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Optimizacion de medios de cultivos con fuentes
agroindustriales para el crecimiento del iame espino
(Dioscorea rotundata Poir)

Luna Castellanos, L.L.* & Sanchez Lopez, b.B.>

RESUMEN

Los inoculantes microbianos constituyen una alternativa para contrarrestar los impactos am-
bientales adversos que ejercen los agroquimicos sintéticos, facilitan el crecimiento vegetal y el
rendimiento de los cultivos de manera ecologica. Por tanto, es indispensable producir inoculantes
de buena calidad y de bajo costo, con fuentes nutricionales amigables con el medio ambiente y fa-
vorables para el crecimiento microbiano y vegetal. En este sentido, se realizo la evaluacion a nivel
in vitro de nueve medios de cultivo a partir de fuentes nutricionales agroindustriales para la multi-
plicacion de las rizobacterias DSC1 (Bacillus licheniformis), DSC21 (Brevibacillus laterosporus)
y DCRI11 (Azotobacter vinelandii) y su capacidad para producir citoquininas. Los resultados per-
mitieron seleccionar tres medios de cultivo (medio B, C y D) optimos para la multiplicacion de las
rizobacterias y produccion de la fitohormona. Los medios de cultivo seleccionados para cada una
de las rizobacterias fueron inoculados bajo diferentes dosis (0 mL, 2 mL, 4 mL, y 6 mL) en esquejes
apicales de flame espino bajo condiciones de casa de malla. La aplicacion DSC1 B. licheniformis
con 2 mL™! estimuld en 31.67% la acumulacion de biomasa fresca en las raices y un 22.22% del
peso seco aéreo. La produccion de biomasa fresca aérea fue incrementada en un 33.22% por DCR11
A. vinelandii en dosis de 6 mL"!, bajo esta misma dosis esta rizobacteria incremento en 7.36% la
produccion de pigmentos fotosintéticos. La inoculacion de plantas de fiame espino con medios de
cultivo de fuentes agroindustriales generan efectos beneficiosos en el crecimiento de la planta.
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ABSTRACT

Optimization of culture media with agroindustrial sources for the growth
of white yam (Dioscorea rotundata Poir).
Microbial inoculants are a suitable alternative for counteracting the adverse environmental effects
of synthetic agrochemicals due to their capacity for promoting plant growth and increasing crop
yield in an ecologically sustainable manner. To benefit from these advantages, microbial inoculants
production must offer products of high quality and low cost using environmentally sustainable
sources that provide rich nutrients for microbial and plant growth. In this study, we assess the
production of cytokinins by the rhizobacteria strains DSC1 (Bacillus licheniformis), DSC21 (Bre-
vibacillus laterosporus) and DCR11 (Azotobacter vinelandii) in nine culture media that contains
agro-industrial residues. We identified three culture media (medium B, C and D) that promote
rhizobacteria growth and phytohormone production. The fermented rhizobacteria products were
inoculated at different doses (0 mL, 2 mL, 4 mL, and 6 mL) in white yam apical cuttings under
net house conditions. 2 mL"' of DSCI1 B. licheniformis increased fresh storage root biomass by
31.67% and 22.22% of the aerial dry weight. Fresh aerial biomass was increased by 33.22% by
DCRI11 A. vinelandii in doses of 6 mL"!, increasing the production of photosynthetic pigments
by 7.36%. We demonstrated that inoculation of white yam plants with fermented products from

agroindustrial residues has the potential to increase plant growth.

Key words: fig, guarinta, ostiolo, fungi, postharvest.

INTRODUCCION

Dada la tasa actual de crecimiento de
la poblacion humana, los sistemas agro-
alimentarios deben satisfacer las altas de-
mandas y generar bajos efectos ambientales
para promover una agricultura sostenible
(Kalyanasundaram et al., 2021). En la ac-
tualidad, el 50% de los nutrientes necesa-
rios para el crecimiento de las plantas se
suministra principalmente a partir de fertili-
zantes quimicos, sin embargo, el uso indis-
criminado de estas fuentes nutritivas genera
disminucion de la biodiversidad, contami-
nacion ambiental, desbalance de nutrientes
y materia organica, y pérdidas econdmicas
a los agricultores (Poveda et al., 2021).

