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Resumen

En Cuba, entre los esfuerzos por lograr la sostenibilidad en la agricultura se han empleado biopreparados a
gran escala, los cuales han tenido un gran impacto econémico, ecolégico y social. La cafia de azicar constitu-
ye uno de los principales cultivos agricolas para nuestro pais y tiene gran importancia desde los puntos de vista
econdémico y ecoldgico a nivel mundial. En el presente trabajo se demostré el efecto de diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno en el crecimiento de 5 cepas enddfitas de cana de azicar, 3 de Gluconacetobacter
diazotrophicus, una de Bacillus licheniformis y una de Enterobacter agglomerans. De igual forma, se estudio
la influencia de jugos provenientes de cinco variedades, asi como diferentes concentraciones de las fitohor-
monas acido 3 indolacético (AIA) y dcido giberélico (GA) en el crecimiento. Se demostré que la asparagina y
el sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno adicionadas al medio LGl posibilitan un mayor crecimiento
de las bacterias enddfitas estudiadas. El medio LGl suplementado con jugo de cana de aztcar favorece signi-
ficativamente (p<0,05) el crecimiento de los microorganismos endéfitos y no existe relacion directa entre el
origen varietal del jugo y de las cepas. Por otra parte las fitohormonas en bajas concentraciones favorecieron
el crecimiento, no ocurriendo asi cuando se encuentran a elevadas concentraciones en el medio de cultivo. Es
necesario estudiar todos los factores que pueden influir en la interaccion entre la planta y los endéfitos para
poder utilizar sus potencialidades como promotores del crecimiento vegetal.
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Abstract

Among the efforts done in Cuba to the sustainability in the agricultural system, one of them is the use of bio-
products, which have a relevant economic, ecological and social impact. The sugarcane is one of main crops
in our country and it has a great importance at world level. In the present work is demonstrated the effect of di-
fferent carbon and nitrogen sources in the growth of 5 entophytic bacteria (three of Gluconacetobacter diazo-
trophicus, one of Bacillus licheniformis and one of Enterobacter agglomerans) were demonstrated. As the same
form are studied the influence of juices from five varieties, as well as, different concentrations of fitohormones
indole3acetic acid and giberelic acid on the growth. Was demonstrated that asparagine and ammonium sul-
fate as nitrogen sources added to LGl medium enhance the growth a major growth of the studied endophytic
bacteria. The LGl medium supplied with juices of sugarcane enhance the growth of microorganisms (p<0,05)
and don’t exist any relationships among the origin of the juice and the strains. On the other hand, the fitohor-
mones at low concentrations don "t affect the growth but at high levels of these hormones inhibit the growth.
It's necessary to study the factors that have influence on the interaction between the plant and endophytes to
use their potentialities as plant growth promoters.
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Introduccién

La cafa de azucar (Saccharum sp. hibrido) es una planta con altos contenidos de sacarosa, que
actualmente representa una de las fuentes de azicar mas importante a nivel mundial, por lo que
se cultiva en mas de 50 paises. El interés por mantener e incrementar la productividad de este
cultivo, no solo se sustenta por su utilizacion en la alimentacion humana, sino que también se
utiliza en la alimentacion animal (Correa et al., 2003; Martin et al., 2005), especificamente en
Cuba, se trabaja en la diversificacion de la industria azucarera, lo que confiere a este cultivo alto
valor agregado.

La agrobiotecnologia y la utilizacion de procesos naturales desempenan un papel importante en la
implementacion de la agricultura sostenible, con este objetivo se estudian las Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (PGPB proveniente de las siglas en inglés plant growth promoting bacteria),
en las que se incluyen tanto las bacterias que habitan en la rizosfera, como los rizobios y las bacterias
enddfitas, todos los cuales pueden beneficiar a los cultivos (Acemad y Kribet, 2014).

Velazquez et al. (2008) describieron la diversidad genética de la comunidad bacteriana enddfita de la
savia apoplastica del parénquima medular del tallo de la cana de azicar cultivada en suelos cubanos.
Los géneros Gluconacetobacter, Bacillus y Enterobacter se aislaron a partir de este cultivo, encontran-
dose los dos primeros entre los mas abundantes dentro de la comunidad bacteriana.

El estudio del efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, relacionadas con el medio natural,
asi como otros componentes del mismo permitira explicar el comportamiento de los microorganis-
mos endofitos en su habitat natural, lo que contribuird a conocer con mayor profundidad la interac-
cion planta-bacteria y a sustentar su utilizacion en la biotecnologia agricola. Ademds, este estudio
sienta las bases para la formulacién de medios de cultivo eficientes basados en fuentes naturales, para
el crecimiento de los enddfitos.

