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Diagnosis about rhizospheric bacteria associated with the cultivation of sugarcane
(Saccharum spp.)
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ABSTRACT

Objective: characterize the presence of rhizobacteria associated with three varieties of sugar cane (Saccharum spp.) 9640
ATMEX, MEX 69-290 and the MEX SFC 9546, cultivated in the area of supplying the Pdte. Benito Juarez sugar mills (PBJ).
Desing/methodology/approach: three sites were selected for sampling by variety where soil samples were collected
from O to 30 cm depth. For the isolation of the bacteria are followed by the serial dilution technique by viable.

Results: the rhizosphere of the variety ATMEX-9640 presented the greatest number of CFU g_l. Ten of the 26 strains
demonstrated capabilities of biological nitrogen fixation (BNF) or solubizacion of phosphorus (SP). Eight of them carried
FBN already that degrade the malic acid in the NFb. Five are considered within the group of phosphorus solubilizing
bacteria (BSP), because they solubilize the calcium phosphate of Pikovskaya medium.

Limitations on study/implications: it was not possible to determine the production of AlA in the strains that grew in the
Soya Tripticasa Broth medium.

Findings/conclusions: the molecular identification revealed that these bacteria belong to the group of plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) belonging Microbacterium, Bacillus y Paenibacillus genera present in the soil Cambisol

Fluvic Eutric of the PBJ sugar mills.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar la presencia de rizobacterias asociadas a tres cultivares de cafia de azucar (Saccharum
spp.) ATMEX 9640, MEX 69-290 y MEX SFC 9546, cultivados en la zona de abastecimiento del
Ingenio Pdte. Benito Juarez (IPBJ).

Disefio/Metodologia/Aproximacion: se seleccionaron tres sitios de muestreo por
cultivar donde se colectaron muestras de suelo 0-30 cm. Para el aislamiento de
bacterias se siguio la técnica de dilucion seriada por cuenta viable.
Resultados: la rizosfera del cultivar ATMEX 9640 presento el mayor niumero de
UFC g_l. 10 de las 26 cepas manifestaron capacidades de fijacion bioldgica de
nitrogeno (FBN) o solubizacion de fosforo (SP). Ocho de ellas llevaron a cabo

FBN ya que degradan el dcido malico en el medio NFb. Cinco se consideran
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dentro del grupo de bacterias solubilizadoras
de fosforo (BSF), ya que solubiliza el fosfato de
calcio del medio Pikovskaya.

Limitaciones del estudio/implicaciones: no
fue posible determinar la produccion del AlA
en las cepas que crecieron en el medio Caldo
Tripticasa de Soya.
Hallazgos/conclusiones: la identificacion

molecular reveld que estas bacterias
corresponden al grupo de rizobacterias
promotorasdelcrecimientovegetaldelgenero
Microbacterium, Bacillus 'y Paenibacillus
sp. presentes en el suelo Cambisol Fluvico
Eutrico del IPBJ.

Palabras claves: FBN, Solubizacion de

Fosforo, rizosféricas, PGRR.

INTRODUCCION
N Tabasco, México, el Ingenio Pdte. Benito Jua-
rez (IPBJ) es el de mayor importancia. Durante
la cosecha 2017/18 registro 25 000 ha, con un
b reNdimiento promedio de 63 t ha™t (CANEROS,

2019). Si bien es cierto que la fertilizacion nitrogenada

es una practica que permite incrementar el rendimiento
del cultivo de la cafia de azucar de forma rapida y segu-
ra (Salgado et al., 2003; Salgado et al.,, 2011), no es tan
factible emplear esta alternativa debido a los costos ele-
vados v falta de crédito para adquirir todo el fertilizante,
lo cual favorece los bajos rendimientos observados en
el IPBJ en comparacion con la media nacional de 68 t
ha™? lo gue indica que se esta perdiendo potencial de
produccion.