En este sentido, el uso de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPRs,

siglas en ingles), constituyen un recurso
bacteriano importante para el sostenimien-
to de la agricultura, debido a que promue-
ven el crecimiento de las plantas y aumen-
tan el rendimiento de los cultivos a un bajo
costo (Li et al., 2020). En la produccion de
indculos bacterianos a gran escala con fines
comerciales se deben considerar materias
primas que garanticen la supervivencia de
los microorganismos, desde la produccion
hasta la aplicacion, siendo econdmico, es-
téril, no reactivo, facilmente disponible y
compatible con el medio ambiente (Bharti
et al.,2017; Verma et al., 2020).

La seleccion de sustratos, formulacion
adecuada, método y medio de propagacion
del inoculo (medio y sistema de cultivo),
puede ser una limitante en el proceso de
produccion de un biofertilizante, ademas
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del alto costo de las materias primas indus-
triales (Chaudhary y Shukla 2020). Igual-
mente, se deben optimizar los parametros
de fermentacion de los indculos bacterianos
para garantizar un adecuado crecimiento de
las bacterias (Lotfy, 2007). De acuerdo con
Hazra et al. (2010) la seleccion de sustratos
y materias primas rentables puede reducir
los costos de produccion hasta un 50%, este
paso constituye un obstaculo para la produc-
cidén masiva de productos a base de microor-
ganismos. En este sentido, los subproduc-
tos agricolas son una alternativa viable para
incrementar la biomasa microbiana en pro-
cesos de produccion y fermentacion, como
medios de cultivo y sustratos. A pesar de las
marcadas ventajas que representan los sub-
productos agricolas como posibles medios
de cultivo, estos deben crearse en funcion de
los requerimientos del microorganismo, con
una fuente de carbono, nitrégeno, macro y
micronutrientes estable (Cobo, 2017).

En este sentido, se realiz6 una investiga-
cion con el fin de optimizar la produccion
de medios de cultivos con fuentes agroin-
dustriales para la multiplicacion de tres ri-
zobacterias y evaluar el efecto de la apli-
cacion sobre el crecimiento de plantulas de
flame espino (D. rotundata Poir).

METODOLOGIA

Localizacion

La investigacion se llevo a cabo en las
instalaciones de la Corporaciéon Colombia-
na de Investigacion Agropecuaria- Agro-
savia, Centro de Investigacion Turipana,
localizado a 8°50°79” N y 75°47°58” W
en el municipio de Cereté departamento
de Coérdoba en Colombia a una altura de
13 msnm. La zona presenta caracteristicas
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acordes a un bosque seco tropical (Bs-T),
con una temperatura media anual de 27 °C
y una precipitacion media de 1.500 mm
(Contreras et al., 2020). La investigacion
se desarroll6 en dos etapas: En la etapa I
consistio en la optimizacion de un medio de
cultivo para la multiplicacion de tres rizo-
bacterias con fuentes agroindustriales bajo
condiciones controladas en la Unidad de
Laboratorio de Turipana- Agrosavia en el
area de Microbiologia Agricola. En la etapa
II se evaluo el efecto de la inoculacion de
rizobacterias sobre el crecimiento de esque-
jes apicales de flame espino en condiciones
de casa de malla.

Rizobacterias

Las rizobacterias empleadas en este
estudio DSC1 (Bacillus licheniformis),
DSC21 (Brevibacillus laterosporus) 'y
DCRI11 (4zotobacter vinelandii) fueron se-
leccionadas del banco de trabajo del Cen-
tro de Investigacion Turipana-Agrosavia,
debido a que se destacaron como PGPRs
promisorias dadas sus caracteristicas como
la produccion de hormonas vegetales y so-
lubilizacion de fosforo a nivel in vitro (San-
chez-Lopez y Pérez-Pazos, 2018).

