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV) son una alternativa
en la nutricién de plantas cultivadas, ya que estimulan su crecimiento y rendimiento,
mejorando la absorcion de nutrimentos, el aumento en su movilizacion, la
produccion de antibidticos y de reguladores de crecimiento. La cafia de azucar
(Saccharum spp.) es un cultivo muy demandante de nutrimentos y de alto
rendimiento en México, el uso de las RPCV es fundamental para mejorar su
rentabilidad. En esta investigacion, se evalud la efectividad en produccion de indoles
totales por el método Salkowski, solubilizacién de fosfatos con medio Pikovskaya
de 24 cepas bacterianas de siete especies, y su impacto en el desarrollo de
vitroplantas de cafia de azucar de la variedad Mex 69-290 al ser inoculadas. Las
cepas fueron previamente identificadas, en el Laboratorio de Interaccion Molecular
Planta-Microorganismo del Colegio de Postgraduados, las especies utilizadas fueron
Aeromonas salmonicida, Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi,
Pseudomonas sp., Shewanella putrefaciens, Sphingomonas paucimobilis, y se
propagaron en caldo nutritivo. Esta investigacion se encuentra adscrita a la Linea
Prioritaria de Investigacion 5 (LPI) del Colegio de Postgraduados. La unidad
experimental fue una maceta con una mezcla esterilizada con 50% de suelo agricola
y 50% de agrolita, con una plantula de cafia de azucar producida in vitro. Se inoculd
1.0 mL de cultivo bacteriano (1X10’ UFC) por maceta. El experimento se desarrollé
en invernadero por 90 dias, en un disefio experimental completamente al azar, con
24 tratamientos, un testigo y cinco repeticiones. Se realizaron cinco muestreos
destructivos quincenales para medir las variables respuesta: altura, diametro de
tallo, nimero de macollos, area foliar, biomasa seca de la parte aérea y de la raiz.
La especie Ochrobactrum anthropi fue superior en producciéon de indoles con
valores de 116.69 y 115.70 pg mL™ asi como Pseudomonas luteola con 117.35 pg
mL™. En relacién a la solubilizacién de fosfatos, Stenotrophomonas maltophilia
present6 los valores mas altos: 222.43 y 216.38 pg mL™. Del total de cepas
inoculadas, 13 fueron superiores en diferentes variables respuesta. La altura se
incremento en 27.75% en promedio con respecto al testigo, el diametro en 30.75%,
el nimero de macollos en 38.5%, el area foliar en 49%, el peso de materia seca
aeérea y de raiz en 50.75 y 59.5% respectivamente. En cuanto al indice de area foliar
(IAF), tasa de asimilacion neta (TAN), tasa relativa y absoluta de crecimiento (TRCy
TAC), P. luteola, P. fluorescens, Oanthropi y S. maltophilia fueron las cepas que
mostraron mayores efectos positivos. Las cepas P. luteola (Tratamiento 1), O.
anthropi (T5), Aeromonas salmonicida (T15), Burkholderia cepacia (T16), P.
fluorescens (T22) y S. maltophilia (T24) fueron las mas destacadas en diferentes
variables respuesta y su constante persistencia en el tiempo, siendo potenciales
para ser utilizadas como biofertilizantes en el cultivo de cafia de azucar de forma
individual o en consorcios, aunque son necesarios estudios de antibiosis para
conocer la compatibilidad entre los microorganismos evaluados.

PALABRAS CLAVE: Nutricion vegetal, biofertilizantes, desarrollo, fosfatos solubles,
fitohormonas.



ABSTRACT

EFFICIENCY OF PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA (PGPR) ON
SUGAR CANE (Saccharum spp.) PLANTLESS

Antonio Morgado Gonzélez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2013

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) are used as an alternative for
nutrition of cultivated plants, since such bacteria are able to estimulate plant growth
and vyield, through processes such as nitrient uptake improvement, mineral
movilization increase, biosintesis of antibiotics and growth regulators. Sugar cane
(Saccharum spp.) is a crop plant which demands high amount of nutrients and
shows high yields in Mexico, therefore, the use of PGPR is crucial for improving its
profits. In this research we evaluated the efficiency of production of total indols for
Salkowski, phospahte solubility for Picovskaya method, of 24 bacterial strains
belonging to seven different species, and its impact on sugar cane plantlets variety
Mex 69-290 when being inoculated with such bacteria. Bacterial strains were
previously characterized in the Laboratory of Plant-Microorganis Molecular
Interaction from Colegio de Postgraduados, belonging to the species Aeromonas
salmonicida, Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas sp.,
Shewanella putrefaciens, Sphingomonas paucimobilis and Stenotrophomonas
maltophilia. Bacterial strains were propagated in a proper breeding ground. The
experimental unit was a pot containing a sterile mixture of 50% crop soil and 50%
agrolite, with a sugar cane plantless propagated in vitro. Each plant in the pot was
inoculated with 1.0 mL of bacterial culture (1X10” UFC). The study was carried out in
greenhouse during 90 days, using a completely randomized experiment with 24
treatments, a control, and five replicates each. After inoculation, five destructive
samplings were performed every 15 days in order to measure response variables
plant height, shoot diameter, number of stumps, foliar area, and dry biomass of
shoot and roots. The species Ochrobactrum anthropi produced the highest amount
of indols with values of 116.69 y 115.70 pg mL™, as well as Pseudomonas luteola
with 117.35 pg mL™. Concerning phosphate solubilization, Stenotrophomonas
maltophilia showed the highest values: 222.43 y 216.38 pg mL™. From the total of
bacterial strain inoculated, 13 showed superior effects on plant growth variables
measured. Plant height increased 27.75% on average in comparison to the control;
shoot diameter in 30.75%, number of stumps in 38.5%, foliar area in 49%, dry
biomass of shoot and root 50.75 and 59.5%, respectively. In relation to foliar area
index (IAF), net assimilation rate (TAN), relative and absolute growth rate (TRC and
TAC), P. luteola, P. fluorescens, O. anthropi y S. maltophilia were the strains
showing the strongest effects. The species P. luteola (Treatment 1), O. anthropi (T5),
Aeromonas salmonicida (T15), Burkholderia cepacia (T16), P. fluorescens (T22) and
S. maltophilia (T24) were the most prominent in different response variables and
their permanence during the time of the experiment, and therefore can be used as
biofertilizers in the sugar cane crop individually or associated, though studies on
antibiosis in order to know compatibility strategies must be carried out in deep.

KEY WORDS: Plant nutrition, biofertilizers, plant development, soluble phosphates,
plant growth regulators.
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|. INTRODUCCION

Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) o PGPR (del inglés
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), son microorganismos capaces de promover
el crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos como el
mejoramiento de la absorcion de nutrimentos, el aumento en la movilidad de éstos
(Yang et al., 2009), la produccion de antibidticos, fijacion de nitrégeno, produccion
de reguladores del crecimiento, solubilizacion de fosfatos, produccién de sideroforos
y control biolégico (Bashan y de-Bashan, 2005).

El uso de las RPCV es una alternativa en la nutricion del cultivo de cafia de azucar
(Saccharum spp.) ya que es un cultivo de alta demanda de nutrimentos. En México,
el cultivo de cafa de azucar requiere altas cantidades de nitrégeno (N) que varian
de 120 a 320 kg ha™ (Caballero-Mellado et al., 1993). En Brasil, el uso de los
fertilizantes es menor, y puede oscilar alrededor de los 50 kg ha™, debido a que
normalmente se utilizan RPCV junto con las practicas de fertilizacién (Oliveira et al.,
2006).

Las RPCV asociadas principalmente a gramineas son Azospirillum lipoferum, A.
brasilense y A. amazonense, Herbaspirilum seropedicae, Acetobacter
diazotrophicus, Enterobacter agglomeran, E. cloacae, Bacillus azotofixans, B.
polymyxa, Alcaligenes faecalis, Klebsiella sp., Azotobacter y Pseudomonas (Loredo
et al., 2004).

La respuesta de las plantas a la inoculacién con varios microorganismos del suelo
ha sido atribuida a la habilidad del in6culo para sintetizar y excretar sustancias en la
rizésfera, incluyendo diversos reguladores del crecimiento, tales como auxinas,
giberelinas, citocininas, etileno y acido abscisico (ABA) (Tilak et al., 2006). Se ha
encontrado que el 86% de las bacterias aisladas de la rizésfera tienen la capacidad
de producir auxinas y otros reguladores de crecimiento, y esta varia grandemente
entre especies y cepas de la misma especie, y también es afectada por las
condiciones del cultivo, estado de crecimiento y disponibilidad de sustratos, seguido
de las diferentes vias de biosintesis de las auxinas en los microorganismos
(Vestergard et al., 2007).



La cafia de azucar se desarrolla en diferentes tipos de suelo, desde arcillosos hasta
arenosos, y con pH acido hasta alcalino, aunque es esta ultima caracteristica es
fundamental para una buena nutricion del cultivo (Blackburn, 1984). En pH extremo,
el fosforo reacciona con iones como el calcio, hierro y aluminio, provocando su

precipitacion o fijacion, lo que disminuye su disponibilidad (Ferndndez et al., 2005).

Por otra parte, los microorganismos pueden participar en la solubilizacion del fosfato
inorganico y en la mineralizacion del fosfato organico, asi como en su inmovilizacién
(Pérez et al., 2007). Entre los mecanismos microbianos para la solubilizacion del
fosfato destacan la actividad de las fosfatasas, asi como la sintesis de &cidos
organicos como el citrico, butirico, maldnico, lactico, succinico, malico, gluconico,
entre otros, que son producidos por diversas bacterias conocidas como Bacterias
Solubilizadoras de Fosfato (BSP) que permiten la disponibilidad de fésforo para las
plantas (Paredes y Espinosa, 2010), lo cual representa una alternativa para

producir alimentos e insumos de manera sustentable.

Con la finalidad de implementar técnicas amigables con el ambiente, tendientes a
reducir el uso de fertilizantes quimicos en el cultivo de cafia de azlcar, en esta
investigacion se evalué el efecto de 24 cepas bacterianas promotoras del

crecimiento vegetal (RPCV) en una variedad comercial de cafia de azucar.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Importancia del cultivo

Con 53 ingenios azucareros en operacion, una produccién de mas de 46 millones de
toneladas y un rendimiento promedio de 65.6 t ha™ de cafia de azlcar para la zafra
2011-2012, México ocupa el séptimo lugar en produccion de azucar, séptimo lugar
en consumo de azucar, quinto lugar en la produccion de cafia de azlcar, y entre el
cuarto y quinto lugar en la produccion de azucar por hectarea. Sin embargo, ocupa
el décimo tercer lugar en la relacion produccion de cafia de azucar por hectarea, en
tanto que el primer lugar es ocupado por el Per( con 120 t ha (CONADESUCA,
2012).