A nivel internacional existe evidencia del potencial de las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, PGPR
por sus siglas en ingles. Las PGPR favorecen a las plantas
a través de diferentes mecanismos que se pueden resu-
mir en la fijacion biologica del nitrogeno (FBN), sintesis
de fitohormonas, tales como las auxinas fundamental-
mente y el acido indolacético (AlA), que promueven el
crecimiento de la raiz y proliferacion de pelos radicales,
lo que mejora la absorcion de agua, nutrientes, solu-
bizacion de fosfatos di y tricalcicos y otros minerales,
ademas de inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenos, producir sideroforos, que son iniciadores de
resistencia sistémica inducida, entre otros principales
(Salazar, 2011; Cordova-Gamas et al., 2016; Loiret et al.,
2004; Padron et al., 2012; Taulé et al., 2014; Torriente,
2010).
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En México se han ofertado algunas alternativas de biofer-
tilizantes como los combos de HMA del genero Glomus
y las bacterias fijadoras de nitrogeno como Azospirillum
brasilense sin que exista evidencia cientifica de efecto fa-
vorable en el rendimiento del cultivo de cafia de azucar
(Taulé et al., 2014; Cordova-Gamas et al., 2016). Aunado
a lo anterior tampoco se han realizado los estudios que
muestren la diversidad de microorganismos benéficos
asociados a este cultivo en las diversas regiones edafo-
climaticas, gue permitan sentar las bases para una indus-
tria de biofertilizantes por zonas cafieras de forma segu-
ra (Morgado et al., 2015). Por ello, surgio la necesidad
de generar informacion sobre la presencia de bacterias
rizosfericas asociadas a Saccharum spp., que favorezcan
el crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suelo rizosférico se obtuvieron de cul-
tivares de cafla de azucar en ciclo plantilla en la Micro
Region de Atencion Prioritaria del Campus Tabasco
ubicado en el poblado C-31 que abastece de cafia de
azucar al IPBJ. El suelo es un Cambisol Eutrico Arcillico
de mediana fertilidad (Salgado et al., 2011). Las muestras
de suelo se recolectaron de los cultivares ATMEX 9640,
MEX 69-290 y MEXSFC 9546, con tres repeticiones. Se
elimind la maleza cercana a la zona de la cepa (area de
raices), posteriormente con una pala recta desinfectada
se extrajo una muestra de suelo con raices, de cinco
centimetros de grosor y 30 cm de profundidad. Cada
muestra se coloco en bolsas de nylon previamente iden-
tificadas. Las herramientas fueron limpiadas y desinfec-
tadas en entre cada sitio de muestreo. Al terminar de
tomar la muestra de cada sitio, se introdujeron en una
neveray se preservaron a una temperatura de 4 °C hasta
su traslado al laboratorio de Fitopatologia del Colegio de
Postgraduados - Campus Tabasco.

Aislamiento de bacterias. Se separ¢ el suelo rizosféri-
co de las raices del cultivo de cafia de azucar. Para
el aislamiento de las bacterias se siguio la técnica de
dilucion seriada por cuenta viable (Winn et al., 2006).
Para ello, se peso 10 g de suelo, se le adiciond 90 mL
de agua destilada y se agitd por 30 min. Se dejaron
sedimentar las particulas de suelo y con la suspension
se prepararon diluciones seriadas desde 101 a 107. Se
hicieron tres réplicas en placa, solo de las diluciones
103, 104 y 105 en agar nutritivo y se incubaron a 30 °C
(temperatura del lugar de muestreo) por 48 h. En to-
tal se prepararon 81 cajas de petri (vidrio) debidamente
esterilizadas.



Caracterizacion de los aislados

Diversidad de bacterias rizosféricas: a las 48 h de incu-
bacion, se seleccionaron las colonias con caracteristi-
cas visibles y diferentes de cada muestra, se aislaron y
se conservaron en agar nutritivo. A traves de la Tincion
de Gram se clasificaron a las bacterias con respecto a la
composicion y grosor de la pared bacteriana (Lopez et
al., 2014). Unidades formadoras de colonia. Se realizo el
conteo de colonias por cada caja de petri, el resultado se
obtuvo multiplicando el numero de colonias por placa
por el inverso de la dilucion de la muestra. Las UFC/g_1
se reportan por gramo de suelo rizosférico.

Determinacion de FBN: una vez obtenidos los cultivos
puros, se prosiguio a obtener una cepa y se sembro en
un caldo NFb que carecia de nitrogeno. Posteriormente,
se incubaron durante 14 d a 30 °C lo que permitio de-
terminar en forma cualitativa la capacidad fijadora de N.
Originalmente, este caldo es de color amarillo, una vez
que el microorganismo es capaz de crecer en él, cambia
a azul, debido a la oxidacion del malato, indicando que el
microorganismo es capaz de fijar el nitrogeno.

