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Trichoderma harzianumy Bacillus subtilis Promotores del Desarrollo en
Plantulas de Caia de Azicar de Cultivo de Tejidos

José Luis Larriba-Teodoro, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2018
Resumen

El proceso de adaptacion de las plantas producidas in vitro depende entre otras cosas de la eleccion
del sustrato, la obtencidn de una relacion adecuada entre los componentes, que asegure una buena
sobrevivencia y ganancia de peso en el trasplante. Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis
reportados como promotores del crecimiento vegetal, como estimuladores de la asimilacion de los
fertilizantes presentes en el suelo, ejercen efectos beneficos sobre el crecimiento de las plantas. En
la presente investigacion se evaluaron 2 microorganismos (comerciales y nativos): Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis, aplicados en plantas de cafia de azucar de cultivo in vitro, las variables
respuesta fueron: unidades formadoras de colonia por gramo (UFC g™) y por mililitro (UFC/ml),
concentracion de elementos esenciales (EE) en ppm y densidad radicular (g), el establecimiento
del experimento se realiz6 en la Microrregién de Atencion Prioritaria (MAP) Zona Centro del
Campus Cordoba. Las plantas pasaron a la fase de aclimatacion con tres meses de edad. Los
resultados no mostraron diferencias estadisticas significativas respecto a las cepas de Trichoderma
estudiadas; no obstante, Trichoderma harzianum nativo resulté mas efectiva con un mayor nimero
de (UFC g*) presentes en el suelo, mayor asimilacion del elemento Manganeso que la cepa
comercial. Asi también permitié confirmar que Bacillus subtilis nativo tuvo mejor desarrollo
respecto al crecimiento en (UFC/ml), mayor asimilacién de Hierro y aumenté el crecimiento de
masa radicular que la cepa comercial, pero sin darse una diferencia estadistica significativa entre
ellos, como en el caso de Trichoderma. Para el caso de la absorcion de elementos esenciales se
detectd con los analisis foliares que las cepas nativas tuvieron mejor desempefio con respecto a la
absorcion de nutrientes por la concentracion de Manganeso (Mn) y Hierro (Fe) presente en las
plantas de cafa. Los aislamientos nativos mejoran la densidad de volumen radical en peso freso y
seco para Trichoderma con 18% y 35%, respetivamente y en el caso de Bacillus con 37.87% y

17.88%, por encima de las cepas comerciales.

Palabras clave: vitro plantas, antagonistas, Saccharum, cafia de azucar.
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Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis Promoter of the Development in Seedlings of
Sugar-cane of Cultivation of Textiles

José Luis Larriba-Teodoro, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2018
Abstract

The process of adaptation of the produced plants in vitro depends between other things on the
election of the substrate, the securing of a relation adapted between the components, which this
assures a good survival and weight gain in the transplant process. Trichoderma harzianum and
Bacillus subtilis known like vegetal growth promoters, like stimulating fertilizer assimilation in
the soil, exert benefit effects on the plant growth. In the present research 2 microorganisms
(commercial and native): Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis applied in plants of sugar-cane
of cultivation in vitro were evaluated. The answer variables were: forming colony units for gram
(UFC g% and for milliliter (UFC/ml), concentration of essential elements (USA) in ppm and
thickness radicular (g), the stablishment of the experiment was carry out in the central Priority
Attention Microregion (MAP) of the Campus Cérdoba. The plants entered into a acclimation phase
with three months of age. The results did not show significant statistical differences with regard to
the strainsof studied Trichoderma; nevertheless, native Trichoderma harzianum was more
effective with a major number of (UFC g?) presents in the soil, major assimilation of the element
Manganese that the commercial strain. In addition, this allowed to confirm that native Bacillus
subtilis had better development with regard to the growth in (UFC ml™), major Iron assimilation
and the radicular biomass growth increased than the commercial strain, but without giving it a
significant statistical difference between them, as in the case of Trichoderma. In relation to the
absorption of essential elements it was detected by the chemical foliage analyses that the native
strain had better performance with regard to the nutrients absorption as the concentration of
Manganese (Mn) and Iron present in the sugarcane plants. The native isolations improved the
thickness of radical volume in wet weight and dry weight for Trichoderma with 18 % and 35 %,

respectivelly, and in the case of Bacillus with 37. 87 % and 17. 88 %, over the commercial strains.

Keywords: vitroplants, antagonists, Saccharum, sugarcane.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La cafa tiene un elevado contenido de sacarosa, por lo tanto es de gran interés para el sector
agricola, de alimentos y farmacéutico. Ademas se puede obtener de esta la materia prima para
varios derivados, algunos de estos destinados a la alimentacion animal y adicionalmente aporta a
la economia de muchos paises tropicales. Entre los ciclos azucareros 2004/05 y 2014/15, la
produccion mundial de azucar creci6 a una tasa promedio anual de 2.2 por ciento y en el periodo
2012/13 reportd su nivel maximo historico en 177.6 millones de toneladas (FIRA, 2015). La
produccién de azlcar durante el ciclo 2014/15 alcanzé 174.3 millones de toneladas, lo que
representa la tercera mejor cosecha de la historia. En Meéxico, la produccion de azucar
correspondiente a la zafra 2014/15 cerrd en 5.9 millones de toneladas (peso comercial), lo que
representd una disminucion a tasa anual de 0.6 por ciento. Por el lado de la demanda, de acuerdo
con el estimado del balance azucarero nacional (CONADESUCA, 2015), la estructura durante
2014/15 fue la siguiente: consumo total, 4.58 millones de toneladas; y exportaciones, 1.48 millones

de toneladas.

En México, en el afio 2017 con una superficie cultivada de 822,897 hectareas, cuya
produccion alcanzé en promedio de 56,007,311 millones de toneladas de cafia de azlcar. El estado
de Veracruz ocupo el primer lugar a nivel nacional en el cultivo de cafia de azUcar, aportando el
34.51% de la produccion total nacional y de la superficie total cosechada (CONADESUCA, 2017).

Uno de los retos que enfrenta la agroindustria de la cafia de azucar (Saccharum spp.) para
ser mas competitiva es aumentar su productividad y disminuir costos de produccién, por lo que es
necesario introducir adelantos cientificos y tecnoldgicos en todos los eslabones de la cadena de
valor. A través del cultivo in vitro, la biotecnologia permite producir plantas con pureza genética
y calidad fitosanitaria que aseguran mayor vigor del cultivo y amacollamiento en campo (Carrillo
et al. 2008). Debido a la importancia de la cafia de azUcar el cultivo de tejidos vegetales es usado
principalmente para cultivar de forma aséptica tejidos, érganos, células o protoplastos en un medio
artificial con temperatura e iluminacion controlada para el crecimiento (Carrillo et al. 2008). Los
métodos biotecnoldgicos en plantas mejoran el esquema de seleccidn, para obtener una infinidad
de plantas idénticas a la planta madre libre de virus y enfermedades por medio de la variacion

somaclonal (Cortegaza, 2013).



Por ello, las técnicas in vitro para la micropropagacion masiva de plantas sanas a través de
procesos de organogénesis 0 embriogénesis somatica resultan determinantes para el
establecimiento de programas de mejoramiento y produccion masiva de semilla certificada. La
micropropagacion permite una mayor tasa de multiplicacion de plantas que se propagan por
métodos asexuales. El tiempo medio de generacion también se reduce debido a que el proceso
puede continuar durante todo el afio en condiciones controladas de laboratorio (Cortegaza, 2013).
Sin embargo, actualmente la produccion de cafa se enfrenta a diversos factores que impactan de
manera negativa en la productividad de este cultivo siendo ampliamente atacado por un sin nimero
de agentes fitopatdgenos, sea el caso de plantulas propagadas in vitro o de manera convencional

mediante semilla vegetativa por medio de tallos (Scortecci et al. 2012).

La aclimatacién es una etapa muy importante en el sistema de micropropagacion de
plantulas de cafa porque de esta depende la eficiencia del proceso y la calidad final de las plantas
producidas in vitro (Diaz et al. 2004).

La diseminacion de enfermedades a través de semilla agdmica (por trozos de tallo o estacas)
constituye el principal via de transferencia de enfermedades y plagas al cultivo de cafia o planta
(plantilla). Si a esto se le suma el hecho de que la cafia de azUcar es un cultivo semiperenne, cobra
importancia toda alternativa que contribuya a la obtencion de material inicial limpio desde el punto
de vista sanitario. Actualmente no existen investigaciones dedicadas a tratar el dafio ocasionado
de estar en condiciones totalmente asépticas a un ambiente donde existe un sinfin de
microorganismos fitopatdgenos que merman la produccion y el desarrollo 6ptimo de las plantas
provenientes de cultivo in vitro. De acuerdo a lo anterior, el propésito de esta investigacion fue
evaluar los efectos de raiz, tallo y hojas con la asociacion de agentes microbianos en plantas
micropropagadas in vitro, de esta manera, lograr dilucidar la aplicabilidad de la co-inoculacion de
dos especies de microorganismos antagonistas, con un objetivo comdn, el control o la regulacion
bioldgica de fitopatdgenos y, como efecto conjunto y paralelo, la estimulacién del crecimiento

vegetal y la zona meristematica de Saccharum spp var. Mex 69-290.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los agentes microbianos antagonistas, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis

en relacion con el desarrollo de la cafia de azucar de cultivo de tejidos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar evaluacion y analisis comparativo de las vitroplantas de cafia de azucar var. Mex
69-290 con y sin agentes microbianos antagonistas, Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis en relacion a su desarrollo (supervivencia), peso seco de raiz y elementos esenciales

en hojas.

2.1.2. HIPOTESIS

La aplicacion de agentes antagonistas como el hongo Trichoderma harzianum y la bacteria
Bacillus subtilis a plantas propagadas in vitro, les permitira mayor supervivencia en un ambiente

no controlado, mayor desarrollo foliar y radicular.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Cana de azUcar

La cafia de azUcar (Saccharum spp.) es un cultivo que se produce en mas de 130 paises y
territorios, sobresaliendo Brasil (39% de la produccion), La India (19%), China (7%), Tailandia
(6%), Pakistan (3%), México (3%), el 23% restante de la produccidn corresponde a 94 paises del
resto del mundo (FAOSTAT, 2015). A nivel global la capacidad productiva de este cultivo oscila
de 40 a 150 t ha* de cafia en fresco y de 3.5 a 15 t ha de az(car en fabrica (Infocafia, 2016). Con
55 ingenios en operacion en 2013, la produccion de cafia de azlcar para la zafra 2016/2017 en
México se reportan datos de la actividad productiva en 50 ingenios (CONADESUCA, 2016).
Segun proyecciones oficiales, la actual superficie cultivada podria crecer cerca de 5 millones de
hectéreas (FIRA, 2015). EI Comité Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Cafia de Azlcar
(CONADESUCA) menciona que el tercer estimado de produccion de azlcar para la zafra 2015/16,
se ubicd en 6.18 millones de toneladas, lo que representaria un aumento anual de 3.3%. La
estimacion para el consumo nacional aparente en 4.3 millones de toneladas, es decir, una reduccion
de 2.5% con respecto al ciclo previo. Por su parte, el volumen de las exportaciones de azUcar
mexicana a Estados Unidos se ajusté a la baja en 200,000 toneladas con respecto al ciclo previo;
lo anterior, de acuerdo con el reporte de oferta y demanda de abril para ese pais. Es decir, de las
1.3 millones de toneladas autorizadas en el cupo previo, se ajustd a 1.1 millones de toneladas. Los
rendimientos promedios del pais oscilan alrededor de las 72 t ha-1 de cafia, mientras que el
promedio mundial es superior a las 80 t ha* (CONADESUCA, 2016).



Cuadro 1. Produccion mundial de cafia (ciclo 2015/16).