La produccién de cafia de azlcar se registra en 15 estados del pais y esta
distribuida en una superficie de 798 mil hectareas, se benefician de forma directa
227 municipios. La agroindustria de la cafia de azucar tiene un efecto
socioecondmico en 12 millones de personas Yy la participacion de la produccion de
cafia de azucar en el PIB nacional es de 0.06%. Actualmente en México operan 53
ingenios azucareros, generando 440 mil empleos directos y 2.5 millones de empleos
indirectos (Unién Nacional de Caferos, 2012).

Los estados productores y el ndmero de ingenios que tienen cada uno son:
Veracruz (18), Jalisco (6), San Luis Potosi (4), Oaxaca (3), Michoacan (3), Tabasco
(3), Sinaloa (3), Chiapas (2), Nayarit (2), Puebla (2), Tamaulipas (2), Morelos (2),
Quintana Roo (1), Colima (1) y finalmente Campeche con un ingenio (Union

Nacional de Caiieros, 2012).

Se ha calculado que durante el primer ciclo de cultivo, la cafia de azucar extrae del
suelo de 120 a 270 kg de nitrdgeno por hectarea, en tanto que en el segundo ciclo
esta extraccion varia entre 100 a 170 kg ha™ (Urquiaga y Boddey, 1987). Por otra
parte, en México se aplican entre 120 y 320 kg ha™ de N (Caballero-Mellado et al.,
1993). En Brasil, los niveles de fertilizacion nitrogenada son marcadamente menores
y las dosis de fertilizacion usadas no son mayores de 50 kg ha™ de N, lo que es
suficiente para lograr buenos rendimientos (Oliveira et al., 2006).



2.2 Clasificacion y caracteristicas generales de la cafia de azUcar

La cafia de azucar es un miembro de la Clase Liliatae, Orden Poale, Familia
Poaceae, presenta las siguientes especies: Saccharum officinarum L., Saccharum
robustum Jesw., Saccharum spontaneum L., y Saccharum barberi Jesw. (Martin et
al., 1987).

La temperatura Optima para la el brote o germinacion de las yemas es de 32 a 38°C;
el crecimiento 6ptimo se logra con temperaturas medias diurnas entre 26 y 30°C; la
temperatura minima para un crecimiento vigoroso es aproximadamente de 21°C,
aunque para la maduracion es conveniente temperaturas relativamente bajas, del
orden de 10 a 20°C, ya que esto influye de forma directa en la reduccién del ritmo
de crecimiento vegetativo y el enriquecimiento de sacarosa en los tallos (Doorenbus
et al., 1986).

La duracion normal del periodo vegetativo es generalmente de 15 a 16 meses. El
cultivo procede de forma primaria de plantaciones, posteriormente de dos a cuatro
cultivos de rebrotes (soca y resoca) y en ciertos casos, llega hasta un maximo de
ocho cultivos, tardando cada uno de ellos alrededor de un afio en madurar (Salgado,
1994).

Dos de los factores mas limitantes para lograr rendimientos maximos en cafia de
azucar son las precipitaciones escasas Yy la baja fertilidad del suelo. Una de las
formas para contrarrestar la baja fertilidad es el uso de fertilizantes quimicos,
aunque para lograr una agricultura sustentable es necesario considerar su impacto
en el medio y el alto costo que implica su aplicacién en campo, por lo que se hace

necesario buscar otras alternativas de fertilizacion.

2.3 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Loredo et al., (2004) mencionan que en las Ultimas décadas, se ha investigado el
papel de las bacterias de la rizosfera o rizobacterias de diversas gramineas como
cafia de azlcar. Muchas bacterias asociativas son consideradas rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), debido a su capacidad para estimular
directamente el crecimiento de las plantas, a través de diversos mecanismos, como
el aporte de nitrogeno por el proceso de fijacion bioldgica de nitrdgeno atmosférico,

produccion de sustancias reguladoras del crecimiento, solubilizacion de minerales y

4



nutrimentos, incremento en el volumen de la raiz, induccion de resistencia sistémica
a patégenos, inhibicion del crecimiento de organismos antagonicos e interaccion
sinérgica con otros microorganismos del suelo. Las principales especies bacterianas
asociadas con gramineas son Azospirillum lipoferum, A. brasilense y A.
amazonense, Herbaspirillums eropedicae, Acetobacter diazotrophicus, Enterobacter
agglomeran, E. cloacae, Bacillus azotofixans, B. polymyxa, Alcaligenes faecalis,

Klebsiella sp., Azotobacter y Pseudomonas.

La fijacion biologica de nitrdgeno es la reaccion biolégica que compensa la pérdida
de éste nutrimento de los suelos en los agroecosistemas, la cual es una reduccion
enzimatica del nitrogeno atmosférico (N2) a amonio, catalizado por la nitrogenasa,
siendo este proceso realizado Unicamente por bacterias y arqueas. Algunas
bacterias que fijan nitrdgeno son benéficas para las plantas, ya que poseen otros
mecanismos como son la produccién de reguladores del crecimiento, solubilizacion
de fosfatos, entre otros, procesos que acarrearan multiples ventajas a las plantas
silvestres o cultivadas. Estas son llamadas Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento en las Plantas (RPCV), conocidas también PGPR por sus siglas en
inglés, las cuales son descritas como de vida libre en el suelo, presentes en la
rizésfera, o bien en el rizoplano, endofiticas o en la filosfera de las plantas, que bajo
ciertas condiciones estimulan el crecimiento y desarrollo vegetal (Bashan y de
Bashan, 2005).

Los géneros bacterianos aislados en diversas investigaciones y de diversas partes
de la planta de cafia de azucar son: Acinetobacter, Agrobacterium, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Brevibacillus, Burkholderia, Caulobacter, Citrobacter,
Comamonas, Curtobacterium, Delftia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Klebsiella, Kocuria, Lactococcus, Microbacterium, Micrococcus,
Ochrobactrum, Paenibacillus, Pannonibacter, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella,
Rhizobium, Saccharibacillus, Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas,

Xanthomonas y Zymomonas (Mehnaz, 2011).

Algunos de los factores que afectan el desempefio de las RPCV son el contenido de
nitrégeno en el suelo, el tipo de suelo, la edad o etapa de la planta hospedera y la
variedad. En suelos cafieros fertilizados con altas cantidades de fertilizante

nitrogenado en forma de amonio, se redujo la colonizacion de G. diazotrophicus y H.



seropedicae, observaron un drastico decremento en las poblaciones de G.
diazotrophicus con la edad de la planta y el genotipo. En algunas variedades de
cafia se ha reportado cierta persistencia en tiempo y en poblaciones de bacterias
enddfitas (Reis et al., 2000; Mufioz-Rojas y Caballero-Mellado, 2003).

Diversos estudios demuestran que la fijacién simbiética de nitrégeno es una forma
importante de incorporar N atmosférico al tejido vegetal, lo que repercute en una
mayor capacidad fotosintética y mejora la produccion de los cultivos, y a la fecha se
han descubierto otros mecanismos detonados por microorganismos que son
benéficos para la planta. Sevilla et al. (2001) sugieren que las bacterias fijadoras de
nitrogeno, ademas de contribuir a incorporar este nutrimento de la atmdsfera a la
planta, también contribuyen a la sintesis de promotores del crecimiento tales como
los indoles. De la misma forma, Mehnaz et al. (2009) reportaron que la inoculacién
de plantulas de cafia de azucar propagadas invitro con cepas de Pseudomonas
fluorescence y P. putida (bacterias que promueven la sintesis de &cido indolacético),

incremento la produccion de biomasa en estas plantulas.

Las RPCV suelen usarse en la inoculacion de cultivos de forma individual o en
forma de consorcios. Govindarajan et al. (2008) utilizaron un consorcio de aislados
bacterianos, los cuales inocularon en cafia de azucar, obteniendo como resultado un
sinergismo en cuanto a crecimiento y desarrollo del cultivo. Sin embargo,
Govindarajan et al. (2006) utilizaron un consorcio de G. diazotrophicus LMG7603, A.
amazonense y Burkholderia sp., obteniendo un menor rendimiento, comparado con
el resultado encontrado en la inoculacién individual de B. vietnamiensis MG43 y G.
diazotrophicus LMG7603, lo que pone de manifiesto que es necesario probar de
manera individual tanto inoculaciones de cepas simples como de consorcios, pues

cada uno tiene respuestas diferentes.



2.5 Biologia de las RPCV

La rizésfera influye de forma directa en la biomasa microbiana y determina la
biodiversidad mediante los cambios fisicos, quimicos o biologicos que ocurren en la
misma, debido a las secreciones organicas y restos de las raices de las plantas
(Badalucco y Kuikman, 2001). La activacion de ciertos genes en las plantas juega
un papel determinante en la interaccion simbidtica o asimbiética con los
microorganismos, ya que afecta la colonizacion de las raices por las bacterias
introducidas, asi como el tamafio total de las poblaciones microbianas en la planta y
su composicion de las mismas (Smith y Goodman, 1999).

La fauna del suelo tiene una funcién importante en los procesos microbianos de la
rizésfera y por tanto el efecto en el crecimiento de la planta (Bonkowski et al., 2000).
Los protozoarios son componentes esenciales del ecosistema del suelo y consumen
en general mas del 50% de la produccién bacteriana, mejorando los ciclos de los
nutrimentos y el flujo de energia en beneficio de los microorganismos, plantas y
animales (Foissner, 1999). Existen alrededor de 1600 especies conocidas de
protozoarios que viven en el medio terrestre y representan alrededor del 20 a 30%
del total de especies presentes, pero hasta el momento no han sido descritas en su
totalidad (Ronn et al., 2002).

Las propiedades fisicas y quimica del suelo (pH, humedad, disponibilidad de agua,
temperatura, potencial oxido-reduccion, salinidad, textura, estabilidad de agregados,
fertilidad y contenido de materia organica), la presencia o ausencia de pesticidas,
sustancias xenobidticas, y de otros factores abioticos, afectan de forma directa o
indirecta el crecimiento de las plantas y su interaccién con la microflora y fauna del
suelo. Los factores abioticos pueden influir de forma directa con la actividad de las
RPCV vy la dinamica de las comunidades microbianas de la raiz (Duffy y Défago,
1999).