El presente trabajo tiene como objetivos demostrar el efecto de diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno en el crecimiento de cinco cepas enddfitas de cana de azicar. De igual forma, se estu-
di6 la influencia de jugos provenientes de cinco variedades, asi como diferentes concentraciones
de las fitohormonas acido 3 indolacético (AIA) y acido giberélico (GA) en el crecimiento de estas
bacterias.

Materiales y métodos

Cepas empleadas

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas: Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAI5 (ATCC
49037) aislada a partir de raices de cana de azdcar en Brasil (Cavalcante y Dobereiner, 1988), C.
diazotrophicus cepas 1-05 y 4-02 aisladas de tallos de los cultivares de caia de azdcar Jarond 60-5 y
Media Luna 318, respectivamente (Rojas, 2005), Bacillus licheniformis aislada de tallos de la variedad
de cana de azdcar Cuba 323-68 (Rojas et al., 2001) y Enterobacter agglomerans aislada de tallos de la
variedad de cana de aztcar Media Luna 318 (Rojas et al.,, 2001).

Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno en el crecimiento

Las cepas se cultivaron en medio LGl liquido (en g L' K;HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgSO. 7H.0 0,2;
CACl; 2H,0 0,02; NaMoO4 2H,0 0,02; FeCl; 6H.O 0,01; Bromotimol azul (solucién al 0.05% en
KOH 0,2N) 5 mL) con 10g L' de sacarosa como fuente de carbono (Cavalcante y Dobereiner, 1988)
durante 48 horas, a 30 °Cy a 150 rpm, y los in6culos se ajustaron a 102 UFC.mL", segin la escala de
Mc Farland (NCCLS, 2005) con solucién salina al 0.8 % (NaCl 0,8 g en 100 mL de H:O). Se prepard
medio LGl semisélido (2 g.L'' de agar) con las siguientes fuentes de carbono en una concentracién
final del 1 %: xilosa, sacarosa, inositol, glucosa, fructosa, jugo de cafna de azicar.

Por otra parte, se prepararon medios de cultivo con sacarosa al 1% como fuente de carbono vy las
siguientes fuentes de nitrogeno en una concentracion final de 5 mM: sulfato de amonio, nitrato de
potasio, asparagina, triptéfano, treonina, arginina y un control sin la adicién de nitrégeno.

Se sembraron 100 L de cada in6culo en 5 mL de medio y se incubaron por 72 horas a 30 °C. Se
midio la absorbancia a 600 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Influencia de jugos de diferentes variedades de caiia de aziicar sobre el crecimiento

Se prepar6 un inéculo similar al descrito en el epigrafe anterior e igualmente se ajusté a 102 UFC.
mL'. De esta preparacion se tomaron 100 uL para inocular tubos de cultivo que contenian 5 mL de
medio LGl liquido y jugo de cana de diferentes cultivares de cana de azdcar para una concentracion
final de 20y 30 %, asi como un control con azdcar comercial como fuente de carbono. Se utilizaron
jugo de cana de cinco cultivares diferentes. Se incubaron las muestras a 150 rpm, 30 °C y se midi6 la
absorbancia a 600 nm a las 24, 48 y 72 horas. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Influencia del dcido indolacético y el dcido giberélico en el crecimiento

Se procedié de forma similar a lo descrito en el epigrafe anterior, utilizando medio SYP: (en g L'
sacarosa 10, extracto de levadura 3, K;HPO, 1, KH,POj4 3, pH=6,2) (Caballero-Mellado y Martinez-
Romero, 1994) liquido con diferentes concentraciones finales de acido 3 indolacético (AIA) y acido
giberélico (GA) de 0,025, 0,25y 2,5 mg.L" y como control el medio sin hormonas. Se incubaron las
muestras a 150 rpm, 30 °C y se midi6 la absorbancia a 600 nm a las 24, 48 y 72 horas. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Andlisis biométricos

Los resultados de los estudios fisiolégicos descritos se analizaron utilizando el paquete estadistico
Tonystat (9). Se emplearon pruebas paramétricas y no paramétricas: andlisis de varianza, prueba de
Kruskal-Wallis, prueba de comparaciéon de medias de Duncan y prueba de comparaciones multiples
no paramétricas.