Solubilidad de fosforo inorganico: de cada una de las
cepas ya aisladas e identificadas se llevd a cabo una
siembra en cajas petri que contenian el medio de culti-
vo Pikovskaya (Patifio y Sanchez, 2012), y se incubaron
durante cinco dias, posteriormente se aislaron las cepas
que formaron un halo transparente como indicador de
capacidad de solubilizar fosforo.

Determinacion de compuestos indolicos: para la de-
teccion y cuantificacion de acido indolacético segun la
reaccion colorimétrica de Salkowski, cada cepa fue cul-
tivada en 5 mL de caldo nutritivo por 24 h, de donde
se tomaron 0.6 mL para inocularlos en 5 mL de caldo
Tripticasa de Soya suplementado con triptofano (1 g por
cada 100 mL). Después se incubaron a 30 °C, por 72 h,
en agitacion constante a 150 rom. Finalmente, las cepas
fueron centrifugadas a 3000 rpm, durante 5 min. A con-
tinuacion 04 mL de cada uno de los sobrenadantes se
depositaron en tubos, se agregaron 1.6 mL del reactivo
de Salkowski modificado en una relacion 1:4, se mezcla-
rony se dejaron en reposo durante 30 min en oscuridad.
La positividad a la produccion de acido indolacético es-
tuvo dada por una coloracion roja (Léon y Rojas, 2015).

Caracterizacion Molecular
Se realizo en el laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Tecnologico de Tlajomulco. Para la extraccion
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de DNA, se inocularon las bacterias en 3 mL de caldo
KBy se incubaron a 28 °C en agitacion durante 24 h. Se
centrifugaron 3 mL del cultivo a 6000 rpm por 5 min y
se resuspendio el paquete celular en 200 ul de buffer
TE IX (Tris-HCL 10 mM y EDTA 1 mM pH 8.0). Se agrega-
ron 300 ul de buffer TE 1X con SDS 1% (p/v) y 1.5 ul de
proteinasa K (20 mg ml™Y, se mezclaron e incubaron a
65 °C por una hora. Luego se adicionaron 84 ul de NaCl
5 M mas 60 ul de solucion CTAB (10% p/v) disuelto en
NaCl 0.7 M a 65 °C durante 20 min. Se adiciono un volu-
men de fenoly se centrifugod a 14000 rpm por 5 min. Se
transfirid el sobrenadante en un tubo nuevo. Se agrego
un volumen de cloroformo, se mezclo y se centrifugo
a 14000 rpm durante cinco minutos. Se tomo la fase
acuosa y se adiciond un volumen de isopropanol frio e
incubo durante 5 min a =20 °C. Luego se centrifugo a
14000 rpm durante 5 min y se elimino el sobrenadante.
Se adiciond un volumen de etanol al 70%, se centrifugo
14000 rpm por 2 min. Se elimino el sobrenadante y se
dejo secar la pastilla de DNA a temperatura ambiente.
Finalmente, se resuspendio la pastilla en 100 ul de H,O
inyectable (Dineen et al,, 2010).

La integridad del DNA se evalud mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 1% en SB (Borato de sodio 10
mM). La cuantificacion de DNA se realizd mediante
lectura de la absorbancia a 260 nm. Se amplifico una
region del 16S del RNAr mediante PCR empleando los
oligos 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") vy 1492R
(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) (Huws, 2007). Una
vez obtenido los productos de PCR, fueron purificados
y secuenciados en ambos sentidos en la Unidad de Sin-
tesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de
la UNAM.

Diversidad de bacterias rizosféricas

Se encontrd una diversidad de 26 cepas de bacterias
rizosfericas (Figura 1A). Las poblaciones de bacterias
obtenidas de los tres cultivares de cafla de azucar ge-
neraron una abundancia total de 4 479 colonias. La
diversidad de bacterias fue de 12 cepas para el cul-
tivar MEX 69-290, nueve en el ATMEX 9640 y 10 en
el MEX SFC 9546. Se observa que las cepas 1, 11y 12
fueron muy abundantes. Las caracteristicas descritas
corresponden a las observadas macroscopicamente
en el medio solido. El cultivar ATMEX 9640 presento
la abundancia mayor con 1 749 cepas en las tres re-
peticiones. Lo que indica alta poblacion respecto a los
otros dos cultivares.
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Figura 1. Caracteristicas de las cepas rizosfericas asociadas al cultivo de Saccharum spp. a) Diversidad, b y ¢) las
bacterias rizosfericas que solubilizan fosforo, d) Cocos Gram —, e) B. Bacilos largos Gram +, y f) B. pumilus crecien-
do en el medio CTS.