Algunas RPCV que se encuentran bajo condiciones de estrés, como sequia o
ausencia de nutrimentos, forman estructuras de resistencia, tales como esporas
(Bacillus) y quistes (Azotobacter, Derxia y Azomonas). En Azospirilum se ha
encontrado la formacion de una estructura similar a un quiste, que permite que esta
bacteria se encapsule y sobreviva en condiciones de sequias y de altas

temperaturas (Elmerich et al., 1992).



Redondo-Nieto et al. (2011) encontraron en el genoma de una cepa de
Pseudomonas fluorescens, diversas islas génicas y genes que podrian contribuir a
la adaptacion de esta bacteria al ambiente de la rizésfera. Se encontraron genes
necesarios para la desnitrificacion, que permiten crecer a la bacteria de forma
anaerobia, utilizando nitrato y nitrito como aceptor final de los electrones; ademas
dos sistemas de secrecion tipo Ill, uno de ellos con homologia con patégenos de
animales; también dos sistemas de secrecion tipo VI, similares a los presentes en
bacterias patégenas y un segundo aparato flagelar, que parece ser importante en la

colonizacion.

Es necesaria una comprension profunda de los mecanismos de accion de las
RPCV, ya que es fundamental para la manipulacion de la rizosfera, con el fin de
maximizar el proceso dentro del sistema que influye en gran medida a la
productividad de las plantas en diferentes agroecosistemas, mecanismos que

pueden ser directos e indirectos.

2.6 Interaccion microorganismo-planta

La interaccion microorganismo-planta depende del establecimiento de una exitosa
colonizacion radical, la cual es un requisito previo indispensable para que el
microorganismo tenga algun efecto en el hospedante. La interaccion involucra los
siguientes pasos: a) la bacteria detecta las raices y se moviliza a la rizésfera debido
al fendmeno quimiotaxico, es decir, hacia productos excretados por las raices (Fedi
et al., 1992); b) la bacteria se adhiere a las raices, ya que en estas existen
receptores, como manosa y fructosa, azucares a los que ciertas RPCV muestran
afinidad (Korhonen et al., 1986); c) la bacteria invade los espacios intercelulares o
en el interior de las células donde son capaces de utilizar algun exudado de la
planta. Mediante esta interaccion se puede prever el establecimiento de algun
microorganismo, cuyo efecto posterior en la planta estaria dado por la excrecion de
sustancias promotoras del crecimiento vegetal, fijacidbn de nitrdgeno, solubilizacion
de fosfatos, produccion de sideroforos (Michiels et al., 1989), o por algun otro
mecanismo como la antibiosis, en el cual una o0 mas especies resultan dafadas
debido a la secrecion de substancias que inhiben su crecimiento. La antibiosis
puede entenderse como un mecanismo para eliminar la competencia por los

nutrimentos con otras especies. Este fendmeno es bastante comun en la naturaleza,



donde muchas especies han desarrollado la capacidad para producir antibidticos
(Bradshaw, 1976).

Diversos estudios han demostrado la presencia de substancias biologicamente
activas en medio de cultivo puro, pero no en el suelo. La respuesta de las plantas a
la inoculacién con varios microorganismos del suelo ha sido atribuida a la habilidad
del in6culo para excretar substancias organicas en la rizésfera. Durante las pasadas
dos décadas, el término de reguladores de crecimiento de las plantas fue usado

para abarcar algunas sustancias activas.

2.7 Mecanismos de accién de las RPCV
2.7.1 Sintesis de auxinas

La sintesis de reguladores del crecimiento es una de las principales formas en las
gue una bacteria interacciona sobre las plantas, ya que estimulan el crecimiento,
desarrollo y productividad de las mismas (Narula et al., 2006). Los reguladores del
crecimiento de las plantas, son sustancias organicas, que influyen en sus procesos
fisiolégicos y se encuentran a muy bajas concentraciones (por lo general en
intervalos de 10° a 10 mol L™). Los microorganismos del suelo producen diversas
sustancias que actian como reguladores de crecimiento en las plantas, tales como

auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y acido abscisico (ABA) (Saraf et al., 2011).

Las auxinas fueron de las primeras fitohormonas reconocidas y detectadas
guimicamente. Se han reportado diversos compuestos inddlicos y derivados
fenilacéticos con actividad auxinica, entre ellos se tiene el acido indol-3-acético
(AIA), considerado como la auxina fisiologicamente mas activa en las plantas, ya
gue estan involucradas en una gran variedad de respuestas en el desarrollo y
crecimiento de éstas. Actualmente diversas auxinas sintéticas son usadas en

aplicaciones comerciales (Frankenberg y Arshad, 1995).

Diversos microorganismos del suelo son capaces de producir auxinas
fisiol6gicamente activas, que pueden o no tener efectos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Los microorganismos liberan auxinas como metabolitos
secundarios a causa del suministro rico en nutrimentos liberados por la raiz (Brown,
1972). Se ha encontrado que el 86% de las bacterias aisladas de la rizosfera de

diferentes plantas, producen auxinas y otros reguladores de crecimiento, Yy esto
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varia grandemente entre especies y cepas de la misma especie, y también es
influenciado por las condiciones del cultivo, estado de crecimiento y disponibilidad
de sustratos. En condiciones in vitro, se ha observado que algunos cultivos
microbianos pueden producir pequefias cantidades de AIA en ausencia de un
precursor fisioldgico. Sin embargo, en presencia de triptéfano como precursor, la
microbiota muchas veces libera grandes cantidades de AIA y otros derivados

inddlicos (Barea et al., 1976).

Se considera que existen varias rutas de sintesis de auxinas a partir del triptofano,
como son la via del indol-3-piravico (AIP), la via indol-3-acetamida (AIM), y la via de
la triptamina (Tam) (Jankiewicz y Acosta-Zamudio, 2003) y por medio de la enzima
triptofanasa que hidroliza y desamina al triptéfano para convertirlo en indol, acido
prirdvico y amonio (Watanabe y Snell, 1972), siendo las formas més conocidas de
sintesis. Sin embargo, éstas no son las Unicas formas ya que se conocen algunos
géneros de bacterias que aun en ausencia total del triptéfano siguen sintetizando
estos metabolitos debido a que el amonio actia como precursor directo para la
sintesis (Merzaeva y Shirokikh, 2010).

Las fitohormonas (sintesis enddgena) o reguladores del crecimiento (sintesis
exdgena), son sustancias que promueven el crecimiento, desarrollo y estimulan el
potencial genético de los cultivos. Sin embargo, la concentracion de estos
compuestos es crucial para causar dichos beneficios o bien para causar efectos
adversos y se ha demostrado que bajas concentraciones de fitohormonas son
capaces de estimular el desarrollo vegetal pero a concentraciones altas inhiben y
reducen la zona de alargamiento radicular (Yahalomet al., 1991). En algunos otros
casos se ha reportado que altas concentraciones deforman la raiz, provocando un

efecto negativo en el crecimiento (Felici et al., 2008).

Se han encontrado diversas bacterias capaces de sintetizar AIA en diversas partes
de las plantas, y pueden ser benéficas o patdogenas. Dentro de las benéficas se
encuentran los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum, Alcaligenes,
Enterobacter, Acetobacter, Xhantomonas y dentro de las patdgenas, se tiene a
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola,

Pseudomonas syringae y P. savastanoi (Jha et al., 2009; Patten y Glick, 1996).
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2.7.2 Solubilizacién de fosfatos

El fosforo es un nutrimento del suelo, esencial para las plantas ya que es necesario
para completar su ciclo de vida y expresar su potencial genético. De la misma
manera en los microorganismos del suelo, este elemento tiene como principal
funcion la de participar en la liberacion y acumulacion de energia en el metabolismo
celular (Coyne, 2000). Sin embargo la forma soluble de fésforo (forma aprovechable
de las plantas) se encuentra muy limitada (0.1 a 1 kg ha™) en la mayoria de los
ecosistemas agricolas (Thompson et al.,, 1993). Los bajos indices de este
nutrimento, se deben a que el fésforo soluble reacciona con iones como el calcio,
hierro y aluminio, provocando su precipitacion o fijacion, disminuyendo asi su
disponibilidad (Fernandez et al., 2005).

En el suelo, el fosforo se encuentra en forma organica e inorganica. La primera
forma proviene de la degradacion microbiana de restos vegetales y animales,
formando compuestos como fosfatos de inositol y acidos nucleicos, por lo que del
fésforo total, el organico varia entre el 3 y 85% (Arzuaga et al., 2005). En lo que
respecta al fésforo inorganico, éste se encuentra en la parte mineral en forma de
ortofosfatos derivados del acido fosférico (HsPO,4), Ca*™ y Al'" los cuales se pueden
encontrar en forma de sales en solucion, sales cristalinas o sales absorbidas por los
coloides del suelo (Tsai y Rosseto, 1992). La mineralizacién (conversion microbiana
de fésforo organico a inorganico) es fundamental para la disposicién del mineral

para las plantas (Picone y Zamuner, 2002).

Los microorganismos participan en la solubilizacion del fosfato inorganico y en la
mineralizacion del fosfato organico, asi como en su inmovilizacion (Richardson,
1994).

La fitasa y fosfatasa son enzimas muy estudiadas y producidas por diversas
bacterias conocidas como Bacterias Solubilizadoras de Fosfato (BSP), las cuales
hidrolizan los enlaces organicos fosfatados liberando aniones fosfato a la solucion
del suelo (Jha et al., 2009; Pérez et al., 2007).

La produccién de acidos organicos es otra forma tipica de solubilizacion de fosfatos
por parte de las BSP, y los mas conocidos son los acidos gluconico, citrico, lactico y

succinico (Hariprasad y Niranjana, 2009). Otros no tan conocidos son el maldnico,
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oxalacético, acético, férmico, isovalérico, fumarico, glicélico, adiptico, indolacético,
butirico, e isobtirico (Paredes-Mendoza y Espinoza-Victoria, 2010), los cuales
liberan a los fosfatos de cationes como el Ca™, Fe™ y AI"* (Hariprasad y Niranjana,
2009).

Existen diversos géneros bacterianos benéficos y patdgenos a los cultivos, con
capacidad de solubilizar fosfatos, por medio de produccion de acidos organicos,
tales como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Mycobacterium, Flavobacterium, y Erwinia (Diaz et
al., 2001; Trivedi y Sat, 2008).