Resultados y discusién

Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno en el crecimiento

En las cepas estudiadas se pueden observar diferencias significativas en el crecimiento entre los me-
dios con diferentes fuentes de nitrégeno (tabla 1). Para las cepas de G. diazotrophicus se destacan
los medios con sulfato de amonio y asparagina como fuentes de nitrogeno. Para B. licheniformis los
medios con sulfato de amonio, nitrato de potasio, asparagina y arginina muestran los mayores valo-
res de crecimiento. Se repiten las dos dltimas fuentes de nitrégeno para E. agglomerans.

Stephan et al. (1991) probaron la accién de varios aminoacidos sobre la actividad nitrogenasa de G.
diazotrophicus, Rodriguez et al. (2005) demostraron que con treonina, triptéfano, arginina y asparagi-
na como fuentes de nitrégeno, se evidencia inhibicién parcial de esta actividad, quizas consecuencia
de mecanismos similares de desactivacion de la fijacion biolégica del nitrégeno, posiblemente no
tan eficientes, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo en la inhibicion del
crecimiento.

Esta bacteria ha mostrado su efecto promotor del crecimiento en diferentes cultivos de importancia
econémica como malanga, yuca y papaya, estudios que se han realizado a nivel de campo y han per-
mitido demostrar su efecto en el incremento de los rendimientos y calidad de los frutos o tubérculos
(Dibut et al., 2009).

A las 24 horas de incubacién en medios con diferentes fuentes de carbono, no existen diferencias
significativas en el crecimiento de las cepas de G. diazotrophicus (tabla 2). Sin embargo, para B. liche-
niformis y E. agglomerans, se aprecian diferencias en el crecimiento desde las 24 horas, esto era de
esperar ya que estas bacterias tienen una tasa de crecimiento mayor que G. diazotrophicus.

Los resultados obtenidos con las cepas de G. diazotrophicus concuerdan con los presentados por
Ureta et al. (1995). Estos autores observaron que existen diferencias entre cepas de la misma especie
en cuanto a la utilizacién de fuentes de carbono. En este trabajo se observan diferencias en el creci-
miento en los medios con xilosa, fructosa, inositol, glucosa y pectina. Rojas et al. (2012) al identificar
46 aislados de esta especie a partir de varios cultivares de cana de azdcar, demostraron que hay ce-
pas que no crecen en medio con glicerol, manitol, xilosa e inositol como fuentes de carbono, lo que
se corresponde con nuestros resultados. En este trabajo se demuestra que existen comportamientos
diferentes en el crecimiento para las cepas estudiadas si se analiza cuantitativamente, ain cuando
las cepas crezcan en los medios analizados, lo que resulta importante para la futura utilizacion agro-
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Tabla 1. Crecimiento de cepas de endéfitos de cafa de aziicar en medio LGl con diferentes fuentes de nitrégeno
medida en cultivos de 5 mL a través de la absorbancia a 600 nm.

Cepas
Fhentestde Gluconacetobacter diazotrophicus Bacillus [l
nitrogeno Cepa Pal-5 Cepa 1-05 Cepa 4-02 licheniformis agglomerans
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

(NH4):SO4 | 0,093a | 0,623b| 0,038a| 0,325a 0,048ab | 0,308ab | 0,080cd 0,393b 0,223c¢ 0,355d
KNO; 0,000b | 0,000e | 0,000a | 0,000d 0,000b 0,000c 0,027e 0,536a 0,079d 0,439c
Asparagina | 0,084a | 0,730a | 0,009a | 0,288ab | 0,053ab | 0,347a 0,320a 0,399b | 0,530a 0,741b
Tript6fano 0,074a | 0,469c | 0,013a| 0,216bc | 0,071a 0,257b 0, 005c¢ 0,89c 0,084d 0,107e
Treonina 0,000b | 0,067e | 0,032a | 0,000d 0,003b 0,018c 0,020e 0,068c 0,030e 0,060ef
Arginina 0,103a | 0,370d | 0,027a | 0,173c 0,032a 0,244b 0,265b 0,419b 0,346b 0,910a
LGI 0,000b | 0,000e | 0,000a | 0,000d 0,000b 0,000c 0,038de | 0,029c 0,001e 0,000f

Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0,05) para la Prueba de comparacién de medias de Duncan. Media
de 3 repeticiones.

Tabla 2. Crecimiento de endéfitos de cafia de azticar en medio LGl con diferentes fuentes de carbono medida en
cultivos de 5 mL a través de la absorbancia a 600 nm.