Produccion Mundial Ciclo 2015/16(millones de ton) | Participacion (%)
1 [Brasil 36 22
2 |India 25.5 15.6
3 |Tailandia 9.7 5.9
4 |China 8.9 5.4
5 [EUA 7.5 4.6
6 [México 6.18 3.8
7 [Pakistan 5.33 3.2
8 [Rusia 5.2 3.2
9 [Australia 4.8 2.9
10 |Francia 4 24

Los demas 50.71 31

TOTAL MUNDIAL 163.91 100

Fuente: 1SO. Quarterly Market Outlook-February 2016

3.2. La micropropagacion

La Biotecnologia Vegetal tiene como una de sus bases al cultivo de tejidos vegetales
(CTV) que consiste en una serie de técnicas que permiten el establecimiento, conservacion,
manipulacion y desarrollo, bajo condiciones artificiales y controladas, de células, tejidos u 6rganos
vegetales. Entre las aplicaciones del CTV se puede mencionar a la micropropagacion. Se le llama
micropropagacion o clonacidn in vitro a la propagacion asexual de plantas utilizando las técnicas
de CTV. Este sistema propagacion de plantas ofrece ventaja como son: sanidad vegetal (plantas
libre de enfermedades), homogeneidad genética (lineas clonales) y revigorizacion
(rejuvenecimiento in vitro). Estas ventajas hacen a la propagacion in vitro una practica comercial

rentable con alto valor agregado (Salgado-Garcia et al., 2013).

3.2.1. Etapas de la micropropagacion

En la micropropagacion comercial pueden identificarse cinco etapas bien definidas: fase 0:

seleccion de la madre, fase I: establecimiento de los cultivos in vitro, fase Il: multiplicacion, fase



I11: elongacion y enraizamiento y fase IV: aclimatizacion. A continuacion se describe cada una de
estas (Behera y Sahoo, 2009; Khan et al., 2008; Zufiiga y Adrian, 2012).

3.2.2. Fase 0: Seleccion de la madre

En esta etapa se incluyen dos aspectos fundamentales: la seleccion y crecimiento de la
planta madre bajo condiciones sanitarias. El objetivo de esta etapa es mejorar la eficiencia en el
establecimiento (implantacion) y desarrollo posterior de los cultivos in vitro. Para la mayoria de
las plantas micropropagadas, el material inicial es una planta élite seleccionada por caracteristicas
genotipicas y fenotipicas que deben corresponder al clon o variedad a micropropagar. Por ello, uno
de los cuidados especiales que se deben tener al iniciar el proceso es la seleccion del material
inicial de partida (explante), debiendo asegurar que este provenga de una correcta seleccién
individual. El crecimiento de la planta madre bajo condiciones sanitarias reduce notablemente los
riesgos de contaminacién. El estado fisioldgico de cada planta que dona el explante es de gran
influencia en la respuesta de los tejidos en cultivo, reportandose diferencias en los requerimientos
nutricionales y hormonales cuando los tejidos provienen de plantas con diferentes edades
fisiologicas. Generalmente se utilizan plantas en estado de crecimiento activo que muestren un

desarrollo sano y vigoroso (Behera y Sahoo, 2009; Khan et al., 2008).

3.2.3. Fase 1: Establecimiento de los cultivos in vitro

La iniciacidn de los cultivos in vitro consiste basicamente en la eleccion del explante y la
esterilizacion del mismo para iniciar el cultivo axénico. El objetivo de esta etapa es establecer
cultivos axenicos y fisiologicamente viables para posteriormente iniciar el proceso de

multiplicacion.

Para la eleccion del explante debe tomarse en cuenta el estado de desarrollo de la planta
madre, la edad y tamafio del material vegetal inicial. Los explantes tomados de plantas jovenes o
zonas de crecimiento activas tienen un mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas
0 yemas en reposo. A medida que es mas joven y menos diferenciado el tejido que se va a

establecer, mejor sera la respuesta in vitro.



La superficie de los tejidos de las plantas constituyen habitats para los microorganismos,
estos pueden alojarse en estomas, lenticelas, tricomas o cualquier otra estructura, lo cual dificulta
en extremo la eliminacién de los mismos. Los contaminantes del cultivo de tejidos pueden causar
grandes pérdidas en etapas posteriores de la micropropagacion, de ahi la importancia de su
eliminacion desde la fase de establecimiento, donde los dafios son menores debido al menor
volumen de explantes que se manipulan. Los desinfectantes mas cominmente utilizados son el
hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio (CaClO), perdxido de hidrégeno (H202), etanol
y bicloruro de mercurio (HgCl2) (Zuiiiga y Adrian, 2012; Behera and Sahoo, 2009; Khan et al.,
2008).

3.2.4. Fase 2: Multiplicacion

Es considerada la etapa mas importante del proceso donde se debe garantizar la
propagacion de los brotes y la estabilidad genética de las plantas producidas. El objetivo de esta

fase es la produccion del mayor nimero posible de brotes a partir de los propagulos establecidos.

En esta etapa los brotes son separados en condiciones estériles y cultivados nuevamente en
medio de cultivo para inducir nuevos brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad de
plantas deseada. Para garantizar la méxima estabilidad genética de las plantas obtenidas in vitro,
los brotes deben multiplicarse durante un ndmero definido de subcultivos manteniendo un
coeficiente de propagacion estable a través del tiempo. A medida que aumenta el numero de
subcultivos existe una tendencia a incrementar el coeficiente de multiplicacion. Sin embargo,
después de un nimero determinado de “n” subcultivos, el coeficiente de multiplicacion es
afectado, con tendencia a disminuir, ocasionando la aparicidon de variaciones genéticas in vitro,
también llamadas variaciones somaclonales (Zufiiga y Adrian, 2012; Behera and Sahoo, 2009;

Khan et al., 2008).



3.2.5. Fase 3: Elongacion y enraizamiento

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen hasta desarrollar
un sistema radicular y una altura adecuada que les permite ser trasferidos a un sustrato en

condiciones de invernadero para su aclimatizacion.

Generalmente en esta fase es necesaria la adicion de auxinas y/o giberelinas. El rol de las
auxinas es promover la formacién de raices. Mientras que, las giberelinas (GAs) promueven la
elongacion las plantulas. Estos reguladores del desarrollo pueden ser utilizados de forma individual
0 en combinacion. Cuando las plantas han alcanzado una longitud adecuada y cuenten con un
sistema radicular profuso, estardn listas para iniciar la siguiente fase (Zufiiga y Adrian, 2012;
Behera and Sahoo, 2009; Khan et al., 2008).

3.2.6. Fase 4: Aclimatacién

Los objetivos primarios de esta fase son lograr la sobrevivencia de las plantas al momento
del trasplante y el inicio del crecimiento ex vitro. Durante esta etapa se produce un retorno gradual
de las plantas a sus caracteristicas morfologicas normales, después de las etapas in vitro. La
eficiencia en la aclimatacion es trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado
de esta dependera en gran medida la eficiencia total del proceso y la calidad final de las plantas.
Es la fase final del proceso y por tanto su meta es lograr plantas listas para su trasplante definitivo
a campo, vivero, sombreadero ¢ invernadero (Behera y Sahoo, 2009; Khan et al., 2008).

Previo a la aclimatacion, las vitroplantas son acondicionadas en el laboratorio, y consiste
en la extraccion de las mismas de los frascos, lavado con agua corriente para eliminar restos del
medio de cultivo (y prevenir futuras infecciones), separadas y clasificadas individualmente en 4
tamafos (<3 cm; 3-5 cm; 5-7 cm y >7cm). Finalmente son colocadas en una solucion con
fungicidas durante 24 horas. Durante la aclimatacion y desde el punto de vista fisioldgico, la planta
deja el comportamiento heterétrofo que tenia in vitro, para adquirir un ritmo fotosintético que le
permita una vida autotrofa, regulando a su vez el balance hidrico en concordancia con el ambiente
externo. Esto se debe a que las condiciones in vitro provocan cambios fisiol6gicos, morfologicos

y como se dijo, a veces genéticos, que conducen por ejemplo a una baja actividad fotosinteética,



escasa funcionalidad de los estomas, formacidn de grandes espacios intercelulares y ausencia de
ceras en la cuticula, lo cual, debe ser revertido durante esta etapa de aclimatacion para que las

plantas puedan crecer en condiciones de campo (Behera y Sahoo, 2009; Khan et al., 2008).

3.3. Alternativas para la conservacion de recursos genéticos en cafia de aztcar

De acuerdo con el Convenio sobre Diversidad Biologica (CDB, 2010), el término de
recursos genéticos (RG) se refiere a todo aquel material de origen vegetal, animal o microbiano
que contiene genes con valor actual o potencial. Los objetivos del CDB son: conservacion de la
biodiversidad, uso sostenible de sus componentes y participacién justa y equitativa de los
beneficios resultantes de la utilizacion de los RG. Estos recursos forman parte de la diversidad
biol6gica, conocida como biodiversidad. Instituciones como la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2015) menciona que los RG de las plantas
cultivadas y animales domésticos constituyen la base bioldgica de la seguridad alimentaria
mundial; y coinciden con ésta, Bioversity International (antes Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos-IPGRI), organismo internacional autdbnomo, de caracter cientifico, que busca la
conservacion y el aprovechamiento de la agrobiodiversidad, y el Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CNRG) que surge como parte de la estrategia nacional para el resguardo de la seguridad
agroalimentaria y ambiental, al salvaguardar de forma apropiada y sistematizada los recursos
genéticos mas importantes del pais, los recursos genéticos de cafia de aztcar (Saccharum spp.) se
pueden agrupar, de acuerdo a su uso como germoplasma, en nuevas variedades, variedades
caducas, cepas reproductoras, selecciones locales y formas silvestres, actualmente existen
diferentes métodos de conservacion de germoplasma que pueden ser utilizados en los programas
de mejora genética (CNRG, 2013).

3.4. Siembra de cafa in vitro en México

En México la mayor potencialidad para expandir esta superficie de plantas provenientes de
cultivo in vitro se encuentra en los estados de Chiapas, Jalisco, Morelos y Puebla, en tanto que
habria que replantear la operacion de los ingenios que se ubican en las entidades de Campeche,
San Luis Potosi y Tabasco, debido a su menor productividad, asociada a limitantes de indole
técnico-agrondmico, ambiental y socioecondmico (Senties-Herrera, 2013). Es de destacar que las
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ganancias relativas observadas en los ultimos afios han sido debidas a factores relacionados con
subsidios gubernamentales (8% del total de subsidios a la agricultura nacional), y a algunos
esfuerzos recientes por incrementar su productividad a través de apoyos en capacitacion,
digitalizacion y sistematizacion de procesos, y modernizacion del sistema productivo tanto en
campo como en fabrica. Sin embargo, no ha habido una estrategia integral nacional para afrontar
estos desafios y aprovechar las oportunidades que ofrece el sector. Uno de los cimientos mas
solidos para esta encomienda es la reactivacion del programa de mejoramiento genético a escala

nacional (Senties-Herrera, 2013).

3.4.1. La restringida base genética de cafia de azUcar en México

En términos de materiales genéticos, en México la generacion de nuevas variedades de
cafia de azucar ha mostrado una caida en los ultimos 30 afios, y la produccién actual de cafia de
azUcar se sustenta en solo tres genotipos: Mex 69-290, Mex 79-431 y CP 72-2086 que en conjunto
ocupan mas del 70% de la superficie destinada a este cultivo en el pais, lo que hace vulnerable al
sistema de produccion (MAM, 2013; Senties-Herrera et al., 2014).

Ante esta situacion, a partir de 2009 el Colegio de Postgraduados Campus Coérdoba inicio
la implementacion de un novedoso programa de seleccion e intercambio de variedades, con el
apoyo Y colaboracién de los diferentes Campus del Colegio de Postgraduados, de ingenios de la
region como El Potrero, San Miguelito y Central Motzorongo, asi como con el Centro de

Investigacion y Desarrollo de la Cafia de Azucar (CIDCA).