2.8 Andlisis de crecimiento

Para determinar el crecimiento de una planta de forma cuantitativa, es necesario
medir de periédicamente una serie de variables, que en su conjunto se conoce
como “Analisis de Crecimiento” (Hunt, 1982). El estudio detallado del crecimiento de
las plantas permite cuantificar los diferentes aspectos del mismo; la duracién del
ciclo, definiciébn de etapas de desarrollo, distribucién de fotoasimilados y biomasa
por érgano y por cultivo. Los analisis de crecimiento son basicos para comprender
los procesos fisioldgicos que determinan la produccién vegetal (Escalante y
Kohashi, 1993).

El area foliar es la medida usual del aparato fotosintético de una planta; su tamafio y
duracion esta relacionado de forma directa con el rendimiento ya que a mayor
crecimiento del dosel vegetal asegura una mayor intercepcion de luz, por lo que se
incrementa la fotosintesis y por ende la produccién de biomasa (Escalante-Estrada,
1999). La acumulacion de materia por planta principalmente depende de tres
factores que son el indice del area foliar (IAF), duracion del area foliar (DAF) y la
tasa de asimilacion neta (TAN) (Escalante y Kohashi, 1982). Para estimar los
indices de eficiencia en el crecimiento de las plantas, es necesario obtener el peso
seco de las plantas de la parte aérea y el area foliar en intervalos de tiempo durante
el desarrollo del vegetal (Hunt, 1981; Beadle, 1988).
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El area foliar se describe como la suma de las superficies de todas las hojas de la
planta, ya que las hojas y en especial la lamina foliar son la parte fundamental del
aparato fotosintético mas importante, ya que del tamafio y su duracion de éste,
dependen el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Plenet et al., 2000). El area
foliar es utilizada para denotar la magnitud de la maquinaria fotosintética, la cual se
considera como la principal fuente de 6Organos vegetativos y reproductivos en
crecimiento (Navarro, 1996). A mayor crecimiento de dosel se garantiza una mayor
intercepcion de luz, lo que incrementard la fotosintesis y produccion de biomasa
(Escalante-Estrada, 1999).

2.8.1 indices de eficiencia fisiol6gica

El crecimiento en las plantas también puede ser analizado por indices de eficiencia
fisiologica del crecimiento, y puede realizarse en plantas individuales y en

comunidades vegetales (Hunt, 1978).

Tasa de asimilacion neta (TAN)

La Tasa de Asimilacién Neta se define como la tasa de incremento en el peso de la
planta por unidad de &rea foliar (se expresa en g m?dia™) (Poorter y Remkes,
1990); es decir, es la tasa de acumulacion de materia seca por unidad de area foliar
por unidad de tiempo. La TAN es alta cuando las plantas son pequefias y la
mayoria de las hojas estan expuestas a la luz solar directa. A medida que el cultivo
crece y el indice de area foliar se incrementa, mas y mas hojas comienzan a
sombrearse, causando una disminucién de la TAN a media que la estacién de

crecimiento progresa.
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Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Se refiere al incremento en peso seco de la planta por unidad de tiempo (expresado
en g dia?). La variacion continua del peso durante cierto periodo de tiempo, es una
condicién fundamental para utilizar este concepto (Escalante y Kohashi, 1993). Este
indice esta en funcidén de la cantidad de material en crecimiento presente y de la
tasa de crecimiento per se. Al inicio del desarrollo existe un periodo en el que este
indice es cada vez mayor, y posteriormente se mantiene casi constante y luego
comienza a disminuir, de tal forma que al final el indice se vuelve negativo porque la

muerte de las hojas es superior al crecimiento nuevo (Milthorphe y Moorby, 1982).

Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Este indice expresa la eficiencia de la planta para producir nuevo material en un
periodo determinado de tiempo, es decir, el incremento de materia seca por unidad
de materia seca presente por unidad de tiempo y se expresa cominmente en g g*
dia’y se debe calcular para un intervalo de tiempo (Escalante y Kohashi, 1993).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacidon de 24 cepas rizobacterianas promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) en la variedad comercial Mex 69-290 de cafa de

azucar.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la produccion de indoles totales y la solubilizacion de fosfatos en los

aislamientos bacterianos.
e Evaluar la produccion de biomasa inducida por las bacterias inoculadas.

e Realizar un analisis de crecimiento de plantulas de cafia de azucar a los dos

meses de la inoculacion.

V. HIPOTESIS

» EI crecimiento de las plantulas de cafla de azlcar, esta relacionado
directamente con la produccién de indoles de las 24 cepas bacterianas y su

capacidad para solubilizar fosfato.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Fase de laboratorio
5.1.1 Material microbiolégico

Esta investigacion se encuentra adscrita a la Linea Prioritaria de Investigacion 5
(LPI-5), Biotecnologia Microbiana, Vegetal y Animal, para este experimento, se
utilizaron 24 cepas de rizobacterias aisladas de cafia de azlcar, que pertenecen a la
Coleccion Microbiana del Laboratorio de Interaccion Molecular Planta-
Microorganismo del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de México. Las
cepas fueron previamente identificadas y pertenecen a las especies: Aeromonas
salmonicida, Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas sp.,
Shewanella putrefaciens, Sphingomonas paucimobilis y Stenotrophomonas
maltophilia. La coleccion se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Cepas bacterianas de RPCV aisladas de cultivos de cafia de azucar en
Cédrdoba, Veracruz, utilizadas para el experimento.

5.1.2 Caracterizacioén del suelo agricola experimental

Para probar el efecto de las rizobacterias en el crecimiento vegetal se utilizé un
suelo agricola proveniente de la misma region productora de cafia de azlcar donde
fueron aisladas las bacterias originalmente. Este suelo fue caracterizado en el
Laboratorio de  Nutricion Vegetal “Salvador Alcalde Blanco” del Colegio de

Postgraduados. Las caracteristicas encontradas se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo agricola utilizado en la
mezcla de sustrato para el crecimiento de plantulas de cafia de azucar inoculadas
con RPCV.

MO Nt Pe Ki
Muestra Textura (%) pH (%) (ugmL?Y  (ug mL

D)
Suelo Arcilloso  0.41 58 0.042 107.82  123.04
agricola

MO: Materia Organica; pH: Potencial Hidrogeno; Nt: Nitrégeno total; Pe: Fésforo extractable; Ki:
Potasio intercambiable.

5.1.3 Determinacion de la produccion de indoles totales

La produccion de indoles totales en las cepas bacterianas fue estimada a partir de
la inoculacion de una suspension (10% v/v) en medio de cultivo liquido Luria Bertani
(LB) suplementado con triptéfano (0.1 g L™). Los cultivos fueron incubados a 28°C
por 48 h y después fueron centrifugados a 5000 revoluciones por min (rpm) por 10
min. La concentracion de indoles totales fue estimada del sobrenadante del medio
de cultivo, usando como revelador el reactivo Salkowski (600 mL de H,SO,4 18 M,
4.5 g de FeCl; anhidro aforado a 1 L con agua destilada), en una relacion 1:1. Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 min, luego se
leyé la absorbancia a 530 nm en un espectrofotometro (Genesys 20-
Thermospectronic, Madison, WI, EEUU).

5.1.4 Determinacién de solubilizacién de fosfatos

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en 50 mL del medio Pikovskaya
(Pikovskaya, 1948) e incubados a 28°C en agitacion (160 rpm) por 5 dias. Pasado
este tiempo, los medios fueron centrifugados por 15 min a 5000 rpm, se tomd 1 mL
del sobrenadante, y se le adicionaron 3 mL de agua destilada y 1 mL del reactivo
nitrovanadato-molibdato (complejo amarillo). Después de 20 min de incubacion se
leyé la absorbancia a 470 nm. La solubilizacion de fosfatos, en término de la
concentracion de fosfatos solubles en el medio fue determinada usando una curva
estandar de KH,PO,.
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5.2. Fase de invernadero
5.2.1 Preparacion del sustrato

Para este ensayo de inoculacion de plantulas de cafia de azlcar con las cepas
bacterianas seleccionadas, se utiliz6 como sustrato suelo agricola combinado con
agrolita en la proporcion 1:1. El suelo se colectd en las parcelas agricolas del
Colegio de Postgraduados Campus Cordoba, Veracruz. El suelo se sec6 a
temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente fue tamizado con malla 2.0 mm
para ser esterilizado en autoclave (3 veces a 15 atmdsferas, durante 15 minutos
cada vez), posteriormente se llenaron macetas de poliestireno extendido con 250

mL de suelo estéril en combinacion con 250 mL de agrolita estéril.

5.2.2 Material vegetal

Para el bioensayo se utilizaron plantulas de cafia de azucar de la variedad Mex 69-
290 producidas invitro, las cuales tenian una edad de 25 dias. Las plantulas se
obtuvieron del Laboratorio de Biotecnologia del Ingenio Motzorongo en el estado de

Veracruz.

5.2.3 Inoculacién

Las 24 cepas fueron incubadas por separado en caldo nutritivo a 32°C en agitacion
(220 rpm) por 24 h. Se utilizaron diluciones seriadas con base en 10, se diluyé 1 mL
del cultivo bacteriano en 9 mL de agua estéril, hasta alcanzar una concentracién de
1X10" UFC.

Se inoculé 1.0 mL de cultivo bacteriano (1X10” UFC) por maceta (Okon y Labyera,
1994). Las macetas fueron ubicadas en los invernaderos del Programa de
Edafologia del Colegio de Postgraduados, como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Inoculacién de plantulas de cafia de azucar con 24 cepas bacterianas.
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5.2.4 Variables evaluadas

La toma de datos de las diferentes variables en las plantulas de cafia de azucar se
realizd a los 15, 30, 45, 60 y 75 dias después de la inoculacion (DDI). Los
muestreos fueron destructivos (Figura 3); para ello se tomaron cinco plantas de
cada repeticion, para medir altura, diametro de tallo, nimero de macollos, &rea
foliar, materia seca de la parte aérea y radical estas dos ultimas en un integrador de

area y una estufa de aire circulante a 70 °C por 72 h, respectivamente.

Figura 3. Muestreo destructivo quincenal en el que se determind altura de plantula,
didmetro, numero de macollos, area foliar, peso de la materia seca de parte aérea y
de raiz.

Para evaluar la eficiencia fisiologica de las plantulas, con los datos de cada
muestreo se estimé la tasa de asimilacion neta (TAN), tasa de crecimiento relativo
(TCR), tasa de crecimiento absoluto (TCA) e indice de area foliar (IAF).
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5.3 Disefio experimental y analisis de datos

El estudio se realizé bajo un disefio experimental completamente al azar, con 24

tratamientos, un testigo no inoculado y 5 repeticiones en cada tratamiento.