Unidades formadoras de colonias
El cultivar ATMEX 9640 presento
un numero mayor de UFC/g™" en
comparacion con el resto de los
cultivares (Cuadro 1), mientras que
los cultivares MEXSFC 9546 y MEX
£©9-290, mostraron una reduccion
en UFC/g_1 respecto a la dilucion,
encontrandose mayor reduccion en
MEXSFC 9546. La presencia de bac-
terias supera los valores de 2.5%10%
UFC/g™" reportadas para un suelo
ferralitico rojo de Cuba (Pérez y Ca-
sas, 2005) y 140x10° UFC/g™ en la
rizosfera del pasto Leersia hexandra
(Rodriguez-Rodriguez et al, 2016).
Esto expresa que las bacterias toleran
estrés a altas temperaturas ocasionas
por las quemas de los cafaverales.

Bacterias fijadoras de nitrogeno
(BFN)

De las 31 cepas de bacterias rizosfeé-
ricas asociadas a los tres cultivares
de cafa de azucar, unicamente se
obtuvieron seis colonias que die-
ron positivo en el medio NFb para
fijacion de N (Cuadro 2), donde se
observd un vire de color donde el
medio originalmente era amarillo y
al llevarse a cabo la oxidacion del
malato presente en el medio este
cambid a azul (Figura 2), indicando
la capacidad del microorganismo
de fijar Ny formandose una pelicula
sub superficial en el tubo. El culti-
var MEXSFC 9546, presento mayor
numero de cepas en comparacion
del resto de los cultivares, siendo

ATMEX 9640 199 198 186 194.3+72
MEX 69-290 167 148 129 148.0%19
MEXSFC 9546 198 158 110 155.3+44
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consistente con el medio de BFN.
Estas cepas difieren de las reporta-
das previamente para México por
otros autores, lo que indica gran di-
versidad (Morgado et al, 2015) y la
ausencia de la bacteria Azospirillum
brasilense en este suelo de origen
aluvial.

Al Comparar las cepas A y B con
C (Figura 2), se observo que el co-
lor azul es mas intenso en Ay B en
comparacion a la cepa C. Lo an-
terior, indica dos posibles causas,
la primera es que la cantidad de
microorganismos puede ser con-
siderablemente menor en la cepa
C, la segunda es que la oxidacion
de malato presente en el medio la
lleva a cabo con mayor eficacia las
bacterias de las cepas A y B obteni-
das en suelos rizosféricos cultivados
con el cultivar MEX 69-290.

Bacterias solubilizadoras de fosfo-
ro inorganico (BSP). Se obtuvieron
cinco cepas de los tres cultivares



2 Microbacterium trichothecenolyticum + Bacilos medianos X 13 X X
ATMEX 96-40 3 Bacilus pumilus + Bacilos medianos v 1.6 v X
7 ND¥ + Bacilos medianos v X X X
3 ND + Cocos X 14 X X
MEX 69290 4 ND + Bacilus pequefios v X X X
9 Bacillus sp. + Bacilus largos v X X X
10 Paenibacillus sp. + Basilus medianos v X X X
3 Bacilus pumilus + Bacilus medianos v 15 v X
MEXSFC 9546 4 Bacilus stratosphericus + Bacilus medianos v 15 X X
7 ND - Cocos v X X X

FBN: Fijacion Bioldgica de nitrogeno, ISF: indice de solubizacion de fosfatos, AIA: produccion de auxina, CTS: Crecimiento en medio Caldo Trip-
ticasa de Soya. NDt=No Definida, X =No realiza funcion, v'=Realiza la funcion.