En sus fases iniciales, este programa conté con apoyo de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) a través del Programa Nacional
de la Agroindustria de la Cafia de Aztcar (PRONAC), y actualmente se encuentra subsidiado por

el propio Campus Cdérdoba (Senties-Herrera, 2013).

3.5. Microorganismos de control biolégico y su importancia en el crecimiento vegetal

Muchas de los rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal utilizadas como

estimulantes de la disponibilidad de los fertilizantes estan presentes en el suelo (Reed et al. 2015).
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Las bacterias con capacidad de promover el crecimiento de las plantas “Plant Growth Promoting
Rhizobacteria” (PGPR) constituyen un grupo heterogéneo que incluye microorganismos de los
géneros Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella,
Rhizobium, Erwinia, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter y Flavobacterium (Khan
et al. 2009; Sharma et al. 2013; Ahemad y Kibret 2014; Reed et al. 2015). Las PGPR ejercen
efectos beneficos sobre el crecimiento de las plantas a través de mecanismos directos e indirectos.
Mecanismos directos implican la sintesis de sustancias o de modulacién a nivel enzimético, lo que
facilita la absorcion de ciertos nutrientes, la solubilizacion de fosfatos minerales (Ahemad et al.
2008; Malboobi et al. 2009), la fijacion bioldgica de nitrégeno (Peix et al. 2003; Caballero-
Mellado et al. 2007; Jackson et al. 2008) y la sintesis de hormonas vegetales tales como el acido
giberélico, citoquininas, etileno, y acido acético. Mecanismos indirectos incluyen PGPR disminuir
o prevenir los efectos destructivos de uno o mas fitopatégenos, por la produccién de antibiéticos
(Richardson et al. 2009) o sideréforos (Reed et al. 2015). Los sider6foros producidos por PGPR
tienen una alta afinidad con el hierro I11 de la rizésfera, y en consecuencia, retener una mayor parte
del hierro disponible, y la inhibicion de la proliferacion de hongos fitopatégenos (Laslo et al.
2012).

Por otra parte, el hongo del género Trichoderma es importante para la vida humana y la
funcionalidad de un ecosistema, degradador de la materia organica, esencial en la recirculacion de
nutrientes en el ambiente. Algunos miembros de este género tienen asociaciones simbidticas con
plantas, leguminosas, gramineas, compuestas, solanaceas y otras, mientras otros son utilizados
como controladores bioldgicos contra organismos patégenos como Fusarium y Rhizoctonia,
ademas la produccion de enzimas industriales como los pigmentos de antraguinona y otros
(Druzhinina & Kubicek 2005) y metabolitos secundarios (MS) como antibio6ticos y promotores
del crecimiento de plantas (PGP: Plant Growth Promoting), ideales para la agricultura (Harman
et al. 2004; Vinale et al. 2006; Vinale et al. 2008; Vinale et al. 2009; Druzhinina et al. 2011).
Trichoderma es uno de los hongos que esta presente en todo tipo de suelos agricolas y ecosistemas,
su versatilidad, adaptacion y facil manipulacion (Fernandez-Larrea 2001) ha permitido su uso por
méas de 70 afios como antagonista para el control o regulacién de enfermedades en plantas

producidas por hongos en el mundo (Druzhinina et al. 2011).
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3.6. Aspectos generales de Trichoderma

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se caracterizan por ser hongos
saprofitos, que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, son capaces de
descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo que les
permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las especies de Trichoderma se encuentran
presentes en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Esta distribucion tan
amplia y su plasticidad ecoldgica estan estrechamente relacionadas con la alta capacidad
enzimatica que poseen para degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores
microbianos. No obstante, se han realizado pocos estudios acerca de la sobrevivencia,
establecimiento y proliferacion de este antagonista en la rizosfera de la planta (Duttamajumder,
2008).

El género Trichoderma es un excelente modelo para ser estudiado debido a su féacil
aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios sustratos y por su condicion de controlador
biol6gico con una amplia gama de fitopatdgenos (Fernandez, 2001). Trichoderma se ubica

taxonomicamente (Singh et al. 2009) en:
Reino: Fungi.

Divisién: Mycota

Subdivision: Eumycota

Clase: Hyphomycetes.

Orden: Moniliales.

Familia: Moniliaceae.

Género: Trichoderma.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan
a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa (Harman, 2011; Shoresh et al. 2010). El
micelio es ralo en su mayoria, y visto al microscopio es fino, los conidiéforos son ramificados,

parecen un arbol pequefio. Los mismos se presentan como penachos compactados que forman
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anillos con un sistema de ramas irregular de manera piramidal. Estos terminan en fialides donde
se forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la identificacion taxonémica
a nivel de especies. Los conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del
periodo vegetativo de las plantas (Rifai, 1969). Son haploides y su pared estd compuesta por
quitina y glucanos (Herman, 2003). Ademas de los conidioforos, se pueden producir fialides que

emergen directamente del micelio.

3.6.1. Mecanismos de accién de Trichoderma

Los agentes de control biologico (BCA, por sus siglas en inglés) mas comunes de la género
Trichoderma son cepas de T. virens, T. viride y, por encima de todo, T. harzianum, que es un
agregado de especies que incluye diferentes cepas utilizadas como BCA de fitopatdgenos y hongos
de vectores virales (Grondona et al., 1997). Caracterizacion molecular y analisis filogenético han
permitido que cepas de T. harzianum originalmente identificado como la misma especie se

asignaran a diferentes especies agrupadas en secciones y grupos distintos (Hermosa et al., 2000).

El éxito de cepas de Trichoderma como BCA se debe a su alta capacidad reproductiva, la
capacidad de sobrevivir en condiciones muy desfavorables, la eficiencia en la utilizacion de
nutrientes, la capacidad de modificar la rizosfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatégenos,
y la eficiencia en la promocion de crecimiento de las plantas y de los mecanismos de defensa. Estas
propiedades han hecho el género Trichoderma esté presente en cualquier habitat y en altas
densidades de poblacién (Vinale et al. 2008). Trichoderma como BCA de los hongos Ascomycetes,
Deuteromycetes y Basidiomycetes, se encuentran principalmente en el suelo aunque también se les

encuentra el aire (Monte, 2001). Trichoderma es mas eficiente en suelos acidos que alcalinos.

3.7. Aspectos generales de Bacillus

El género Bacillus fue descrito por primera vez por Cohn (1872) y comprende un grupo de
especies filogenética y fenotipicamente heterogéneas. Incluye mas de 100 especies (Euzeby, 2006)
y sus miembros se consideran ubicuos. En una etapa temprana de la clasificacion de las especies

del género Bacillus se tienen en cuenta dos caracteristicas fundamentales: el crecimiento aerobio,
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la respuesta positiva a la tincion de Gram, la forma bacilar y la formacion de endospora. Esto hace
que exista una gran cantidad de especies de este género ocupando una gran variedad de habitats.
Debido a esto, la heterogeneidad en la fisiologia, ecologia y la genética dificulta la clasificacion
del género o la generalizacion sobre éste (Ahmad et al., 2008).

Sobre la base de estudios moleculares de la secuencia del RNAr 16S, este género se ha
subdividido en cuatro grupos. El primero pertenece a Bacillus senso stricto en el cual se incluye

Bacillus subtilis y otras 27 especies (Santoyo et al., 2012).

El segundo, también conocido como sensu lato, incluye bacilos formadores de esporas
redondeadas, en el que se destacan las especies: B. cereus, B. thuringiensis y B. anthracis, y unidos
a estos se encuentran algunos taxas asporégenos como Caryphanon, Exiguobacterium, Kurtia y
Planococcus debido a que presentan cierta similitud con Bacillus subtilis. Por su parte, el grupo 3
estd formado por 10 representantes, dentro de los que se encuentra: B. polymyxa y B. macerans,
los cuales se han reclasificado en un nuevo género, Paenibacillus (Santoyo et al., 2012). El grupo
4, se encuentra formado por especies que han sido reclasificadas en dos nuevos géneros:
Aneuribacillus y Brevibacillus (Santoyo et al., 2012). Por otra parte, se ha creado un nuevo género
(Virgibacillus) en el que se ubicé la especie B. panthotenicus. Finalmente, se han descrito nuevas
especies del género aisladas de diversos ecosistemas que incluyen a B. mojavensis y B.
vallismortis, B. ehimensis y B. chitinolyticus, B. infernus, B. carboniphilus (Flujita et al., 1996) y
B. horti (Arkhipova et al., 2007).

El género Bacillus pertenece a la familia | Bacilliaceae, del orden | Bacillales de clase tres
Bacilli, del fillum BXIII firmicutes del Dominio bacteria. En la primera edicién del género es
claramente diverso desde el punto de vista fenotipico y genotipico. La diferenciacion entre
especies del género Bacillus se centro en los resultados en la fermentacion de lactosa, sorbitol,

manitol, melobiosis, hidrdélisis de la urea, y descarboxilacion de la lisina (Anderson et al., 2003).

Mas recientemente, los datos de la secuencias de RNA se han empleado para dividir
géneros de Bacillus en al menos cinco lineas diferentes. Entre las especies mas representativas del
genero Bacillus se encuentran B. alkalophilus, B. anthracis, B. azotoformans, B. brevis, B. cereus,
B. subtillis, B. coagulans, B. firmus, B. insolitus, B. lincheniformis, B. polimyxa y B. thuringiensis

entre otros (Ahmed y Hasnain, 2010).
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Bacillus subtilis
Division: Firmicutes
Familia: Bacilliaceae
Género: Bacillus
Especie: Bacillus subtilis

Es una bacteria Gram positiva, produce endospora las que son termo resistentes y también
resiste factores fisicos perjudiciales como la desecacion, la radiacion, los acidos y los
desinfectantes quimicos, produce enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen
polisacaridos, &cidos nucleicos permitiendo que el organismo emplee estos productos como fuente
de carbono vy electrones, producen antibidticos como la bacitricina, polimixina, gramicidina y
circulina, fermentan la caseina y el almidon, vive dentro de los limites de 55 a 70 °C. Es un gran
controlador biologico, Bacillus subtilis promueve el desarrollo de las plantas y previene las
enfermedades del suelo causadas por Sclerotium rolfsii, Fusarium spp., Verticillium spp.,
Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora capsici, Pythium spp., y el nematodo nodulador de raices
(Meloidogyne spp.) y Rhizoctonia solani, agente causal de la enfermedad denominada “mal del
tallito” del algodonero (Calderon et al., 2002).

3.7.1. Mecanismos de accidn de Bacillus

La promocion del crecimiento vegetal por parte de las especies del género Bacillus puede
ocurrir de forma directa o indirecta. Un efecto directo sobre la promocién del crecimiento vegetal
se observa en bacterias rizosfericas que tienen la capacidad de llevar a cabo la fijacion bioldgica
del nitrogeno, la solubilizacion de minerales como el fésforo y la produccion de hormonas
reguladoras del crecimiento vegetal. Por su parte, la forma indirecta de promociéon del crecimiento
vegetal estd relacionada con la produccion de sustancias que actlan como antagonistas de

patdgenos o induciendo resistencia en las plantas (Choudhary et al., 2009).