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y a una prueba de comparacion
de medias del tipo LSD (P<0.05), utilizando el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System, 2007) para todas las variables. Para el caso de estimaciones en el
analisis de crecimiento, se hicieron transformaciones logaritmicas para hacer las

respectivas pruebas de comparacion de medias.

El indice de é&rea foliar (IAF) se obtuvo a partir de la siguiente relacion:
IAF=(AF/NP)*DP/10000 m?, donde AF es el area foliar (cm?), NP es el nimero de
plantas muestreadas y DP es el nimero de plantas por m?. También se calculé la
tasa de asimilacion neta (TAN), la tasa relativa de crecimiento (TRC) y la tasa
absoluta de crecimiento (TAC) mediante las siguientes ecuaciones: TAN=[(PS,-
PS1)/(AF-AF)J/[(INAF2-INAF1)/(T2-T1)], TRC=(INPS»-InPS)/(T>-T1) y TAC=(PS,-
PS,)/(T,-T1); donde PS; y PS; son el peso de la materia seca de la planta en los
tiempos 2y 1 (T, y T1), INAF, y InAF; son el logaritmo natural del area foliar en dos

tiempos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2 se muestra la produccion de indoles totales de las 24 cepas
bacterianas empleadas. Los valores van desde el 0 hasta 117 pg mL™ de indoles
totales, que correspondieron a las especies (tratamiento) Stenotrophomonas
maltophilia (T9) y Pseudomonas luteola (T1), respectivamente. Los valores mas
altos son indicadores importantes que sobrepasan los valores de produccion de
indoles totales reportados en otras investigaciones (Anuj et al., 2011 y Carcafio et
al., 2006). Las bacterias Pseudomonas luteola (T1), Ochrobactrum anthropi (T5) y
Ochrobactrum anthropi (T19) son las que presentaron diferencias estadisticamente

significativas (P<0.05) con respecto a las 21 cepas restantes.

En cuanto a la solubilizacién de fosfatos, expresada como fosfatos solubles, dentro
de las 24 cepas se encontraron valores que van desde 0.13 hasta 222.43 pg mL™
(Cuadro 2) que correspondieron a las bacterias Pseudomonas fluorescens (T10) y
Stenotrophomonas  maltophilia  (T11), respectivamente. Las bacterias
Stenotrophomonas maltophilia(T11) y Stenotrophomonas maltophilia (T24) son las
gue presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) con respecto a

las 22 cepas restantes, con las medias mas altas.
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Cuadro 2. Produccion de indoles totales y solubilizacion de fosfato de 24 cepas
bacterianas inoculadas en cafia de azucar.

[Indoles totales]

Fosfato soluble

T Especie bacteriana 1 4
(ugmL™) (ugmL™)

1 Pseudomonas luteola 117.34 a 0.37d
2 Shewanella putrefaciens group 19.82 ef 1.35d
3  Stenotrophomonas maltophilia 8.79 ghij 0.13d
4  Shewanella putrefaciens group 7.44 ghijk 8.21 cd
5  Ochrobactrum anthropi 115.70 a 24.75 cd
6 Pseudomonas fluorescens 6.34 hijk 5.67 cd
7 Pseudomonas luteola 10.19 ghi 16.33 cd
8 Stenotrophomonas maltophilia 30.96d 12.53 cd
9 Stenotrophomonas maltophilia 0.11 k 0.43d
10 Pseudomonas fluorescens 5.19 ijk 0.13d
11 Stenotrophomonas maltophilia 15.13 fg 22243 a
12 Sphingomonas paucimobilis 1.45 jk 30.68 bc
13 Burkholderia cepacia 13.53 fgh 1.57d
14 Shewanella putrefaciens group 111.15 ab 0.48d
15 Aeromonas salmonicida 30.26d 14.83 cd
16 Burkholderia cepacia 11.39 ghi 1.69d
17 Pseudomonas luteola 9.09 ghij 5.38 cd
18 Shewanella putrefaciens group 7495 ¢ 1.75d
19 Ochrobactrum anthropi 116.69 a 16.28 cd
20 Stenotrophomonas maltophilia 12.63 fghi 1.69d
21 Pseudomonas fluorescens 32.66d 0.48d
22 Pseudomonas fluorescens 106.11 b 56.79 b
23 Sphingomonas paucimobilis 27.36 de 1.18d
24  Stenotrophomonas maltophilia 11.98 fghi 216.38 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P<0.05).
T: tratamiento.

El cultivo de cafia de azucar se encuentra distribuido en su mayor parte de

superficie en suelos donde predomina el pH &cido, por lo que es comun observar

serias limitaciones de abastecimiento de fosforo disponible para el cultivo y de ahi la

importancia de las bacterias capaces de solubilizar formas insolubles de P,
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presentes en suelos con pH menor a 5.8. Respecto a indoles totales, éstas son
fitohormonas determinantes en el cultivo de la cafia de azUcar dado que promueve
el crecimiento y el desarrollo de las plantas, razén por lo que las RPCV son
fundamentales para lograr resultados 6ptimos.

Diversos microorganismos llevan a cabo sintesis invitro de indoles y otros
reguladores del crecimiento fisiologicamente activos, derivados del triptofano
(Glickmann y Dessaux, 1995). La produccion de indoles totales por parte de un
microorganismo depende de diversos factores como cepa bacteriana, planta
hospedera, condiciones de cultivo del hospedero, etapas de desarrollo del cultivo y
concentracion de sustrato que tenga el microorganismo para dicha sintesis (Barea
et al., 1976).

De los reguladores de crecimiento producidos por bacterias, el acido indol acético
(forma parte de los indoles totales) es de los mas importantes ya que es el mas
ampliamente distribuido en los cultivos, regula diversos procesos en el desarrollo,
causando cambios morfolégicos en la raiz y se le relaciona directamente con la

absorcion de minerales (Dobbelaere et al., 2002).

En el Cuadro 3 se observa que las plantulas inoculadas con Pseudomonas luteola
(T17), Aeromonas salmonicida (T15), Stenotrophomonas maltophilia (T3) vy
Stenotrophomonas maltophilia (T24), presentaron diferencias estadisticamente
significativas y superiores en cuanto altura, con respecto a los demas tratamientos
para las fechas de muestreo 2, 3, 4 y 5, es decir a los 30, 45, 60 y 75 DDI,
respectivamente. Estas especies presentaron una produccion de indoles totales de
9.093, 30.265, 8.793 y 11.989 pgmL™*, respectivamente. Para el caso de
solubilizacién de fosfatos, presentaron valores de 5.38, 14.83, 0.13 y 216.38 ug mL™
de fosfato soluble, para cada una de las cuatro cepas citadas con anterioridad,
respectivamente. Se puede observar que la altura no esta relacionada de forma
directa con la cantidad de indoles y fosfatos solubles sintetizados y producidos por
parte de las cepas, aunque se observa que las que causaron efectos en mayor

altura, fueron las cepas que sintetizaron indoles totales por debajo de 30 pg mL™.

En diversos estudios realizados en cafia de azucar con nutrimentos limitados, se ha
logrado evitar la caida del rendimiento e incluso se ha incrementado. Por ejemplo,

Boddey et al. (1995) inocularon plantas de cafia de azlUcar con organismos
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benéficos fijadores de nitrégeno y suministraron todos los nutrimentos a excepcion
de nitrégeno, con lo que obtuvieron un incremento de 170 a 230 t ha en el primer
afo y el incremento se mantuvo en los tres afios siguientes. Con esta investigacion
se corrobor6 que el 60 a 80% de nitrégeno acumulado, fue resultado de la fijacion

biologica de nitrégeno.

En cuanto a diametro del tallo (Cuadro 4), a los 30 y 45 DDI, las especies
Pseudomonas luteola (T17) y Stenotrophomonas maltophilia (T24) fueron las que
presentaron medias superiores estadisticamente diferentes, con respecto al resto de
tratamientos. A los 60 y 75 DDI, las especies Sphingomonas paucimobilis (T23) y
Stenotrophomonas maltophilia (T20) ocasionaron los mayores valores de didmetro
con respecto a las otras cepas, sintetizando 27.369 y 12.638 pg mL™ de indoles
totales, respectivamente. Con respecto al fosfato soluble, las mismas especies
presentaron valores de 1.18 y 1.69 ug mL™. Nuevamente se observa que no
necesariamente las bacterias que presentaron los valores mas altos de sintesis de
indoles totales y solubilizacién de fosfatos, son los que inducen un mayor diametro

de tallo en las plantas.

En la Figura 4, se muestran los tratamientos que causaron efectos significativos
superiores en diversas fechas evaluadas, comparadas con el T25 (testigo) donde se
observa que en las primeras fechas el testigo no se diferencia en gran medida a los

tratamientos.
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Fechas de muestreo (F)

Figura 4. Dinamica de la altura de plantulas de tratamientos destacados y testigo.
Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha 5: 75
DDI.
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Sin embargo, con el paso del tiempo, el T25 (testigo sin inoculante) se vuelve

inferior con respecto a las plantas inoculadas.

Cuadro 3. Altura de plantulas de cafa de azucar inoculadas con 24 RPCV.

Altura (cm)

T F1 F2 F3 F4 F5

(*) (*) (*) *) *)
Tl 23.9abc 33.2b 34.5defg 44.7abcd 52.0bcde
T2 19.1bc 31.5bcde 31.7g 42.9bcdefgh 51.6bcde
T3 16.5c 30.4cdef 34.8def 46.3a 54.7ab
T4 22.9abc 24.3kl 38.8abc  40.8fgh 50.8cde
T5 17.9bc 29.3efghi 39.1ab 43.4abcdefg 50.5cde
T6 17.9bc 25.9jk 33.7fg 40.7gh 49.9cde
T7 21.8abc 28.9fghi 34.6defg 44.3abcde  53.7abc
T8 22.2abc 28.2fghij 37.4abcd 41.5efgh 49.5e
T9 22.3abc 30.6cdef 37.2bcde 42.3cdefgh 51.9bcde
T10 25.1ab 31.4bcde 37.4abcd 42.6cdefgh 52.1bcde
T11 22.1abc 29.9cdefg 33.5fg 44.1abcde  51.4bcde
T12 24.0abc 32.1bc 33.8fg 43.7abcdefg 50.7cde
T13 23.6abc 33.6b 38.6abc  42.0defgh 51.2bcde
T14 23.1abc 28.3fghij 35.9cdef 42.9bcdefgh 53.0abcde
T15 23.5abc 23.3I 40.3a 42.2defgh 49.8de
T16 29.5a 33.2b 33.7fg 41.7defgh 51.5bcde
T17 25.0ab 36.9a 39.1ab 44 3abcde  53.3abcd
T18 24.1abc 29.4defgh 33.7fg 42.2defgh 52.5abcde
T19 21.0bc 31.8bcd  33.0fg 40.2h 49.5e
T20 22.4abc 28.7fghi 34.8def  41.3efgh 52.6abcde
T21 24.4abc 27.7ghijj 37.0bcde 45.3abc 51.3bcde
T22 24.7ab 30.2cdef 38.4abc 44.0abcde  54.9ab
T23 25.1ab 26.9jj 34.3efg  43.8abcdef 52.8abcde
T24 24.7ab  27.1hij 39.7ab 45.8ab 56.0a
T25 24.5abc 28.9fghi  33.4fg 35.4i 41.8f

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).