I
Figura 2. Bacterias que dieron positivo como fijadoras de nitrégeno:

A) No. 4 ND del cultivar MEX 69-290, B) Paenibacillus sp. en el cultivar
MEX 69-290 y C) B. pumilus en el cultivar MEXSFC 9546.

con la capacidad de solubilizar fosforo inorganico pre-
sente en el medio de cultivo Pikovskaya en forma de
Caz(POy4)s (Cuadro 2). En la Figura 1Ay B, se presentan
detalles de los halos observados. Los indices de solubi-
lidad de fosforo reflejados en Cuadro 2, son considera-
blemente bajos en comparacion con los valores repor-
tados por Corrales et al. (2014), ellos mencionan que
B. pumilus en el medio de cultivo Pikovskaya presenta
un ISF de 8,5 a las 48 h. Por otro lado, Morgado et al.
(2015) reportaron que Stenotrophomonas maltophilia
CA158 y 79 presentaron los valores mas altos de so-
lubizacion de fosforo con 22243 y 216.38 ug mL™%,
respectivamente.

Determinacion de compuestos indodlicos. Las colonias
gue dieron positivas en los tubos y lograron crecer en el
medio Caldo Tripticasa de Soya son las que se indican
en el Cuadro 2. Aunque dichas colonias Unicamente lo-
graron crecer en el medio, no manifestaron produccion
de AIA mediante la técnica colorimeétrica de Salkowski
(Figura 1F). Contrariamente, Morgado et al. (2015) repor-
taron que la produccion mas alta de indoles totales la
presentaron Ochrobactrum anthropi N208 y IMP311 y
Pseudomonas luteola IMPCA244 con 11669, 11570 y
117.34 ug mL™! respectivamente.

En el gel de agarosa se observa un fragmento de 550 pb
en ocho cepas que se sometieron a la caracterizacion
molecular (Figura 3), el analisis Blastn de la secuencia
con identidad mayor al 97% permitio clasificaron cuatro
a nivel de especie, dos a nivel de género y cuatro no se
lograron identificar (Cuadro 2). Ocho cepas presentaron
la capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico y cinco de
ellas la capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos. Es
necesario resaltar que varias de estas bacterias estan re-
portadas ya por otros autores como microorganismaos
que propician condiciones favorables a las plantas, que
tienen la capacidad de SP o FBN y producir AlA (Tejera
etal, 2011).

El cultivar ATEMEX 9640 presento dos especies de BSP,
lo que se explica porgue su seleccion se llevo a cabo en
suelos calcareos con bajo contenido de fosforo y hie-
rro. El cultivar MEX 69-290 presento tres cepas asocia-
das a la FBN y una cepa de BSP, ya que ha crecido en
suelos pobres en este elemento (Salgado et al., 2011).
El cultivar MEXSFC 9546 presento dos cepas que reali-
zan ambas actividades benéficas FBN vy la BSP, por ello,
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se considera el cultivar mas equili-
brado (Cuadro 2). Existen reportes
que indican que Microbacterium
trichothecenolyticum se ha aislado
de muestras clinicas y muestra de
suelo (Lau et al., 2002; Yokota et al.,
1993). Bacillus pumilus, es conside-
rada un organismo promotor del
crecimiento, que produce hormo-
nas en el medio de cultivo y tiene
influencia en el desarrollo de diver-
sas poaceas (Gutiérrez et al., 1996).
Se ha encontrado que cuando se
asocia a la rizosfera puede modi-
ficar la actividad fisiologica de las
plantas mejorando su crecimiento
(Bashan et al., 1996), y que puede
solubilizar fosforo (Arevalo y More-
no, 2013). Bacillus pumilus es una
bacteria promotora del crecimiento
vegetal, pues posee la capacidad de
fijar nitrogeno y producir compues-
tos indolicos.

El género Bacillus, pertenece a la
familia Bacilliaceae, es un género
que hoy en dia incluye mas de 60
especies de bacilos. Este género
estd formado por microorganismos
bacilares Gram positivos, formado-
res de endosporas, quimiheterotro-
fos que normalmente son moviles y
rodeados de flagelos periticos. Son
anaerobios o aerobios facultativos
catalasa positivos. Este género se
encuentra comunmente en suelos
y plantas donde tienen un papel im-
portante en ciclo del carbono vy el
nitrogeno, reportados como BFN
y BSP (Winn et al, 2006; Pedraza,
2008). Lo cual coincide con lo en-
contrado en este trabajo. El género
Paenibacillus sp.; ha sido desarrolla-
do comercialmente como fungicida
bioldgico, insecticida, nematicida y
promotor del crecimiento vegetal,
y SU uso en la agricultura se ha in-
crementado (McSpadden y Fravel,
2002), aqui se encontrd que tam-
bién puede fijar nitrogeno.
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