Bacillus es un género con diferentes especies que pueden tener diversas caracteristicas,

ideales como agente de control bioldgico. Otra caracteristica de Bacillus es su capacidad de inducir
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en la planta la Respuesta Sistémica Inducida (RSI). La RSI es el mecanismo mediante el cual la
planta activa sus sistemas de defensa, inducido por algunas bacterias ante la infeccion de un
patdgeno. Algunos autores comparan la RSI con el sistema de resistencia adquirida (SRA), donde
no involucra la presencia de bacterias. Sin embargo, fenotipicamente las respuestas pueden ser
similares, aunque los mecanismos de induccion y respuesta por parte de la planta son diferentes
(Compant et al., 2005). En el caso del género Bacillus, es interesante resaltar la diversidad de
especies que pueden inducir la SRI en plantas, por ejemplo B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides, y B. sphaericus (Santoyo et al., 2012). El efecto
benéfico incluye la proteccion de la planta ante infecciones por diversos patdgenos como hongos,
bacterias, virus y nematodos (Kloepper et al., 2004). Algunos lipopéptidos como surfactina y
fengicina que son producidos por B. subtillis también pueden inducir RSI en plantas (Ongena et
al., 2007).

Como se explico, la bacteria B. subtilis inhibe directamente el desarrollo de hongos
fitopatdgenos mediante la excrecion de sustancias con propiedades antifungicas; a su vez, favorece
el desarrollo de la planta hospedera por el aumento de la disponibilidad de nitrogeno y fosforo en
los suelos agricolas, mediante la degradacion de urea y la solubilizacién de fosfato de calcio. Tales
propiedades le permiten incrementar los nutrientes en el ambiente de los cultivos, y le confieren
ventajas en el control biolégico de enfermedades causadas por agentes patdgenos oportunistas,

asociadas a deficiencias nutricionales (Orberd et al., 2011).

3.8. Elementos esenciales

Los elementos esenciales son aquellos que tienen una funcion conocida dentro del
metabolismo de la planta, en ausencia de éstos se presentan sintomas visuales de deficiencia, que
pueden ser corregidos cuando son abastecidos en cantidades que requieren las plantas. Son
clasificados en macronutrimentos y micronutrimentos, de acuerdo a la cantidad que son requeridos
por la planta: los macronutrimentos son requeridos en cantidades mayores que los
micronutrimentos. Los macronutrimentos y la forma ionica en que son absorbidos por la planta
son: Nitrégeno (NH™, NOs), Fosforo (H2PO™), Potasio (K*), Calcio (Ca+?), Magnesio (Mg*?) y

Azufre (SO42). Los micronutrimentos y las formas idnicas en que éstos son preferentemente
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absorbidos por las plantas son: Hierro (Fe?* y Fe3*), Cobre (Cu*?), Zinc (Zn*?), Manganeso (Mn*?),
Boro (H3BOs), Cloro (CI), Niquel (Ni*?) y Molibdeno (MoO™). Carbono (C*?), Hidrogeno (H*!)
y Oxigeno(O?) que se asimilan a través del agua, transpiracion y fotosintesis, también son
elementos esenciales para la planta. No obstante, no son incluidos en la clasificacion antes
mostrada por ser obtenidos de la atmésfera o del agua en el caso especifico del Hy del O (Alcantar
y Trejo-Téllez, 2007).

3.8.1. La nutricion de la cafia de azlcar

De los factores que influyen sobre el crecimiento y produccién de plantas cultivadas, la
nutricion vegetal, es sin lugar a dudas, uno de los que pueden ser mas determinantes. Esta
disciplina se ocupa de estudiar los procesos involucrados en la absorcion y aislamiento de
nutrimentos por las plantas superiores, asi como de los factores que afectan y su relacion con la
produccion y calidad de las cosechas. La nutricidn vegetal da respuesta a una serie de interrogantes
que frecuentemente se plantean en relacion a los requerimientos nutricionales de las distintas

especies de interés agricola (Pereyra-Irujo et al., 2007).

Los nutrientes que son requeridos por la cafia de azucar se clasifican en macronutrimentos
y micronutrimentos, de acuerdo a la cantidad que son requeridos por la planta: los
macronutrimentos son requeridos en cantidades mayores que los micronutrimentos. Los
macronutrimentos y la forma ionica en que son absorbidos por la planta son: Nitrogeno (NH**,
NOs), Fosforo (H2PO*), Potasio (K*), Calcio (Ca*?), Magnesio (Mg*?) y Azufre (SO4?). Los
micronutrimentos y las formas ionicas en que éstos son preferentemente absorbidos por las plantas
son: Hierro (Fe?*y Fe3"), Cobre (Cu?"), Zinc (Zn?*), Manganeso (Mn?*), Boro (H3BOs), Cloro (CI-
), Niquel (Ni%*) y Molibdeno (MoO*). Carbono (C), Hidrégeno (H) y Oxigeno(O) también son
elementos esenciales para la planta. No obstante, no son incluidos en la clasificacion antes
mostrada por ser obtenidos de la atmosfera o del agua en el caso especifico del H 'y del O (Alcantar
y Trejo-Téllez, 2007).
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3.9. Caracteristicas de la cepa comercial Trichoderma harzianum “PHC® T-22®”

PHC® T-22® es un fungicida bioldgico preventivo para el control de enfermedades de un
gran nimero de especies vegetales. El ingrediente activo es un microorganismo benéfico,
Trichoderma harzianum Cepa T-22 (KRL-AG2). Al ser aplicado al suelo mediante sistema de
goteo, drench y sprinkle, PHC® T-22® se desarrolla rapidamente, dando proteccién a la raiz contra
patdgenos como Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Cylindrocladium, Thielaviopsis, Verticillium y
Sclerotinia sclerotiorum, PHC® T-22® puede utilizarse solo o en combinacion con fungicidas

quimicos comerciales.

La Cepa T-22 ha sido desarrollada por la Universidad de Cornell mediante una cruza de
dos cepas de Trichoderma harzianum provenientes de regiones de climas y suelos contrastante, lo
cual le confiere propiedades sobresalientes de adaptacién a un amplio rango de especies (probada
en mas de 2000 especies de plantas silvestres y cultivadas), suelos (de arenosos a arcillosos),

climas (frios-templados y calido himedos) y pHs (4-8) (Boyera et al., 2009).

3.9.1. Modo de accion

PHC® T-22® inhibe el crecimiento de hongos patdgenos del suelo mediante procesos de
competencia natural formando una coraza alrededor de la raiz de la planta y procesos de
micoparasitismo necrotrofico de hongos paréasitos (Harman et al., 2004).

3.9.2. Beneficios

e Previene patégenos de la raiz (Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, Cylindrocladium,
Thielaviopsis y Sclerotinia sclerotiorum).

e Previene enfermedades dando proteccion a la raiz.

e Promueve el crecimiento de pelos absorbentes y raices alimenticias mejorando la nutricion
y la absorcion de agua.

e El ingrediente activo libera compuestos que incrementan la disponibilidad de nutrientes
para la planta.

e Disminuye o elimina la dependencia de fumigantes quimicos.
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e [Esta exento de tolerancia por la EPA y no tiene restricciones en tiempo para reentrar a las
superficies tratadas.

e Ideal para programas de produccion organica ya que esta citado en las listas de la Organic
Materials Review Institute (OMRI).

¢ No se ha registrado ningun efecto fitotoxico.

e Puede combinarse con fungicidas quimicos comerciales (Harman et al., 2004).

3.10. Caracteristicas de la cepa comercial Bacillus subtilis “Serenade® MAXT™”

Serenade contiene la bacteria benéfica Bacillus subtilis (cepa QST 713) que previene y cura
enfermedades foliares de la planta causadas por hongos patégenos de las clases Deuteromicetes,
Oomicetes y Ascomicetes, asi como patdgenos bacterianos como Erwinia, Xanthomonas y
Pseudomonas. El producto se presenta en polvo (Serenade MR MAX) y liquido (Serenade MR ASO)
(Bayer, 2018).

3.10.1. Beneficios

Serenade forma una capa protectora de toxinas naturales alrededor de la superficie de la
planta inhibiendo la unién del patégeno al tejido de la planta. La capa consiste de tres grupos de
lipopéptidos que detienen la germinacion de las esporas y perforan las membranas de su micelio y
tubos germinativos de los fitopatdgenos. B. subtilis también induce la resistencia sistémica natural

de las plantas contra patdégenos bacterianos y fungosos (Bayer, 2018).

3.11. Relacidn de vitroplantas de cafia de azicar y microorganismos benéficos en lo
innovador y agroalimentario

Ante la crisis alimentaria que afecta hoy a todo el planeta, las respuestas que surgen desde
los organismos internacionales y los paises mas enriquecidos, se encuentran muy lejos de ser

adecuadas. No se identifican las causas reales y tampoco se escucha a los principales afectados
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(SAGARPA, 2016). Desde el Sur al Norte, éstos han demostrado, tener la capacidad de encarar el
problema formulando propuestas concretas. Aprovechando el tema de la crisis alimentaria como
hilo conductor, resulta posible analizar y entender més a profundidad al actual sistema
agroalimentario y sus repercusiones. Resalta también con mas fuerza y claridad el paradigma de
la soberania alimentaria como una respuesta al mundo rural y en el &mbito alimentario. ES en este
escenario donde lograr una agricultura competitiva y sustentable es una tarea fundamental para
todos los productores y la innovacién desempefia un rol estratégico (SAGARPA, 2016). Esta
investigacion contempla el factor innovador ya que unifica la combinacion de dos tema relevantes
del sector azucarero, la utilizacion de agentes microbianos que estimulan el crecimiento vegetal,
la absorcién de nutrientes y su aplicacion en plantas provenientes de cultivo in vitro. Es
indispensable realizar este tipo de investigaciones ya que ayudan a mejorar aspectos de calidad,
produccion, conservacion de la progenie, aumentar su resistencia a factores biéticos y abidticos

entre otras, mejorando la produccion para que demanda el sector de alimentario y de la industria.

La innovacidn es literalmente accion y efecto de innovar o revolucionar un producto.
Asimismo, en el uso coloquial y general, el concepto se utiliza de manera especifica en el sentido
de nuevas propuestas, inventos y su implementacién econémica. En el sentido estricto, se dice que
de las ideas s6lo pueden resultar innovaciones luego de que ellas se implementan como nuevos
productos, servicios o procedimientos, que realmente encuentran una aplicacion exitosa,
imponiéndose en el mercado a través de la difusion. La innovacion tecnoldgica es la introduccion
de nuevos productos y servicios, nuevos procesos, nuevas fuentes de abastecimiento y cambios en
la organizacion industrial, de manera continua y orientados al cliente, consumidor o usuario
(SAGARPA, 2016).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion geografica del experimento

El experimento se llevd a cabo en el Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, ubicado
a 18° 517 25.279” Latitud Norte, 96° 51° 38.512”, Longitud Oeste, carretera Federal Cordoba-
Veracruz Km. 348.5, su clima es templado-regular con una temperatura promedio de 18 °C; su
precipitacion pluvial media anual es de 1 mil 807.3 mm, perteneciente a la Microrregion de

Atencién Prioritaria (MAP) Zona Centro (INAFED, 2010).

4.2. Material vegetal

Se emplearon plantulas de cafia de azGcar micropropagadas in vitro, variedad MEX 69-
290 (figura 1) de tres meses de edad, proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Colegio de Postgraduados Campus Coérdoba.

S s sdiaial

Figura 1. Plantulas de cafia de azucar variedad MEX 69-290 de cultivo in vitro. A) Plantula en

charola y B) plantula en forma individual (cepellon).

4.3. Microorganismos nativos

Los agentes microbianos nativos Trichoderma harzianum (Th) y Bacillus subtilis (Bs)
(Figura 2), fueron proporcionados por el laboratorio de Biotecnologia Microbiana Aplicada
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(BIOMA\) del Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba. La metodologia utilizada se baso en

las técnicas del mismo laboratorio para la obtencion de subcultivos de los mismos.

Figura 2. Aislamientos nativos, A) el hongo Trichoderma harzianum, y B) la bacteria Bacillus
subtilis.