F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las

diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacién).
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Cuadro 4. Didmetro de plantulas de cafia de azUcar inoculadas con 24 RPCV.

Diametro de tallo (mm)

T

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25

F1

(*)
3.3ab
2.4bcdef
1.7f
2.9abcd
1.8ef
2.3cdef
2.6abcdef
2.5abcdef
2.2def
2.3cdef
2.4bcdef
2.3cdef
2.5abcdef
2.5abcdef
2.7abcd
3.2abc
2.7abcde
2.6abcdef
2.4bcdef
2.2def
2.6abcdef
3.4a
3.0abcd
3.1labc
2.9abcd

F2

*)
3.3bcde
3.0hij
3.2bcdefg
2.9ij
2.9ijk
2.9ijk
2.8jkl
3.2defgh
2.8jkl
3.2bcdefg
3.0ghi
3.0hij
3.4bcd
3.5ab
2.7kl
3.3bcdef
3.7a
3.2cdefg
2.9hij
2.6l
2.6l
3.4abc
3.0gh;j
3.1fghi
3.1lefghi

F3

(*)
4.0def
3.6ghijk
3.5ijkl
3.9efg
4.0bcde
3.5hijkl
3.4kl
4.4ab
4.1bcde
4.0cde
3.6hijkI
3.8efghi
4.0cdef
3.8efgh
3.8efghi
3.5kl
4.3abc
3.6hijkl
3.8efghij
3.9efg
4.3bcd
3.8efgh
3.7fghijk
4.6a
3.3l

F4

*)
4.0h
4.3gh
5.1abcd
4. 7def
4.5efg
4.5efg
5.1abcd
4.5fg
4.3gh
5.3abc
5.3abc
5.2abc
5.3abc
4.8def
4.8def
4.9cde
5.0bcd
4.8def
4.2gh
5.3ab
4.4fg
4.4fg
5.4a
5.1abcd
4.2gh

F5

*)
4.9Im
4.7/m
5.8defg
5.8defgh
5.4ghijk
5.3ijkl
6.1labcde
5.3ijKI
5.2ijkl
6.3abc
6.2abcd
6.1labcde
6.2abcd
5.9bcdef
5.6fghij
5.9cdef
6.2abcd
5.7efghi
5.2jkl
6.5a
5.3ijKl
5.4hijk
6.4ab
6.1bcdef
5.1klm

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).

F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las

diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacion).
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En la Figura 5, se grafican los tratamientos que causaron efectos significativos
superiores en diversas fechas evaluadas para la variable didmetro de plantula,
comparadas con el T25 (testigo), donde se observa que en las primeras fechas el
testigo no es diferente a los tratamientos, salvo el T20 que siempre tiende a ser
superior de forma constante, a diferencia de T23 y T24, los cuales se muestran
medias inferiores en las primeras fechas y muy superiores para las ultimas fechas

de evaluacion.
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Figura 5. Dindmica del diametro de plantulas de tratamientos destacados y testigo.
Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha 5: 75
DDI.

El nimero de macollos en las plantulas de cafia de azucar (Cuadro 5), es una
variable importante, ya que en campo este dato es fundamental en las proyecciones
de rendimiento para el cultivo, siendo la especie Aeromonas salmonicida (T15) la
gue promovio el mayor valor de esta variable para los 30 y 45 DDI, con valores de
produccion de indoles totales y solubilizacién de fosfatos de 30.625 y 14.83 ug mL™,
respectivamente; para los 60 y 75 DDI, fueron las especies Burkholderia cepacia
(T16) y Ochrobactrum anthropi (T5), respectivamente, las que destacaron respecto
a los demas tratamientos, con valores de 11.39 y 115.701 pg mL*en produccién de
indoles totales, en cuanto a solubilizacion de fosfatos, estas cepas presentan

valores de 1.69y 24.75 ug mL™, respectivamente.

En las fechas donde no se detectan diferencias estadisticamente significativas,

puede deberse a diferentes factores. Muthukumarasamy et al. (2002) mencionan
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gue el contenido de nitrégeno (altos contenidos de amonio) en el suelo afecta de
forma directa el rendimiento y la colonizacién de las RPCV, asi como el tipo de
suelo, la edad de la planta hospedera y la variedad de la misma. Lima et al. (1987)
reportaron diferente persistencia de bacterias enddfitas a lo largo de un tiempo
prolongado en diferentes variedades de cafia de azucar. Los factores externos como
el estrés hidrico por sequias prolongadas y los cambios del tiempo por las
estaciones del afio provocan la variacién del nUmero de bacterias diazotréficas (Reis
et al., 2000). Oliveira et al. (2006) inocularon consorcios de bacterias en diferentes
tipos de suelo con diferentes niveles de fertilidad, aunados de distintas variedades
de cafa de azlcar, obteniendo como resultado incrementos y decrementos en la
productividad con respecto a las interacciones de los diferentes factores de
variacion. Las RPCV presentaron mayor eficiencia en la promocion del crecimiento
cuando se inocularon en suelos con niveles medios y bajos de fertilidad y sin

fertilizante nitrogenado.

En la Figura 6, se grafican los tratamientos que causaron efectos significativos
superiores en diversas fechas evaluadas para la variable nimero de macollos,
comparadas con el T25 (testigo) donde se observa que el testigo siempre fue
inferior para esta variable, aunque en las Ultimas fechas se incrementa el nimero de
macollos sin alcanzar a los tratamientos 5, 15 y 16. La superioridad de los
tratamientos 15 y 16 fue alcanzada desde las primeras fechas y permanecié sin
mayores cambios, a diferencia del tratamiento 5 el cual en las primeras etapas se
mostro incluso inferior que el testigo, presentando un aumento exponencial durante

el tiempo hasta alcanzar a ser superior.

El area foliar es una parametro importante (Cuadro 6), ya que el tamafio del
aparato fotosintético determinara el rendimiento del cultivo. En este caso, fue la
especie Ochrobactrum anthropi (T19) a los 15 DDI, la que promovié la mayor area
foliar, con respecto a los demas tratamientos, con valores de 116.699 y 16.28 ug
mL™* de sintesis de indoles totales y solubilizacion de fosfatos respectivamente; para
los 45, 60 y 75 DDI, fue la cepa Pseudomonas fluorescens (T22) la que promovio la
mayor area foliar, con valores de 106.114 pg mL™ de sintesis de indoles totales y
56.79 ug mL* de solubilizacién de fosfatos, siendo esta cepa la que presenta la

mayor estabilidad en cuanto a valores superiores en area foliar, respecto a los
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demas tratamientos. Cabe mencionar que esta cepa presenta un valor alto en

sintesis de indoles totales y valor medio en la solubilizacion de fosfatos.

En la Figura 7 se presentan los tratamientos que causaron efectos significativos
superiores en diversas fechas evaluadas para la variable &rea foliar, comparadas
con el T25 (testigo) donde se observa que el aumento de esta variable es constante.
Sin embargo, el T22 en primeras fechas es inferior a las plantulas no inoculadas, y
con el paso del tiempo se incrementa de tal forma que permanece constante y

superior con respecto a todos los tratamientos, incluyendo al testigo.

Mehnaz et al. (2009), inocularon plantulas de cafia de azlcar provenientes de
cultivo invitro con Pseudomonas fluorescence y P. putida, las cuales fueron
evaluadas como cepas productoras de acido indolacético, por lo que se incremento
la biomasa de las plantulas de 2 a 5 tallos, en comparacion con las plantulas no

inoculadas.
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Cuadro 5. Numero de macollos de plantulas de cafia de azUcar inoculadas con 24
RPCV.

NUmero de macollos

T F1 F2 F3 F4 F5
(*) *) *) *) *)

Tl 5.3abcd 7.2abc 7.6ab 7.6bcd 7.6cde
T2 3.8cd 5.2fgh 7.0bcde 7.4cd 7.6cde
T3 4.3bcd 5.4efg 5.6gh 5.69 6.8fgh
T4 4.8abcd 5.4efg 6.6def 6.6¢ef 6.8fgh
T5 3.0d 4.6hi 6.4ef 7.6bcd 8.6a
T6 3.8cd 4.2i 6.8cdef  7.4cd 7.6cde
T7 4.3bcd 4.6hi 6.6def 7.4cd 8.4ab
T8 5.0abcd  5.6ef 5.6gh 6.4ef 6.6gh
T9 4.0cd 4.6hi 6.4ef 6.4ef 6.6gh
T10 5.8abcd 6.0de 6.4ef 6.4ef 6.4h
T11 4.3bcd 4.6hi 4.6i 6.4ef 6.4h
T12 5.5abcd 6.2de 6.4ef 6.6¢ef 6.8fgh
T13 5.5abcd  6.0de 6.4ef 6.4ef 7.8bcde
T14 6.5abc 7.0bc 7.2abcd 7.4cd 7.6cde
T15 5.8abcd 7.8a 7.8a 8.0abc 8.0abcd
T16 7.5a 7.6ab 7.6ab 8.4a 8.4ab
T17 7.3ab 7.4ab 7.6ab 7.6bcd 8.2abc
T18 4.5abcd  5.2fgh 6.4ef 6.4ef 7.2efg
T19 5.3abcd  5.4efg 7.0bcde 8.2ab 8.2abc
T20 5.8abcd  6.0de 6.4ef 7.4cd 7.4def
T21 5.3abcd 6.0de 6.2fg 6.4ef 7.8bcde
T22 4.0cd 4.8ghi 5.6gh 7.0de 7.6cde
T23 6.3abc 6.6cd 6.6def 7.0de 7.6cde
T24 4.8abcd  5.4efg 7.4abc 8.2ab 8.2abc
T25 5.3abcd  5.4efg 5.4h 5.69 7.4def

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).
F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las
diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacion).
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Cuadro 6. Area foliar de plantulas de cafia de aztcar inoculadas con 24 RPCV.