Cepas
Fuentes de Gluconacetobacter diazotrophicus Bacillus Enterobacter
carbono cepa PAI5 Cepa 1-05 Cepa 4-02 licheniformis agglomerans
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Xilosa 0,008a | 0,019c¢ 0,010a | 0,004b | 0,005a | 0,002b | 0,018b | 0,200bc | 0,144cd | 0,268bc
Sacarosa 0,015a | 0,140bc | 0,021a | 0,032b | 0,016a | 0,053ab| 0,052b | 0,177cb | 0,272a 0,376ab
Jugo de cana | 0,010a | 0,392a 0,006a | 0,241a 0,008a | 0,244a 0,175a 0,322ab | 0,306a 0,516a
Fructosa 0,027a | 0,210b 0,018a | 0,100b 0,029a | 0,074a 0,014b | 0,104d 0,133d 0,155¢
Inositol 0,000a | 0,061c 0,000a | 0,005b 0,005a | 0,031b | 0,015b | 0,267ab | 0,285a 0,417a
Glucosa 0,000a | 0,198b 0,000a | 0,000b 0,002a | 0,000 b | 0,006b | 0,165b 0,199bc | 0,276bc
Pectina 0,006a | 0,096bc | 0,006a | 0,079b 0,038a | 0,151a 0,043b | 0,170b 0,100de | 0,208bc
Celulosa 0,016a | 0,021c 0,015a | 0,027b | 0,057a | 0,071ab | 0,031b | 0,034c 0,020e 0,026d
LGI 0,014a | 0,055c¢ 0,019a | 0,045b | 0,00Ta | 0,016b | 0,009b | 0,348a 0,250ab | 0,438a

Media de 3 repeticiones. Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0,05) para la prueba de comparacién de
medias de Duncan.

biotecnolégica de estas bacterias. Segtiin han demostrado Dibut et al. (2011) se obtienen mejores
resultados al asperjar el cultivo de G. diazotrophicus a las hojas y el suelo, por lo que la utilizacién de
una amplia gama de fuentes de carbono podria sustentar la sobrevivencia de la bacteria.

Lery et al. (2008) mediante estudios de proteémica, identificaron numerosas proteinas involucradas
en el metabolismo de aminoacidos, carbohidratos, y otras, en la cepa Pal5, lo que sustenta la utiliza-
cion de los compuestos analizados en el presente trabajo, incluso Luna y Boiardi (2007) demostraron
que la utilizacion de la glucosa depende del pH del medio.

Por otra parte, Galisa et al. (2012) empleando RT-gPCR demostraron la expresion diferenciada de
genes de mantenimiento y otros relacionados con a biosintesis y el catabolismo, en medio LGI su-
plementado con diferentes fuentes de carbono, lo que corrobora las diferencias en el crecimiento
encontradas en este trabajo.
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A las 48 horas de crecimiento para G. diazotrophicus y desde las 24 horas para B. licheniformis y E.
agglomerans se aprecia la diferencia existente entre el medio que tiene jugo de caiia como fuente de
carbono vy las otras fuentes de carbono utilizadas. El elevado crecimiento en medio LGl con jugo de
cana pudiera deberse a la presencia de vitaminas, proteinas y otros compuestos que favorezcan el
crecimiento de los microorganismos. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el medio LGI
con jugo de cafa y que existen diferencias en la composicion del jugo de los cultivares de cana, se
decidié comprobar si la procedencia varietal del jugo ejerce influencia sobre el crecimiento de estas
especies por la importancia que esto podria representar al formular un medio de cultivo para la apli-
cacion biotecnoldgica de estas bacterias en la agricultura.

Influencia de jugos de diferentes cultivares de caiia de aziicar sobre el crecimiento

A las 24 y 48 horas de cultivo en el medio LGl suplementado con jugo de cafa de diferentes
variedades a concentraciones de 20 y 30%, no hay diferencias en el crecimiento de las cepas
analizadas.

Alas 72 h, en el caso de la cepa 4-02 de C. diazotrophicus el crecimiento es significativamente mayor
en el medio sin jugo utilizando azicar comercial al 20 y al 30% (figura 1), lo cual pudiera sugerir que
los compuestos presentes en el jugo de la cafa de aztcar a determinadas concentraciones estimulan
el crecimiento microbiano, pero a partir de una concentracion determinada se pudieran producir
sustancias que resultan téxicas e inhiben el crecimiento de algunas cepas.

Enterobacter agglomeransy B. subtilis a las 72 horas de crecimiento en todos los medios con jugo,
superaron en crecimiento al medio LGl con azicar comercial. En este caso se pudiera pensar en
que el jugo de cana ejerce una influencia positiva sobre el crecimiento de las bacterias ya que
el jugo de cafna contiene cantidades de glucosa y fructosa (0.2-0.6%), nitrégeno organico (0.02-
0.04%) y vitaminas (Reis et al., 1994). Ademas, el pobre crecimiento de estos microorganismos
en el medio con azicar comercial, comparado con el crecimiento en el jugo de cana, pudiera
indicar la presencia de residuos de la industria de la cana de azicar que perjudiquen el creci-
miento de las bacterias.