4.4. Microorganismos de productos comerciales

Los microorganismos de los productos comerciales con la bacteria Bacillus subtilis
(Serenade® MAX) se describe en la etiqueta con una concentracion de 7.3x10° UFC/g, formulado
en polvo humectable. En el caso del hongo Trichoderma harzianum (cepa T-22®) de la empresa
Plant Health Care (PHC) se describe con una concentracion de 1x10” UFC/g, formulado en polvo

humectable (Figura 3), fueron adquiridos bajo pedido, y mantenidos los productos a 4 °C.

Figura 3. Productos biol6gicos comerciales, A) PHC® T-22® con unidades infectivas del
hongo Trichoderma harzianum, y B) la bacteria Bacillus subtilis del producto comercial
“Serenade® MAX™”,
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Los productos fueron evaluados igualando concentraciones tanto del inoculo del hongo
Trichoderma harzianum nativo y comercial a 1x10” UFC/g para ambos casos, y en el caso de la
bacteria Bacillus subtilis nativa y comercial fue de 7.3x10° UFC/g, la formulaciéon de cada
producto (comercial-nativo) se realiz6 con base en las recomendaciones de la etiqueta o ficha
técnica de cada uno de los productos comerciales (SERENADE y T-22).

Sustratos

Se emplearon dos sustratos:

1. Agrolita.

2. Suelo, proveniente del Colegio de Postgraduados Campus Cordoba.

Los sustratos (Figura 4) fueron depositados en bolsas de polietileno de alto calibre (120 x 70
cm), para posteriormente ser esterilizados en una autoclave (CP 66642) de 200 litros de capacidad,

a 1 atm de presion y 121 °C. Se realizd la mezcla Suelo-Agrolita, relacion 2:1, respectivamente.

=
AGRCJTP

f\f P 2 )

Figura 4. Sustratos: Agrolita y suelo.

4.5. Siembra de plantulas propagadas in vitro en invernadero

Las plantulas se sembraron en bolsas de polietileno color negro con capacidad de 6 L
(Figura 5), fueron distribuidas en una superficie de 105 m?del invernadero. El trasplante se realiz6
utilizando sustrato estéril y homogenizado antes mencionado suelo: agrolita, se etiquetaron de

acuerdo al tratamiento y blogue correspondiente.
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Figura 5. Trasplante de plantulas de cafia de charola a macetas. A) Siembra de plantulas de cafia

variedad MEX 69-290, y B) macetas con la plantula etiquetadas.

4.6. Tratamientos evaluados en plantulas de cafia micropropagadas

Se evaluaron seis tratamientos, la unidad experimental fue igual a una planta. Los
tratamientos se presentan a continuacion: (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en cafia de azucar proveniente de cultivo de tejidos, (N)

Nativo, (C) Comercial.

Tratamiento Rep.| UFC Elementos Densidad
No. Esenciales ]
(nutrientes) Ralz
1 |[T. harzianum.(N) 5 UFC/g | Macroy micro G
2 | T. harzianum.(C) 5 UFC/g | Macroy micro G
3 |Bacillussubtilis(N) | 5 | UFC/ml | Macroy micro G
4 | Bacillus subtilis (C) | 5 | UFC/ml | Macroy micro G
5 | acilussubtiis (v | © | Urclg | Mecoymiero |
6 [ Testigo absoluto 5 LfJFFCC/;?;I Macro y micro G

Se consideraron tres fuentes de variabilidad: el factor de tratamiento, el factor de bloque y

el error aleatorio. El uso de este disefio experimental se recomienda cuando el suelo presenta un

gradiente de variacion definido y uniformidad.
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4.7. Disefo experimental Bloques completos al Azar (DBCA)




e Los bloques se trazaron en sentido perpendicular al gradiente de variacién, que en este caso

para este experimento los gradientes de variacion fueron luminosidad y temperatura

(Figura 6).

e Cada bloque presento los seis tratamientos que se evaluaron en el experimento.
=)0 © © ©
=10 © © O
=) OXOXO
=3 OXOXO, @
=)0 OO O O

Figura 6. Distribucion de tratamientos en invernadero.

4.7.1. Modelo estadistico

El modelo que se utilizo fue un Disefio de Bloques Completos al Azar (DBCA), con la
finalidad de minimizar el efecto de la luminosidad heterogénea en el invernadero a través del
bloque. El andlisis de los datos y la comparacion de medias se realizé con la prueba LSD de Fisher
a un nivel de significancia del 5%, en el paquete estadistico SAS version 9.3 (Statistical Analysis

Sistem). EI modelo estadistico para este disefio estuvo dado por;

i=1,2..,t
Yijx = u+1; + v+ tiempoy + (T x tiempo) . +E;jy; (]' =1,2, b)
k=1,2,..,6
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[{ ¥4

donde Y;j es la variable respuesta del i —‘ésimo tratamiento” en el k —“ésimo tiempo” j -"ésimo
bloque"; u es la media global; z; es el efecto fijo debido al tratamiento i; y; es el efecto fijo debido
al blogue j; tiempoy es el efecto fijo debido al tiempo k; (T * tiempo);;, es el efecto de la
interaccion; €;; es el error aleatorio, el cual se asume independiente e idénticamente distribuido

con media cero y varianza comun [N (0, c2)].

4.8. Inoculacion con Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis en la rizésfera de cafia de
azucar de cultivo de tejidos

Una vez establecido el disefio experimental, se procedié a la inoculacion de los
microorganismos a nivel del cuello de la planta (Figura 7), para esta aplicacion se utilizaron tubos
tipo Falcon® estériles, se aforaron hasta 50 ml con cada uno de los agentes microbianos
respectivamente, inundando la zona de division celular de las plantas (raices), con el fin de que los
microorganismos aplicados tuvieran contacto con las raices primarias, secundarias y terciarias de
las plantulas. Se determind la cantidad de solucion necesaria en cada chorro para asegurar que la
humedad llegara a la raiz de la planta.

Calibracién: (Ejemplo: 100 ml), se multiplico este volumen por el nimero total de plantas.

Figura 7. Inoculos y plantas con los tratamientos con T. harzianum (Th) y con B. subtilis (Bs). A)
indculos preparados con los microorganismos Th y Bs, y B) aspecto de plantas en maceta
inoculadas.
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4.8.1. Evaluacion del desarrollo (supervivencia) de Thy Bs nativo y comercial en plantulas
de cafia provenientes de cultivo de tejidos.

Previo a la inoculacién con los microorganismos, se realizo el primer muestreo (tiempo 0),

y muestreos posteriores (tiempo 1, 2, 3, 4 y 5) después de la misma, con el fin de determinar que

la concentracion aplicada estuviera presente durante el tiempo y que estos tuvieran crecimiento

gradual ascendente.

4.8.2. Toma de muestra de suelo de tratamientos
El muestreo en tiempo cero (t0) se realizé ocho dias previos a la fecha de la inoculacion,
con un sacabocado de 1 cm de didmetro, se obtuvo en promedio de 10 g de suelo por tratamiento
(Figura 8). Transcurridos 15 dias (2 semanas) después de la inoculacion, se realizo el segundo
muestreo (tiempo 1 —t1-) y asi sucesivamente, los muestreos estuvieron calendarizados por un
lapso de 15 dias entre cada toma de muestra.

{

. >

Figura 8. Toma de muestras, A) Muestreo con sacabocados, y B) muestra tomada en tubo.

4.8.3. UFC de muestra de suelo por tratamiento

El procesamiento de las muestras se realiz6 homogenizando el suelo y tomando una
submuestra de 10 g, colocada en 90 ml de agua destilada estéril, agitando de 20-30 min.
Posteriormente, se tomo una alicuota de 1 ml que se diluyo en tubo de ensaye con 9 ml de Tween
20 al 0.03% estéril, de la dilucién obtenida (-1) se realizdé el mismo procedimiento hasta que
obtener la dilucién (-5). De las diluciones (-3 y -5) se tom6 1 ml que se deposité en medio de

cultivo esteril agar nutritivo (AN) para el caso de Bs y en el caso de Th se sembro en papa dextrosa
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agar (PDA). Se utilizaron las diluciones -3 y -5 por triplicado para Bs 7.3x10° UFC/g y para Th
1x10” UFC/g, fue colocado 0.1 ml de la dilucion correspondiente en el centro de cada caja Petri
con una micropipeta Eppendorf® estéril. Para distribuir de manera homogénea el indculo sobre el
medio de cultivo, se utilizo una varilla de vidrio estéril (en forma de escuadra o “L”) haciendo
movimientos giratorios de manera perpendicular al medio de cultivo hasta la completa
incorporacion del indculo en el medio; se cuidd que el indculo se absorbiera antes de incubar (se
esperd aproximadamente 10 min). El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se
inoculo e incorporo al medio de cultivo a las cajas, no excedi6 los 20 min. Se incubaron 24 h a 25
OC, las cajas inoculadas con T. harzianum y 19 horas de incubacion las cajas Petri en posicion
invertida para Bacillus subtilis a 37 °C. Después de la incubacion, se contaron todas las colonias
desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de mohos y levaduras) utilizando un
contador de colonias.

4.9. Andlisis foliar de macro y micronutrientes de cafia.

Para este analisis se tomé como unidad experimental una planta, fueron tomadas muestras
representativas de cada una, se tomo la parte media de la hoja madura, aproximadamente 15 g de

peso fresco (Figura 9).

g '&; : b
Figura 9. Toma de muestra de la hoja de cafia de azucar para analisis nutrimental por
tratamiento.

Cada muestra se pesO en una bascula digital (SCIENTECH® modelo SA210,U.S.A) y
posteriormente al pesado se pusieron a secar por unidad experimental durante 72 h a 70 °C en
bolsas de papel Kraft; en un horno de secado (TERLAB® modelo TE-H68D, serie 090325)
(Figura 10). Después del secado se determind el peso de la biomasa seca.
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La concentracion de N fue determinada mediante la técnica Semimicro-Kjendahl descrita
por Alcantar y Sandoval (1999). La concentracion de P, K, Ca, Mg, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn, Mn, B
y Na de la hoja de cafia fue determinado en el extracto proveniente de la digestion hiumeda diacida
(Alcantar y Sandoval, 1999), utilizando un equipo (Agilent® 725 Series ICP-OES) de
espectrometria de emision e induccién por plasma. Las acumulaciones se estimaron considerando

las concentraciones de cada elemento y el peso de biomasa seca correspondiente.

Figura 10. Secado de tejido vegetal a 70 °C en horno de secado (TERLAB®).

4.10. Andlisis de la zona radicular en plantas provenientes de cultivo de tejidos (peso seco
de raices).

Para la evaluacion del sistema radicular de cada planta por tratamiento se determiné la
densidad (peso seco y fresco en gramos), se tomo la raiz de una planta por tratamiento y se realiz6
el lavado de las raices para eliminar los restos de suelo o materiales extrafios a la raiz, cabe

mencionar que este analisis fue destructivo (Figura 11).
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Figura 11. Lavado y distribucién de raices en el plano con base en el disefio experimental.

Una vez realizado el proceso de lavado de las raices se orearon y se pesaron cada una de
éstas en una bascula digital (SCIENTECH® modelo SA210) y obtenido el peso fresco inicial de
cada muestra, fueron colocadas en el horno de secado (TERLAB® modelo TE-H68D, serie
090325) a 70 °C durante 72 horas en lapsos de tres horas hasta que todas las muestras alcanzaran

peso constante, para posteriormente obtener el peso seco de cada muestra (Figura 11).