Area foliar (cm?)

T

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25

F1

*)
17.6h
21.1efgh
20.4efgh
34.1abcde
19.3gh
20.3efgh
19.9fgh
30.2abcdefgh
22.5defgh
26.8bcdefgh
27.1bcdefgh
29.6abcdefgh
33.3abcdef
33.4abcdef
28.9abcdefgh
42 .4a
37.2abc
21.7defgh
27.5bcdefgh
31.0abcdefgh
24.5cdefgh
30.3abcdefgh
38.7ab
32.4abcdefg
35.4abcd

F2
(*)
42.5fgh
45.9def

56.4c
37.2ij
39.0ij
39.9hi
36.2ijk
32.3kl
31.3I
31.51
35.3jkl
43.1fgh
43.2fgh
41.5gh
42.4fgh
66.5b
49.9d
63.6b
76.4a
48.4de
34.8jkl
32.5KkI
46.3def
44 .3efg
45.8def

F3

(*)
76.5ij
88.0ef
90.9de
97.0bcd
80.7ghi
76.4ij
78.6hij
91.5cde
85.3efgh
72.1jk
77.4ij
67.8kl
64.8Im
59.0m
66.0kl
91.3de
86.1efg
98.2bc
101.4b
103.2b
101.9b
115.8a
78.9hi
118.2a
82.2fghi

F4

*)
114.4hij
111.7hij
108.8ijk
97.9Im
88.2m
98.8klm
129.6def
99.6kI
98.0lm
126.9efg
126.5efg
141.7bc
121.2fgh
142.9ab
125.7efg
131.6cdef
135.1bcde
110.4ij
122.0fgh
121.0fgh
115.0hij
152.7a
117.2ghi
138.7bcd
104.8jkl

F5

*)
137.4hi
140.3gh
137.6hi
115.4jk
107.9k
125.2jj
156.0ef
125.0ij
131.5hi
158.2de
172.8bc
177.3ab
141.7fgh
166.8bcde
159.0cde
158.1de
189.2a
138.9ghi
152.6efg
138.1ghi
136.3hi
188.1a
157.0de
170.7bcd
133.2hi

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).

F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las

diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacion).
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Figura 6. Dinamica del numero de macollos en tratamientos destacados y el
testigo. Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha
5: 75 DDL.
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Figura 7. Dindmica del area foliar en tratamientos destacados y testigo.
Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha 5: 75
DDI.

En el Cuadro 7 se observa que a los 30 DDI, la cepa que presento los valores mas
altos de materia seca aérea fue Shewanella putrefaciens (T18), con valores de
sintesis de indoles totales de 74.955 pg mL™ y 1.75 ug mL™ de fosfatos solubles. A
los 45 DDI, la cepa estadisticamente superior fue Stenotrophomonas maltophilia
(T24) con valores de indoles totales y fosfatos solubles de 11.989 y 216.38 pg mL™,

respectivamente. Finalmente, en los 60 y 75 DDI la especie que presentdé mayor
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estabilidad en su efecto sobre las plantulas inoculadas fue Pseudomonas luteola
(T1) con valores de 117.349 y 0.37 ug mL™ de sintesis de indoles totales y
presencia de fosfatos solubles, respectivamente.

En la Figura 8, se presentan los tratamientos que causaron efectos significativos
superiores en diversas fechas evaluadas para la variable peso de la materia seca
aérea, comparadas con el T25 (testigo) donde se observa que T1y T24 son los que

destacan su superioridad y con mayor estabilidad al pasar el tiempo.

Mufioz y Caballero (2003) mostraron que la inoculacion de bacterias originarias de
la rizosfera de plantas de cafia de azicar como Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum ruribulbicans y H. seropedicae, pueden incrementar hasta un 26% el
peso de la materia seca de las plantas que fueron cultivadas invitro. En campo se
observo un incremento en 13 a 16% del rendimiento (Govindarajan et al., 2006) y se
demostro que la inoculacion con Burkholderia en cafia de azlcar a campo abierto,
incrementa el rendimiento de manera mas eficiente en comparacién con el uso de

fertilizantes de sintesis artificial, teniendo un ahorro de 140 kg N ha™.
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Figura 8. Dinamica del peso seco aéreo en tratamientos destacados y testigo.
Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha 5: 75
DDI.
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Cuadro 7. Materia seca aérea de plantulas de cafia de azucar inoculadas con 24

RPCV.

Materia seca aérea (g)

T

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25

F1

(*)
0.31bc
0.28c
0.25c
0.45abc
0.26¢
0.25c
0.29bc
0.34bc
0.28c
0.57ab
0.52abc
0.45abc
0.38abc
0.41abc
0.46abc
0.64a
0.47abc
0.33bc
0.28c
0.36bc
0.37abc
0.40abc
0.45abc
0.41abc
0.53abc

F2
(*)

0.50jkl
0.89c
0.90c
0.46kI
0.82cd
0.74def
0.99b
0.77d
0.68efg
0.89c
0.53ijk
0.67fg
0.76de
0.63gh
0.45Im
0.65¢g
0.79d
1.10a
0.89c
0.37mn
0.37n
0.80d
0.45kI
0.55hij
0.61ghi

F3

*)
1.29mno
1.55bcdefg
1.23no
1.56bcdef
1.58bcd
1.38ijklm
1.49defghij
1.64abc
1.52cdefgh
1.55bcdefg
1.36jklmn
1.07p
1.33kimno
1.49defghi
1.44fghijk
1.40hijkIm
1.57bcde
1.30lmno
1.45efghijk
1.38ijklm
1.43ghijkl
1.65ab
1.05p
1.76a
1.210

F4

*)
2.30a
1.82ij
1.80ijj
1.62kI
2.01efgh
1.60kl
1.91ghi
1.89hij
1.91ghij
1.93ghi
2.11bcde
2.10bcdef
1.88hij
1.93fghi
2.01lefgh
2.07cdefg
2.04defgh
1.74jk
1.63KI
1.95efghi
1.55I
2.26ab
1.89 hij
2.21abcd
1.61kl

F5

(*)
2.94a
2.22ghijk
2.50cdef
1.92Im
2.21hijk
2.39efghi
2.31fghij
2.39efghi
2.34fghij
2.71bc
2.47def
2.48def
2.36fghi
2.46def
2.64bcd
2.63bcd
2.59bcde
2.21hijk
2.12jkl
2.43defgh
1.77m
2.80ab
2.50cdef
2.44defg
2.18ijk

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).

F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las

diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacion).

34



Cuadro 8. Materia seca de raiz de plantulas de cafia de azUcar inoculadas con 24

RPCV.

Materia seca de raiz (g)

T

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25

F1

(*)
0.41abc
0.32abc
0.26¢
0.48abc
0.37abc
0.28c
0.28c
0.44abc
0.29bc
0.63ab
0.58abc
0.43abc
0.31bc
0.33abc
0.41abc
0.65a
0.41abc
0.33abc
0.28c
0.41abc
0.39abc
0.35abc
0.39abc
0.44abc
0.43abc

F2

(*)
0.46n
0.68def
0.62fghij
0.56jkI
0.53kIim
0.58hijkl
0.60ghijk
0.66efg
0.52Imn
0.66efg
0.64fgh
0.75c¢
1.26a
0.57ijkI
0.46n
0.74cd
0.63fghi
0.68def
0.92b
0.48mn
0.390
0.380
0.64fgh
0.56jkI
0.71cde

F3

(*)
1.19klm
1.30ijk
1.27jkl
1.45fgh
1.71a
1.49defg
1.56cdef
1.37ghij
1.29ijk
1.35hij
1.48defg
1.48defg
1.58bcde
1.40ghi
1.56cdef
1.46efgh
1.64abc
1.25jkl
1.60abcd
1.45fgh
1.49defg
1.71ab
1.11m
1.56cdef
1.15Im

F4
*)
2.59a
2.09bcd
1.98defgh
1.48m
1.83ghij
1.99defg
1.99defg
1.66kl
1.87efghi
1.85ghij
2.03cde
1.80ijk
2.02cdef

1.96defghi

2.16bc
2.46a
1.90efghi
2.03cde
1.70jk
1.82hijk
1.50Im
2.23b
2.04cde
1.86fghij
1.66kl

F5

(*)
3.39a
2.87bc
2.73cd
1.82I
2.21hijk
2.48efg
2.02k
2.10jk
2.16ijk
2.20ijk
2.56def
2.35ghi
2.67cde
2.55def
2.67cde
3.06b
2.40fgh
2.60de
2.27hij
2.15ijk
1.79l
2.62de
2.72cd
2.29ghij
2.17ijk

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (LSD; P< 0.05).
F1, F2, F3, F4 y F5, son las diferentes fechas de muestreo, el muestreo fue quincenal

NS y (*), son diferencias estadisticas No Significativas y Significativas entre tratamientos de las
diferentes fechas, respectivamente. T25: Control (sin inoculacion).
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Govindarajan et al. (2008) mencionan que las bacterias han mostrado efectos
benéficos de forma individual o en forma de consorcios, aunque se han hecho pocas
investigaciones sobre antibiosis en diferentes consorcios y se ha reportado el efecto
sinérgico (positivo 0 negativo) sobre el crecimiento de las plantas. En un
experimento en el que se inocularon juntas las especies G. diazotrophicus, A.
amazonense y Burkholderia sp., en cafia de azlcar, se encontraron con un bajo
rendimiento en comparacion con las inoculaciones individuales. En caso contrario,
Oliveira et al. (2002), inocularon en cafa de azucar producida invitro las especies
fijadoras de nitrégeno G. diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, A.
amazonense y Burkholderia sp., originalmente aisladas de cafia de azlcar, y
posterior a la inoculacién, fueron traspasadas a contenedores con cantidades de N*°
con el fin de detectar la asimilacion de nitrégeno, concluyendo que se mejoré en

39% el contenido total de biomasa.
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Figura 9. Dindmica del peso seco de raiz en tratamientos destacados y testigo.
Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI; Fecha 5: 75
DDI.
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El peso de la materia seca de la raiz es un indicador importante, ya que refleja la
cantidad de raiz efectiva para la absorcion de nutrimentos y agua en las plantas, por
lo que los indoles y los fosfatos solubles son de vital importancia para el desarrollo.
En el Cuadro 4 se observa que a los 30 DDI, la bacteria Burkholderia cepacia (T13)
presentdé un mayor efecto en la raiz de las plantulas, y mostré valores de indoles
totales y fosfatos solubles de 13.537 y 1.57 pg mL™, respectivamente. A los 45 DDI,
Ochrobactrum anthropi mostré resultados superiores en peso seco de raiz, con
valores de sintesis de indoles totales y fosfatos solubles de 115.701 y 24.75 pug mL"
1

, respectivamente. Finalmente, a los 60 y 75 DDI, la cepa Pseudomonas luteola

(T1), presento datos superiores a las demas cepas.