Es notable la diferencia del crecimiento en los medios con jugo de los cultivares C1051-73 y
Ja605 al 30% para la cepa de E. agglomerans, las cuales tienen en comun el indicador de sélidos
solubles (Brix) y el Porcentaje de Pol (Pol: que esta constituido fundamentalmente por sacarosa)
(Naranjo, S.).

La presencia de grandes cantidades de iones como el K* y acidos organicos (Wealbun et al., 1990)
entre los sélidos solubles pudieran estimular el crecimiento de E. agglomerans, pero es mas logico
pensar que influya el porcentaje de Pol, donde fundamentalmente se tiene en cuenta el porcentaje
de sacarosa pero también puede estar presentes carbohidratos de mediano peso molecular, que son
sustancias 6pticamente activas y se ha demostrado que desvian el plano de luz polarizada y pueden
influir en las mediciones de sacarosa por polarimetria (De Armas et al., 1999). A su vez, estos carbo-
hidratos pueden ser utilizados por el microorganismo porque son polimeros de fructosa y galactitol
(Legaz et al., 1992). Resulta valido aclarar que no se han encontrado en la literatura trabajos que
comparen el crecimiento de bacterias en diferentes jugos de cana de azicar y estos estudios podrian
sentar las bases para la formulacion de medios de cultivo con fuentes econémicas para la aplicacion
agrobiotecnolégica de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Influencia del dcido indolacético y el dcido giberélico en el crecimiento

Son muy pocos los estudios realizados donde se analice la interrelacion enddfito-planta respecto a la
influencia de las fitohormonas en la fisiologia de las bacterias.

Para E. agglomerans se observa que las concentraciones de 0,025 y 0,25 mg.L"' de ambas fitohormo-
nas estimulan el crecimiento comparando con el medio SYP sin hormonas a las 72 horas (figura 2).
Esto permite inferir que a estas concentraciones de AIA y GA se produce una induccion del creci-
miento igual que ocurre con Azospirillum brasilense en presencia de AlA, lo cual se explica por una
regulacion estimuladora de los genes que codifican para le enzima indol-3 piruvato descarboxilasa,
que estd involucrada en la via de sintesis de AIA por el microorganismo (Vande Broek et al., 1999).

Por otra parte, el AIA en la planta estimula la sintesis de proteinas debido a que estabiliza el ARN
mensajero, lo cual incrementa la tasa de transcripcion y el GA; potencia la presencia de polirribo-
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Figura 1. Crecimiento de cepas enddfitas de cafia de azlcar, en jugos de diferentes cultivares (C1051-73, C323-
68, C86-12yJa605) afiadidos al 20y 30% al medio LGl, a las 72 horas de cultivo agitado a 150 rpm a 30°C. Letras
diferentes indican diferencias significativas dentro de una misma cepa bacteriana para la prueba de comparacién
de medias de Duncan (p<0,05).
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Figura 2. Influencia del dcido indolacético (AlA) y el dcido giberélico (GA) en el crecimiento de endéfitos de cafa
de azicar a las 72 horas de cultivo en medio SYP suplementado con diferentes concentraciones de hormonas
(mg.L"). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de una misma cepa bacteriana para la prueba
de comparacién de medias de Duncan (p<0,05).

somas y aumenta el nimero de ribosomas por célula (De Armas et al., 1988) y pudiera ejercer una
accion similar sobre la célula microbiana.

Conclusiones

Se puede plantear que la utilizacion de asparagina y sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno adi-
cionadas al medio LGl posibilitan un mayor crecimiento de las bacterias enddfitas en caia de azdcar.
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El medio LGI suplementado con jugo de cafa de azicar favorece significativamente el crecimiento de
los microorganismos endofitos y no existe relacion directa entre el origen varietal del jugo y el crecimien-
to de las bacterias, por lo que se podria utilizar en un medio de cultivos para la produccion biotecnol6-
gica de los enddfitos.

El estudio de la ecologia de la interaccion entre los endofitos y las plantas es de gran importancia, y mas
especificamente las relaciones de los componentes de la planta, ya sean el jugo o las fitohormonas, pue-
den resultar sumamente interesantes y abre las puertas para analizar en trabajos futuros la interaccion
planta-endéfito “in vivo”.
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