Figura 12. Secado de raiz a 70 °C en horno de secado (TERLAB® modelo TE-H68D, serie
090325).
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4.11. Andlisis estadistico

Con los resultados de las tres variables respuesta (UFC/g-ml, EE y desarrollo de raiz)
obtenidos en esta investigacion se realizaron andlisis de varianza y prueba de comparacion de
medias (LSD de Fisher, P < 0.05) a un nivel de significancia del 95%, utilizando el programa

estadistico SAS® version 9.3 (Statistical Analysis System).
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5. RESULTADOS

5.1. Evaluacidn del desarrollo (supervivencia) de Th y Bs nativo y comercial en plantulas de
cafa provenientes de cultivo de tejidos.

Los analisis microbioldgicos sobre la cuantificacion de UFC/g™ de T. harzianum nativo,
comercial y en combinacion con B. subtilis nativo realizados a los 8 (tiempo 1), 23 (tiempo 2), 38
(tiempo 3), 53 (tiempo 4) y 68 (tiempo 5) dias después de la siembra, se encontrd que T. harzianum
nativo y la combinacion del mismo con B. subtilis nativo, presentaron un mayor nimero de
colonias totales con una media de 8.17 x 10* UFC g y 4.18 x 10'? UFC g respectivamente,
siendo estadisticamente superiores al resto de los tratamientos (p = 0.0001); no asi con respecto a
la cepa comercial (T-22) de T. harzianum y al testigo que presentaron nulo crecimiento durante

las evaluaciones desde el inicio hasta el dia 68 (Figura 13).
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Figura 13. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10'? g*) de suelo seco (s.s.) de macetas con
plantas de cafa de azUcar provenientes de cultivo de tejidos. ThN=Trichoderma harzianum nativo,
BsN + ThN= Bacillus subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo, ThC= Trichoderma
harzianum comercial y T= Testigo. Letras iguales indican que son estadisticamente iguales entre
si (LSD de Fisher, p <0.05).
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5.1.1. Tiempo

Con respecto al tiempo, ocho dias previos a la siembra se realizd el primer muestreo
(Tiempo 0), este presentd nulo desarrollo en la caja Petri por presencia de colonias, esto se debe a
que nuestro sustrato se esterilizo antes de la siembra de plantas de cafia de azlcar provenientes de
cultivo de tejidos, con esto se corrobord el estado inicial del sustrato con cero colonias de los
inoculos (Th y Bs nativo y comercial) donde se sembrd la plantula de cafa de cultivo de tejidos, y
no asi para el segundo, tercero, cuarto, quinto y sexto muestreo (tiempo 1, 2, 3, 4 y 5), que fueron
realizadas inoculaciones cada 15 dias (2 semanas) entre cada muestreo después de la inoculacion,
la diferencia entre densidad de UFC/g de suelo entre cada tiempo fue mas notoria para el segundo
muestreo (tiempo 1) con una carga de 7.62 x 10* UFC g%, seguido del muestreo 5 (tiempo 4) por
el nimero de UFC/g con 4.13 x 10'? UFC g*, muestreo 4 (tiempo 3) con 2.53 x 10'? UFC g},
muestreo 3 (Tiempo 2) con 1.53 x 10?2 UFC g y el Gltimo muestreo (Tiempo 5) con 1.46 x 1012
UFC g%, mencionados de mayor a menor respectivamente, siendo estadisticamente iguales entre

si, pero estadisticamente diferentes (p =0.008) con respecto al tiempo 1 (Figura 14).
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Figura 14. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10'? g*) de suelo seco (s.s.) durante el
desarrollo de los tratamientos con T. harzianum en plantas de cafia de azucar provenientes de
cultivo de tejidos. T1= Tiempo uno, T2= Tiempo dos, T3= Tiempo 3, T4= Tiempo cuatro y T5=
Tiempo 5. Letras iguales indican que son estadisticamente iguales (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.1.2. Comportamiento de la interaccion tratamientos por tiempo (1, 2, 3,4y 5)

Por otra parte el comportamiento que tuvieron los tratamientos en relacion con el tiempo

dio como resultado que el tratamiento T. harzianum nativo resultd con 2.19 x 10* UFC g, muy
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por encima de los demas tratamientos (p = 0.02), no obstante tuvo una disminucion en el Tiempo
2 con 1.11 x 10*? UFC g%, presentando una diferencia estadistica significativa respecto al Tiempo
1, pero volviendo a presentar un desarrollo en el tiempo 2 y 4 con 8.69 x 102 UFC gly 9.16 x 10'?
UFC g? respectivamente. El tratamiento con T. harzianum comercial no tuvo desarrollo alguno en
ninguno de los cinco tiempos posteriores a la siembra de las plantas. En cambio, la combinacion
de los tratamientos B. subtilis nativo y T. harzianum nativo tuvo un desarrollo positivo, ya que T.
harzianum nativo demostrd mejor adaptacion en el tiempo 1 con 8.59 x 102 UFC g%, no obstante
hubo una reduccidn en el tiempo 2 con 5.03 x 10*2 UFC glde T. harzianum nativo, asi mismo para
el tiempo 3 con 1.41 x 10*2 UFC g'de T. harzianum nativo, repuntando mayor crecimiento en el
tiempo 4 con 7.35 x 10* UFC gy disminuyendo considerablemente en el tiempo 5 con 2.61 x
102 UFC g de T. harzianum nativo pero siendo estadisticamente iguales los tiempos 1, 2, 3y 4
y presentando diferencia estadistica con respecto al tiempo 5. El testigo present6 nulo crecimiento

en todos los tiempos (Figura 15).
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Figura 15. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10'? g) de suelo seco (s.s.) durante el
desarrollo de los tratamientos con T. harzianum respecto al tiempo en plantas de cafia de azUcar
provenientes de cultivo de tejidos. ThN= Trichoderma harzianum nativo, ThC= Trichoderma
harzianum comercial, BsN + ThN= Bacillus subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo,
T= Testigo y (1...5)=Tiempos. Letras distintas indican diferencias minimas significativas (LSD
de Fisher, p <0.05).

5.2. Cuantificacion de Bacillus subtilis en la rizosfera de las plantas de cafia de azUcar de
cultivo de tejidos
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Los analisis microbiologicos sobre la cuantificacion de UFC/g de B. subtilis nativo y B.
subtilis comercial y la combinacién de B. subtilis nativo con T. harzianum nativo realizados a los
8 (tiempo 1), 23 (tiempo 2), 38 (tiempo 3), 53 (tiempo 4) y 68 (tiempo 5) dias después de la
siembra, se encontré que el tratamiento B. subtilis nativo con media de 7.36 x 10° UFCg?), y B.
subtilis en combinacion con la cepa nativa T. harzianum fue de 6.5 x 10° UFC g%, la cepa comercial
B. subtilis “Serenade® MAX™” con media 5.03 x 10° UFC g, son estadisticamente iguales
siendo las mejores (p = 0.1), no asi con respecto al testigo con 4.09 x 10° UFC g* que fue
estadisticamente inferior al resto de los tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10° g!) de suelo seco (s.s.) durante el
desarrollo de los tratamientos con B. subtilis en plantas de cafia de azlcar provenientes de cultivo
de tejidos. BsN= Bacillus subtilis nativo, BsN + ThN= Bacillus subtilis nativo mas Trichoderma
harzianum nativo, BsC= Bacillus subtilis comercial y T= Testigo. Letras distintas indican
diferencias minimas significativas (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.2.1. Tiempo

Con respecto al tiempo, ocho dias previos a la siembra se realizd el primer muestreo
(Tiempo 0), la cual present6 un desarrollo en caja con media de 2.17 x 10° UFC g%, el segundo
muestreo que se realiz6 15 dias posteriores a la inoculacion, presenté una media de 1.70 x 10 UFC
g1, no asi para el tercer, cuarto, quinto y sexto muestreo (tiempo 2, 3, 4 y 5), con un tiempo entre

muestreos de 15 dias (2 semanas), la diferencia entre densidad de UFC/g entre cada tiempo fue
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notoria disminuyendo considerablemente para el tercer muestreo (tiempo 2) con una carga
microbiana de 3.62 x 10° UFC g%, para el cuarto muestreo (tiempo 3) hubo una reactivacion de los
microorganismo con una media de 9.21 x 10° UFC g%, el quinto muestreo (tiempo 4) con 1.88 x
10° UFC g%, el sexto muestreo (Tiempo 5) con media de 6.51 x 10* UFC g, siendo
estadisticamente superior el muestreo 2 (Tiempo 1) en comparacion con el resto de los tiempos (p
=0.001), siendo el muestreo 1, 3,5y 6 (Tiempo 0, 2, 4 y 5) los que presentaron menor numero de

microorganismos (Figura 17).
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Figura 17. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10° g!) de suelo del desarrollo en general de
los tratamientos/tiempo en plantas de cafia de azlUcar provenientes de cultivo de tejidos, en cada

figura con letras distintas indican diferencias minimas significativas (LSD de Fisher, p < 0.05).
TO= Tiempo cero, T1= 23 dias, T2= 38 dias, T3= 53 dias, T4= 68 dias y T5= 83 dias.

5.2.2. Comportamiento de la interaccion tratamientos por tiempo (0, 1, 2, 3,4y 5)

Por otra parte el desarrollo de los tratamientos respecto al tiempo tuvo como resultado que
el tratamiento B. subtilis nativo en el tiempo 1, tuvo un mayor numero de UFC/g siendo
estadisticamente diferente (p = 0.001) con media de 3.02 x 10° UFC g%, muy por encima de los
demas tratamientos, no obstante seguido del tratamiento B. subtilis nativo-T. harzianum nativo en
el Tiempo 3, tuvo una disminucion con 1.97 x 10° UFC g%, presentando una diferencia estadistica
significativa respecto al tratamiento Bacillus subtilis nativo en el tiempo 1, siendo el mismo tiempo
el que presentd mayor carga microbiana ya que Bacillus subtilis comercial presento una media de
1.59 x 10° UFC g, el testigo con media de 1.15 x 106 UFC g%, Bacillus subtilis Comercial con
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media de 5.10 x 10° UFC g, haciendo mencion que el tiempo 3 respecto a carga microbiana de
los tratamientos fuel el segundo mejor tiempo presentando Bacillus subtilis nativo una media de
7.17 x 10° UFC g%, el Bacillus subtilis comercial con media de 5.10 x 10° UFC g y el testigo con
media de 4.89 x 10° UFC g%, seguido del tiempo dos con los tratamientos Bacillus subtilis
comercial, Testigo y el tratamiento B. subtilis nativo-T. harzianum nativo, con medias 4.09 UFC
g°, 4.06 x 10° UFC g* y 4.05 x 10° UFC grespectivamente, siendo el resto de los tiempos

estadisticamente inferiores respecto a las medias obtenidas (Figura 18).
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Figura 18. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10'? g*) de suelo seco (s.s.) respecto al
tiempo en plantas de cafia de azlcar provenientes de cultivo de tejidos, en cada figura promedios
con diferentes letras son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05). Bs N=
Bacillus subtilis nativo, Bs N + ThN= Bascillus subtillis nativo mas Trichoderma harzianum
nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, T= Testigo y (1...5)=Tiempos.

5.3. Andlisis foliar de macro y micronutrientes de cafia

Se realizaron analisis de elementos esenciales (EE) de las hojas de cafia de azucar
provenientes de cultivo de tejidos, con la finalidad de saber si los tratamientos evaluados tuvieron

efecto en dichas plantas, cabe mencionar que dicha evaluacién se realiz6 una sola vez.