Las auxinas dentro de la planta se encuentran a concentraciones de 107 ppm,
cantidad a la que promueven la division celular, principalmente en las zonas
meristematicas, en tanto que a concentraciones menores no son funcionales y a
mayores inhiben la division celular o alteran la morfologia radical (Salisbury y Ross,
2000).

En el Cuadro 9 y 10, se muestra un resumen del efecto de las cepas bacterianas
sobre las vitroplantas a nivel de invernadero, gue fueron superiores
estadisticamente en diferentes variables y en diferentes fechas de muestreo. De las
24 cepas inoculadas, 13 causaron efectos significativos superiores. Los tratamientos
3,13, 18, 19, 20 y 23, que corresponden a las cepas bacterianas Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia, Shewanella putrefaciens, Ochrobactrum anthropi,
Stenotrophomonas maltophilia y Sphingomonas paucimobilis, solo causaron efecto
superior en 1 variable y una sola fecha. Los tratamientos 5 y 16 de las cepas
Ochrobactrum anthropi y Burkholderia cepacia, propiciaron un efecto superior en
dos variables respuesta y en dos fechas. El tratamiento 22 de la cepa Pseudomonas
fluorescens, es destacada por causar efecto superior en tres fechas consecutivas
para la variable respuesta area foliar, teniendo valores altos de produccion de
indoles totales (106.11 pg mL™). El tratamiento 15 de la cepa Aeromonas
salmonicida se distingue de los demas por tener efectos superiores en dos variables
respuesta y en tres fechas de muestreo, es decir mostré6 su persistencia y
superioridad en el tiempo, con valores de 30.26 y 14.83 ug mL™ de produccion de

indoles totales y solubilizacion de fosfatos respectivamente.
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Los tratamientos 1 y 24 (Pseudomonas luteola y Stenotrophomonas maltophilia) son
los que mostraron mayor estabilidad en las diferentes variables respuesta y su
persistencia a través del tiempo; el tratamiento 1 mostro efectos superiores para dos
variables respuesta (materia seca aérea y de raiz) y para dos fechas consecutivas
de cada variable, con valores de produccion de indoles totales y solubilizacién de
fosfatos de 117.34 y 0.37 pg mL™; el tratamiento 24 causé efectos superiores en
altura de plantula, didmetro y materia seca aérea en tres fechas de muestreo con
una produccién de indoles totales de 11.98 pg mL™ y una alta solubilizacién de
fosfatos (216.38 pg mL™).

Cuadro 9. Resumen del efecto de las cepas bacterianas sobre las vitroplantas a
nivel de invernadero en diferentes variables.

Altura (cm) Diametro (cm) Macollos (No.)

T/DDI 30 45 60 75 30 45 60 75 30 45 60 75
T1

T3 *

T5 *
T13

T15 * * *

T16 *
T17  * *

T18

T19

T20 *

T22

T23 *

T24 * *

T= Tratamiento

DDI= dias después de la inoculacion

Se considera a los tratamientos 1, 5, 15, 16, 22 y 24 son los mas destacados por su
efecto superior en diferentes variables respuesta y su persistencia en diferentes

fechas de muestreo.
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Cuadro 10. Resumen del efecto de las cepas bacterianas sobre las vitroplantas a
nivel de invernadero en diferentes variables.

Area Foliar (cm?) Materia seca aérea (g) Materia seca raiz (g)

T/DDI 30 45 60 75 30 45 60 75 30 45 60 75
Tl * *
T3
T5 *
T13 *
T15
T16 *
T17 *
T18 *
T19 | *
T20
T22 * * *
T23
T24 *

T= Tratamiento

DDI= dias después de la inoculacion

* *

Crecimiento del cultivo

En la Figura 10 se muestra el desarrollo del indice de area foliar (IAF), para lo que
corresponden a las especies Pseudomonas luteola (T1 y T17), Ochrobactrum
anthropi (T19), Pseudomonas fluorescens (T22) y Stenotrophomonas maltophilia
(T24), los cuales son los tratamientos que presentaron diferencias estadisticamente
significativas y superiores en las variables Area Foliar y Peso de Materia Seca
Aérea (variables base para calcular los indicadores de crecimiento) en las diferentes
fechas; también se considero graficar el testigo sin inoculacién (T25).

El IAF mostré cambios significativos en las diferentes fechas de muestreo (Cuadro
6); también mostré un incremento permanente, aunque se observa que los
tratamientos inoculados con RPCYV tienen un incremento de forma variable en las
distintas fechas, en comparacion con el T25 que muestra un incremento constante y

sin grandes variaciones.
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Las Unidades Calor (UC) son la integracion de la curva de temperatura ambiental
entre la temperatura critica maxima y critica minima de crecimiento, las cuales
definen el rango de temperatura donde el cultivo se desarrolla adecuadamente;
fuera de ese rango, el cultivo detiene su crecimiento o muere (Taiz y Zaiger, 2006).
En el caso de cafia de azucar, la temperatura optima de desarrollo se encuentra
entre los 26 y 32°C, a temperaturas menores de 21°C se reduce el amacollamiento,
a temperaturas menores de 10°C el crecimiento activo se detiene (Biswas, 1986), a
temperaturas mayores a 35°C se incrementa la fotorrespiracion (Chu y Kong, 1971)
y por encima de los 38°C reducen la fotosintesis y por lo tanto el crecimiento en
general (Kortschack et al., 1965). En la zona de Texcoco (donde se llevo a cabo el
experimento) la temperatura media de los meses de agosto, septiembre y octubre
(periodo del experimento) es de 16.2, 16.0 y 15.2°C respectivamente, las
temperaturas maximas son de 23.3°C para agosto-septiembre y 23.5°C en octubre
(CNA-SMN, 2012). Las alteraciones que se presentan en las dinamicas de
crecimiento de las plantulas de cafia de azucar, pudieran deberse a alteraciones del

ambiente en el que se desarrollaron.
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Figura 10. Dinamica del indice del Area Foliar (IAF) en tratamientos destacados y
el testigo. Fecha 1: 15 DDI; Fecha 2: 30 DDI; Fecha 3: 45DDI; Fecha 4: 60 DDI,
Fecha 5: 75 DDI.
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Cuadro 11. indice de &rea foliar (IAF) de plantulas de cafia de azlcar inoculadas.

IAF

T/DDI 15 30 45 60 75

T1 0.011b  0.027c  0.048d 0.071bc 0.086d
T17 0.023a 0.031b 0.054c 0.084a 0.118a
T19 0.017ab 0.048a 0.063b 0.076b  0.095c
T22 0.019a 0.020d 0.072a 0.073bc 0.118a
T24 0.020a 0.028c 0.074a 0.087a  0.107b
125 0.022a  0.029bc 0.051cd 0.066¢c  0.083d

Tasa de asimilacion neta (TAN)

En la Figura 11 se presenta la dinamica de la TAN, y se observa que las tasas mas
altas para la mayoria de tratamientos (1, 22, 24 y 25) se presentaron de los 15 a los
30 dias después de la inoculacién y en los tratamientos 17 y 19 fue a los 0 a los 15
dias. Todas las tasas tienden a disminuir conforme avanza el ciclo del desarrollo del
cultivo hasta que llegue a madurez fisiolégica. La TAN mas alta y la mas baja se
presentan a los 30 DDI, la mas alta es el T24 con 0.00107 g m™? dia™, las més baja
es el T17 con 0.00020 g m? dia™.
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Figura 11. Dindmica de la Tasa de Asimilacion Neta (TAN) en tratamientos
destacados y el testigo.
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Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

En la Figura 12 se presenta la dinamica de la TCA en la que se observa que la
mayor acumulaciéon de materia seca por dia para los tratamientos 19 y 17 se
presentd de los 0 a los 15 dias después de la inoculacion; para los tratamientos 22,
24 y 25 de los 15 a 30 dias, finalmente el tratamiento 1 alcanzé su méxima
acumulacion de materia seca de los 30 a 45 dias después de la inoculacion. La
mayor tasa fue la del T24 (0.081 g dia™) y la menor del T19 (0.012 g dia™) en la
segunda y tercera fecha de muestreo, respectivamente. En cuanto al testigo (T25)
mostré una TCA constante y de valores medios con respecto a los tratamientos

comparados.
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Figura 12. Dindmica de la Tasa de Crecimiento Absoluto (TCA) en tratamientos
destacados y el testigo.
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Tasa relativa de crecimiento (TRC)

La dinamica de la TRC muestra similitudes con la TAN, observando que las
mayores tasas de crecimiento para la mayoria de tratamientos (1, 22, 24 y 25) se
presentan de los 15 a 30 dias después de la inoculacién y para los T17 y T19 la
mayor tasa fue en los primeros 15 dias después de la inoculacién. Se observa que
el T1 y T24 tienden a ser superiores con respecto a los demas tratamientos.

Conforme avanzan los dias, la TCR tiende a disminuir en todos los tratamientos.
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Figura 43. Dinamica de la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) en tratamientos
destacados y el testigo.
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VIl. CONCLUSIONES

Las especies Ochrobactrum anthropi y Pseudomonas luteola son las que
presentaron diferencias estadisticas superiores en produccion de indoles totales. La
especie Stenotrophomonas maltophilia fue la especie que presentd los valores méas

altos de solubilizacién de fosfatos.

Las cepas Pseudomonas luteola (Tratamiento 1), Ochrobactrum anthropi (T5),
Aeromonas salmonicida (T15), Burkholderia cepacia (T16), Pseudomonas
fluorescens (T22) y Stenotrophomonas maltophilia (T24) son las mas destacadas
por su efecto superior en diferentes variables respuesta y su persistencia en

diferentes fechas de muestreo.

Las cepas que produjeron el indice de area foliar y las tasas mas altas de
crecimiento pertenecieron a las especies Pseudomonas luteola, P. fluorescens,

Ochrobactrum anthropi y Stenotrophomonas maltophilia.

Se requieren estudios de antibiosis entre las 13 cepas bacterianas méas destacadas,
con la finalidad de saber la factibilidad de emplearlas de forma individual o en

consorcios en la elaboracion de biofertilizantes para el cultivo de cafia de azUcar.
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