5.3.1. Nitrdgeno foliar de cafia
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El contenido de nitrégeno (N) en hojas de los tratamientos evaluados tuvieron efecto
similar con respecto al testigo, la concentracion N para el tratamiento con T. harzianum nativo fue
de 1.8186% y para T. harzianum comercial 1.855%, de igual manera con B. subtilis nativo 1.813%
y B. subtilis comercial 1.967%, incluso la combinacion de T. harzianum nativo con B. subtilis
nativo fue de 1.694% vy el testigo 1.764% sin diferencias estadisticas entre ellos (p = 0.8) (Figura
19).
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Figura 19. Contenido de nitrgeno en area foliar de cafia de azlcar de cultivo de tejidos en los 6
tratamientos. ThC= Trichoderma harzianum nativo, ThC= Trichoderma harzianum comercial,
BsN= Bacillus subtilis nativo, BsC= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus subtilis
nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras son
estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.3.2. Fésforo foliar de cafa

El contenido de fosforo (P) en hojas de los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar
con respecto al testigo, la concentracion en presencia de T. harzianum nativo fue de 1454.41 ppm
y para T. harzianum comercial con 1427.03 ppm; de igual manera se encontro con B. subtilis nativo
1460.28 ppm y B. subtilis comercial con 1462.09 ppm incluso la combinacion T. harzianum nativo
con B. subtilis nativo fue de 1533.542 ppm y el testigo con 1422.764 ppm, sin diferencias

estadistica entre ellos (Figura 20).
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Figura 20. Contenido de Fdsforo en ppm presente en la lamina foliar de cafia de azlcar de cultivo
de tejidos en los 6 tratamientos: ThC= Trichoderma harzianum nativo, ThC= Trichoderma
harzianum comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, BsC= Bacillus subtilis comercial, BsN=
Bacillus subtilis nativo, BsN + ThN= Bacillus subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo
y T= Testigo. Promedios con diferentes letras son estadisticamente diferentes entre si (LSD de
Fisher, p < 0.05).

5.3.3. Concentracion de K

El contenido de potasio (K) en hojas de los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar
con respecto al testigo, la concentracion de K para T. harzianum nativo fue de 7581.562 ppm, para
Trichoderma harzianum comercial 8532.098 ppm, B. subtilis nativo 8040.95 ppm, B. subtilis
comercial 8525.8 ppm, para T. harzianum nativo en combinacion con B. subtilis nativo 8988.332

ppm y el testigo 7870.704 ppm no existiendo diferencia estadistica entre ellos (Figura 21).
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Figura 21. Contenido de potasio en ppm presentes en la lamina foliar de cafia de azucar de cultivo
de tejidos en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.3.4. Concentracion de Mn

En cuanto al contenido de manganeso (Mn) en hojas, el tratamiento con T. harzianum
nativo en combinacion con B. subtilis nativo con una media de 143.196 ppm siendo
estadisticamente superior al resto de los tratamientos (p = 0.05) Yy B. subtilis nativo con una media
de 120.732 ppm, Trichoderma harzianum nativo fue de 96.448 ppm, para Trichoderma harzianum
comercial 106.062 ppm, , Bacillus subtilis comercial 90.881 ppm, y el testigo 104.342 ppm, no

existiendo diferencia estadistica entre ellos (Figura 22).
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Figura 22. Contenido de Manganeso en ppm presente en la lamina foliar de cafia de azUcar de
cultivo de tejidos en la cafia de azUcar en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC=
Trichoderma harzianum comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis
comercial, Bs N + ThN= Bacillus subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo.
Promedios con diferentes letras son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p <0.05).
Los tratamientos BsN y ThN+BsN fueron estadisticamente superiores al resto de los tratamientos.

5.3.5. Concentracion de B

En cuanto al contenido de boro (B) en hojas, en los tratamientos evaluados tuvieron efecto
similar con respecto al testigo, para T. harzianum nativo fue de 3.259 ppm, para T. harzianum
comercial 3.373 ppm, B. subtilis nativo 3.375 ppm, B. subtilis comercial con una mayor
concentracion que el resto de los tratamientos de 14.628 ppm, para T. harzianum nativo en
combinacién con B. subtilis nativo 5.199 ppm vy el testigo 3.507 ppm no existiendo diferencia

estadistica entre ellos (Figura 23).
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Figura 23. Contenido de Boro en ppm presente en la lamina foliar de cafia de azUcar de cultivo de
tejidos en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05). Todos los tratamientos no
presentaron diferencias estadisticas.

5.3.6. Concentracion de Na

El contenido de sodio en hojas, los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar con
respecto al testigo en presencia de T. harzianum nativo fue de 842.40 ppm, para T. harzianum
comercial 884.13 ppm, B. subtilis nativo 823.33 ppm, B. subtilis comercial con una mayor
concentracion que el resto de los tratamientos de 2873.83 ppm, para T. harzianum nativo en
combinacion con B. subtilis nativo 862.16 ppm y el testigo 855.34 ppm no existiendo diferencia

estadistica entre ellos (Figura 24).
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Figura 24. Contenido de Sodio en ppm presentes en la lamina foliar de cafia de azucar de cultivo
de tejidos en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05). Todos los tratamientos no
tuvieron diferencias estadisticas.

5.3.7. Concentracion de Ca

En contenido de calcio (Ca) en hojas, los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar
con respecto al testigo, la concentracion para T. harzianum nativo fue de 1775.752 ppm, para T.
harzianum comercial 1719.754 ppm, B. subtilis nativo 2159.116 ppm, y B. subtilis comercial con
una mayor concentracion que el resto de los tratamientos de 2629.69 ppm, para T. harzianum
nativo en combinacion con B. subtilis nativo 1991.138 ppm vy el testigo 1843.044 ppm no
existiendo diferencia estadistica entre ellos (Figura 25).
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Figura 25. Contenido de Calcio en ppm en la lamina de azlcar de cultivo de tejidos en los 6
tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum comercial, BsN=
Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus subtilis nativo
mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras son
estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05). Todos los tratamientos no tuvieron
diferencias estadisticas.

5.3.8. Concentracion de Mg

El contenido de magnesio (Mg) en hojas, donde los tratamientos evaluados tuvieron efecto
similar con respecto al testigo con la concentracion de T. harzianum nativo fue de 1425.382 ppm,
para T. harzianum comercial 1349.596 ppm, B. subtilis nativo con una mayor concentracion que
el resto de los tratamientos con media 1784.610 ppm, B. subtilis comercial con 1445.672 ppm,
para T. harzianum nativo en combinacién con B. subtilis nativo 1540.752 ppm vy el testigo
1475.326 ppm, no existiendo diferencia estadistica entre ellos.
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Figura 26. Contenido de Magnesio en ppm en la I[&mina foliar de cafia de azucar de cultivo de
tejidos en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.3.9. Concentracion de Fe

El contenido de fierro (Fe) en hojas, donde B. subtilis nativo tuvo mejor efecto en la
absorcién de dicho elemento con una media de 135.7064 ppm, junto con T. harzianum comercial
88.848 ppm, B. subtilis comercial con media 112.2322 ppm y el testigo con 75.2372 ppm siendo
mas efectivos que el resto de los tratamientos, sin embargo T. harzianum nativo con 99.7386 ppm,
T. harzianum nativo-Bacillus subtilis nativo 64.4228 ppm no tuvieron diferencia estadistica entre
ellos (Figura 27).
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Figura 27. Contenido de Fierro en ppm en la lamina foliar de cafia de azlcar proveniente de cultivo
de tejidos en los 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05). Los tratamientos BsN, BsC,
ThC y ThN+BsN resultaron ser estadisticamente superiores al resto de los tratamientos.

5.3.10. Concentracién de Cu

En el contenido de cobre (Cu) en hojas, los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar
con respecto al testigo, con T. harzianum nativo fue de 3.0236 ppm, para T. harzianum comercial
3.0458 ppm, B. subtilis nativo con 3.4152 ppm, B. subtilis comercial con una mayor concentracion
que el resto de los tratamientos 4.611 ppm, para T. harzianum nativo en combinacion con B.
subtilis nativo 3.5502 ppm vy el testigo 3.192 ppm, no existiendo diferencia estadistica entre ellos
(Figura 28).
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Figura 28. Contenido de Cobre en ppm en la ldmina foliar de cafia de azlcar de cultivo de tejidos
en los 6 tratamientos. Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum comercial,
BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus subtilis
nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras son
estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05).

5.3.11. Concentracion de Zn

En el contenido de cobre (Cu) en hojas, los tratamientos evaluados tuvieron efecto similar
con respecto al testigo, la concentracidn con presencia de T. harzianum nativo fue de 20.8272 ppm,
para T. harzianum comercial 16.8356 ppm, B. subtilis nativo con 23.9104 ppm, B. subtilis
comercial con una mayor concentracion que el resto de los tratamientos 32.6024 ppm, para T.
harzianum nativo en combinacion con B. subtilis nativo 19.8024 ppm vy el testigo 20.0576 ppm,

no existiendo diferencia estadistica entre ellos (Figura 29).
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Figura 29. Contenido de Zinc en ppm en la lamina foliar de cafia de azlcar de cultivo de tejidos
en los 6 tratamientos. Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum comercial,
BsN= Bacillus subtilis nativo, Bsc= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus subtilis
nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras son
estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p <0.05).

5.4. Determinacion del desarrollo radicular en la rizésfera de cafia de azicar de cultivo de
tejidos

Los anélisis para la determinacion del desarrollo radicular en cafia de azlcar proveniente
de cultivo de tejidos se realizaron con base en la densidad (peso en gramos), el analisis para peso
fresco y peso seco se realizd una vez terminadas las evaluaciones antes mencionadas. Los
resultados expresaron para peso fresco que B. subtilis nativo, T. harzianum nativo y B. subtilis
comercial mejoraron el crecimiento de la zona meristematica de nuestras plantas obteniendo como
media 11.544 g, 7.738 g y 7.179 g; respectivamente para cada tratamiento, siendo estadisticamente
iguales, no asi para T. harzianum comercial con media de 6.344 g y la combinacion del mismo con
Bacillus subtilis nativo con 3.592 g no encontrandose entre los mejores, pero siendo superiores al
testigo con media 2.514 g (Figura 30).

Asi mismo para peso seco en donde B. subtilis nativo, T. harzianum nativo y B. subtilis
comercial de igual forma, mejoraron el crecimiento de la zona meristemética de nuestras plantas
obteniendo como media 3.306 g, 2.845 g y 2.717 g respectivamente para cada tratamiento, siendo

estadisticamente iguales, no asi para T. harzianum comercial con media de 1.821 g y la
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combinacion del mismo con B. subtilis nativo con 1.871 g no encontrandose entre los mejores,

pero siendo superiores al testigo con media de 0.982 g (Figura 30).

B Medias PF @ Medias PS

12 -
10

8 I bc abc

Raiz (PF-PS)
.l

a

ab s bcb -
c
S BB ERT
0 1
ThN T BsC

hC BsN ThN+BsN Testigo

Tratamientos

Figura 30. Densidad (peso en gramos) del area radicular en plantas de cafia de azlcar proveniente
del cultivo de tejidos. Comparacion de medias de peso fresco (PF) y peso seco (PS) en funcion a
la aplicacion de 6 tratamientos, Bs N= Bacillus subtilis nativo, ThC= Trichoderma harzianum
comercial, BsN= Bacillus subtilis nativo, BsC= Bacillus subtilis comercial, Bs N + ThN= Bacillus
subtilis nativo mas Trichoderma harzianum nativo y T= Testigo. Promedios con diferentes letras
son estadisticamente diferentes entre si (LSD de Fisher, p < 0.05).
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6. DISCUSION

6.1. Cuantificacion de Trichoderma harzianum en la rizésfera de plantas de cafia de azucar
de cultivo de tejidos

Los valores de UFC g reportados en la figura 13 sugieren que Trichoderma harzianum
nativo, y en combinacion con Bacillus subtilis nativo tuvieron mayor adaptabilidad en la zona de
raiz de las plantas provenientes de cultivo de tejidos.

Cabe mencionar que no se encuentra literatura relacionada a la aplicacion de dichos
microorganismos en plantas de cafia provenientes de cultivo de tejidos, pero de acuerdo a lo
reportado por Harman et al. (2004) donde menciona que semillas de maiz con Trichoderma
harzianum cepa T-22, resultaron con la colonizacion de raices pero con ninguna colonizacion en
suelo, brotes y hojas. El aumento del crecimiento probablemente se debi¢ a la estimulacién directa
de la planta. Lo que concuerda con esta investigacion ya que los andlisis se realizaron en suelo y
no en planta, la cepa T-22 tuvo nulo crecimiento pero no se descarta que en planta hubo algln tipo
de adaptabilidad siendo caso contrario a lo ocurrido con Trichoderma harzianum nativo.

Sin embargo, Durman et al. (2003), sefialan que la competencia por sustrato o espacio
depende de, si el mismo esta libre de patdgenos (sustrato estéril) o si hay una microbiota natural.
En el primer caso, la velocidad de crecimiento del antagonista no determina la colonizacién
efectiva de los nichos, sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el sustrato. En cambio, en el
segundo caso la velocidad de crecimiento, conjuntamente con otros de los mecanismos de accion
del antagonista, es determinante para el control biolégico del patégeno y la colonizacion del
sustrato. A lo que sustenta a lo ocurrido en esta investigacion, que T. harzianum comercial (cepa
T-22) no desarrollo en el sustrato en la cual fue aplicado, puedo deberse a factores bidticos 6
abioticos que no le permitieron adaptarse a las condiciones del medio como luz, agua y
temperatura.

Con respecto al tiempo el muestreo uno (Tiempo 0) presentd nulo desarrollo ya que en dicho
momento no se llevaba aun la primer inoculacion, la diferencia entre densidades de UFC/g™ de
suelo entre cada tiempo fue méas notoria para el segundo muestreo (tiempo 1) con una carga de
7.62 x 102 UFC g, no asi para los muestreos posteriores donde fue disminuyendo de manera
gradual. Lo que contradice a lo reportado por Fernandez-Larrea (2001) donde menciona que
Trichoderma harzianum, es uno de los hongos que esta presente en todo tipo de suelos agricolas y

ecosistemas, que su versatilidad, adaptacion y facil manipulacion permite que su uso por mas de
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70 aflos como antagonista para el control de enfermedades en plantas producidas por hongos en el
mundo. A lo que se podria decir que los microorganismos evaluados en esta investigacion su
desarrollo no fue ascendente si no caso contrario por las condiciones en las que se desarrollaron,
el que no recibieron las condiciones necesarios ni se monitorearon el tiempo completo que
Iconlleva el ciclo de dicho cultivo, la cual por su facil adaptabilidad pudiera ser que en una etapa
avanzada o condiciones ambientales distintas, pudieran haber presentado una mayor adaptabilidad

y desarrollo.

6.2. Cuantificacion de Bacillus subtilis en la rizosfera de la planta de cafia de azUcar de
cultivo de tejidos

Los resultados sobre la cuantificacion de UFC/g? de B. subtilis nativo y B. subtilis
comercial, se encontrd que los tratamientos B. subtilis nativo con media de 7.36 x 10° UFCg?), y
B. subtilis en combinacion con la cepa nativa T. harzianum fue de 6.5 x 10° UFC g, la cepa
comercial B. subtilis “Serenade® MAXT™” con media 5.03 x 10° UFC g son estadisticamente
iguales y superiores respecto al testigo.

Sin tener reportes de trabajos similares a esta investigacion, podemos hacer mencion con
respecto a los resultados de Cavaglieri, et al (2005) obtuvieron poblaciones bacterianas del
rizoplano de maiz, y se ensay0 la capacidad de diez cepas de Bacillus para inhibir el crecimiento
fangico. De acuerdo con estos resultados, se selecciono B. subtilis CE1 como el mejor antagonista
para analizar la colonizacion de raiz de maiz de F. verticillioides. Bacillus subtilis CE1 en 108 y
10" UFC/mIL, el indculo fue capaz de reducir la colonizacion por rizoplano y endorhizosfera de F.
verticillioides en ensayos de invernadero. La cepa B. subtilis CE1 podria ser un potencial agente
de control biol6gico contra F. verticillioides a nivel de la raiz. Esto respalda lo encontrado en este
trabajo, que Bacillus subtilis es un excelente microrganismo para ser aplicado en la rizosfera en

cafa de azucar proveniente de cultivo de tejidos.

Con respecto al tiempo, ocho dias previos a la siembra se realizd el primer muestreo
(Tiempo 0), la cual present6d un desarrollo en caja con media de 2.17 x 10° UFC g%, el segundo

muestreo que se realiz6 15 dias posteriores a la inoculacion, presenté una media de 1.70 x 106 UFC
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g, siendo superior al resto de los tiempos, la diferencia entre densidad de UFC/g™! entre cada
tiempo fue notoria disminuyendo considerablemente conforme al paso del tiempo.

Esto se asemeja a lo obtenido por Lugtenberg y Kamilova (2009), donde concluyen que los
agentes de control biol6gico pueden estar expuestos a la actividad competitiva y antagonista de la
microbiota enddgena, que la introduccion de microrganismos exdgenos en los suelos agricolas
(producto Serenade® MAXT™ con unidades infectivas de B. subtilis) puede traer efectos
perjudiciales para el equilibrio ecoldgico, y afectar las poblaciones autoctonas (B. subtilis nativo)
que ejercen efectos benéficos en el desarrollo de las plantas.

6.3. Comparacion de concentraciones nutrimentales en hojas de cafia de azicar
proveniente de cultivo de tejidos

Se realizaron analisis de 11 elementos esenciales (EE) en hojas de cafia de azlcar
provenientes de cultivo de tejidos, en la cual los resultados obtenidos arrojaron que manganeso
(Mn) por efecto de T. harzianum nativo y B. subtilis nativo con media de 143.196 ppm y Hierro
(Fe) por efecto de B. subtilis nativo con media de 135.7064 ppm, resultaron con una mayor
concentracion por efecto de la aplicacion de dichos microorganismos y que y que el resto de los
elementos no presentaron diferencias estadisticas significativas.

Dichos resultados concuerdan con Malboobi et al. (2009) donde mencionan que la
aplicacion de T. harzianum en la etapa de iniciacion del retofio aumentd la disponibilidad de
nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K) en 27, 65 y 44%, respectivamente. La disponibilidad de
algunos de los micronutrientes a saber, Cu, Fe, Mn y Zn también se mejoraron, respectivamente,
en 6, 100, 79 y 66%. Hubo un aumento considerable en el carbono organico (55%) con una
disminucion concomitante del pH del suelo (6%).

Ademas del efecto controlador bioldgico de patégenos Howell (2003) y Godes (2007)
mencionan que se ha comprobado que la inoculacién de T. harzianum aporta otros beneficios a las
plantas; a través de la descomposicion de materia organica, libera nutrientes en formas disponibles
para la planta, y presenta actividad solubilizadora de fosfatos (Valencia et al. 2007), por lo que se
utiliza frecuentemente como un organismo estimulador de la disponibilidad de los fertilizantes en

diferentes productos comerciales (Moreno et al. (2007), y Peng (1993), sefiala que promueve el
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crecimiento y desarrollo de los cultivos produciendo metabolitos que estimulan los procesos de

desarrollo vegetal.

6.4. Determinacioén del desarrollo radicular en la rizésfera de cafia de azUcar de cultivo de

tejidos

Los andlisis para la determinacion del desarrollo radicular en cafia de az(car proveniente
de cultivo de tejidos se realizaron en base a densidad (peso en gramos), Los resultados expresaron
para peso fresco; B. subtilis nativo, T. harzianum nativo y B. subtilis comercial que fueron mejores
en crecimiento radicular, obteniendo como media 11.544 g, 7.738 g y 7.179 g; respectivamente

para cada tratamiento, siendo estadisticamente iguales y superiores al resto de los tratamientos.

Asi mismo para peso seco en donde B. subtilis nativo, T. harzianum nativo y B. subtilis
comercial de igual forma, mejoraron el crecimiento de la zona meristematica, obteniendo como
media 3.306 g, 2.845 g y 2.717 g respectivamente para cada tratamiento, siendo estadisticamente
iguales y mejores que el resto de los tratamientos.

Cabe mencionar que investigaciones sobre la aplicacion de microorganismos benéficos en
plantas provenientes de cultivo de tejidos es nula ya que en la literatura no se encuentran reportes
relacionados al tema, pero si podemos comparar con lo reportado por Pulido (2016), el cual avalu6
el efecto de la aplicacién de esporas y células vegetativas del microorganismo Bacillus subtilis a
diferentes concentraciones (107 y 108 UFC/ml), en cultivos de maiz, mediante las variables
respuesta: longitud aérea (LA), peso seco aéreo (PSA), peso seco radicular (PSR) y peso seco total
(PST). Donde encontré que la inoculacion del microrganismo, ya sea como esporas o células
vegetativas, que en ambas concentraciones evaluadas y el sobrenadante proveniente de su cultivo
incrementa el crecimiento y desarrollo de las plantas de maiz respecto al control absoluto sin
inocular, esto respalda que Bacillus subtilis es un excelente potencializador del crecimiento
particularmente en raiz, siendo mas efectivo que Trichoderma harzianum.

Por otra parte se sustenta a lo dicho por Sutton (1993), que T. harzianum tiene la capacidad
de multiplicarse en el suelo y colonizar las raices de las plantas liberando factores de crecimiento
(auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan la germinacién y el desarrollo de las plantas.

Lo que se comprueba con este trabajo haciendo comparacion con lo reportado por Valencia et al.
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(2007), que T. harzianum nativo tuvo un 41.1% mas de desarrollo respecto al testigo y en
comparacion con la cepa comercial del producto con la cepa T-22 de PHC® con un 7.6%, con la
expresion del crecimiento radicular significativo, donde sefiala que sustancias estimulantes
producidas por T. harzianum actian como catalizadores o aceleradores de los tejidos
meristematicos primarios en las partes jovenes de la planta, acelerando su reproduccion celular,
logrando que las plantas se desarrollen mas rapido en comparacion con plantas que no han sido

tratadas con dicho microorganismo.
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7. CONCLUSIONES

La cepa Trichoderma harzianum nativo se establecié mejor al ambiente de la rizésfera de
las plantas provenientes de cultivo de tejidos, que dando obsoleta la cepa comercial
presentando nulo desarrollo.

La aplicacion de cepas nativas en cafia de azUcar, en este caso Bacillus subtilis resulto ser
maés eficiente que la comercial, pero a diferencia de Trichoderma, la cepa comercial de
Bacillus puede ser utilizada en ausencia de la cepa nativa debido a que estadisticamente
resultaron iguales.

El éxito de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis como estimuladores de fertilizantes
o promotores de la disponibilidad de macro y micronutrientes a las raices de las plantas y
como controladores bioldgicos dependen en gran parte de ciertos factores tales como pH,
luz, humedad y temperatura, que en gran parte determinan el grado de desarrollo del
microorganismo en simbiosis con el hospedero y como resultado paralelo hacer de las
plantas provenientes de cultivo in vitro, la obtencion de una mejor adaptacion y desarrollo
de un ambiente controlado in vitro o en invernadero a un ambiente hostil en campo con
temperaturas que pueden fluctuar de los 28 a 45 °C.

Los microorganismos nativos tuvieron mayor efecto en el desarrollo radicular de las plantas
provenientes de cultivo de tejidos.

La utilizacion de cepas comerciales, particularmente las utilizadas en este trabajo, son
ideales para mejorar el desarrollo de raiz.

La inoculacion con los microorganismos nativos Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis incrementaron la eficiencia de absorcion de elementos como el manganeso vy el
hierro, reflejado en una mayor concentracion de dichos elementos en las hojas, asi mismo

los microorganismos comerciales tuvieron efecto positivo en la absorcion del hierro.
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