Etapa I: Optimizacion de medio de cul-
tivo para rizobacterias

Para la optimizacion del medio de cul-
tivo fueron seleccionadas como materias
primas, una fuente de carbono: Sacarosa
(AzlGcar comun, marca Manuelita®), dos
fuentes de nitrégeno: levadura seca (marca
Levapan®) y harina de frijol (marca Abu-
ra®) y dos microelementos: sulfato de
magnesio (marca Nutrimon®) y cloruro de
sodio (marca Refisal®). Para determinar el
efecto de las fuentes agroindustriales en el
multiplicacion de las rizobacterias se utili-
zaron disefios estadisticos secuenciales. En
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primera instancia, se utiliz6 una matriz de
disefio Plackett y Burman (1946) para la
identificacion de las fuentes con efectos po-
sitivos, donde se realizaron combinaciones
entres las fuentes agroindustriales. Las do-
sis de la levadura y sacarosa se evaluaron
con tres niveles (alto, intermedio y bajo),
mientras que las dosis de las fuentes harina
de frijol y sulfato de magnesio cloruro de
sodio se mantuvieron fijas. Se realizaron
un total de nueve (9) combinaciones, las
cuales se detallan en la Tabla 1. En segun-
da instancia, se aplicé un disefio factorial
para optimizar las fuentes seleccionadas
empleando un analisis de superficie de
respuesta “Box-Behnken” (Box Behnken
1960).

Para llevar a cabo la optimizacion del
medio de cultivo, las tres rizobacterias fue-
ron reactivadas en medio de cultivo nutri-
tivo (marca Merck®), posteriormente, las
células bacterianas fueron cultivadas para
obtener un pre- inodculo. A partir de este
pre-indculo, se realizd la inoculacion de las
rizobacterias en los nueve medios liquido
de cultivo con fuentes agroindustriales por

triplicado, empleando un volumen final de
150 mL en relacion 1/2 y un pre-inoculo del
10%. Los in6culos fueron colocados en agi-
tacion a 150 rpm y 30+£2°C en un agitador
orbital (Genesys™ 10S UV-Vis, Thermo
Scientific®, USA).

Se tomaron muestras del cultivo bac-
teriano liquido cada tres horas durante un
periodo de 36 h, las cuales fueron sembra-
das en medios de cultivos solidos agroin-
dustriales a partir de la técnica de la mi-
crogota (Romeiro, 2007) para el conteo de
microorganismos. Los medios de cultivos
agroindustriales solidos se elaboraron con
la formulacion detallada en la Tabla 1, y
se adicionaron 18 g L' de agar-agar para
la solidificacion. Como variable respuesta
de este experimento se determiné el creci-
miento celular (biomasa en UFC) y el costo
del medio de cultivo optimizado.

Deteccion de citoquininas en rizobac-
terias multiplicadas en medios de cultivo
con fuentes agroindustriales

Las rizobacterias fueron sembradas en
los medios de cultivo liquidos seleccio-

Tabla 1: Descripcion de fuentes y dosis utilizadas en la elaboracion de los medios de cultivo

agroindustriales.

Table 1: Description of sources and doses used in the elaboration of agroindustry culture media

Medio de Cultivo

Ingredientes (g L™)

Agroindustrial Azlcar Levadura Harina de Sulfato de Cloruro de
comun seca frijol magnesio sodio
Medio cultivo A 15.00 0.30 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo B 17.50 0.30 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo C 20.00 0.30 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo D 15.00 0.40 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo E 17.00 0.40 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo F 20.00 0.40 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo G 15.00 0.50 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo H 17.00 0.50 0.50 0.20 0.50
Medio cultivo | 20.00 0.50 0.50 0.20 0.50
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nados en la etapa [ y colocadas en agita-
cion durante cinco dias a 150 rpm y 30 °C.
Posteriormente, se obtuvo un filtrado libre
de células centrifugando 20 mL de cultivo
a 16000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
(Thermo, IEC HN-SII, USA). El sobrena-
dante obtenido se neutralizo con NaOH 7
N (pH 7.0) y se filtr6 a través de un filtro
de acetato de celulosa (Millipore; tamafio
de poro 22 um), luego se extrajo tres veces
con n-butanol saturado con agua destilada
(1:1). Durante la fase acuosa y organica los
compuestos se sometieron a evaporacion y
secado, seguidamente fueron reconstituidos
con metanol. Las fracciones de metanol
reunidas (extracto bacteriano) se cromato-
grafiaron en gel de silice Merck 60 PF254
con citoquininas estandares Trans-Zeatina
(Sigma aldrich®) y Trans-Zeatin Riboside
(Sigma aldrich®) usando n-butanol: 4cido
acético: agua (12:3:5) (v /v) como fase mo-
vil. Los cromatogramas se observaron bajo
luz UV de 245 nm para detectar las cito-
quininas como describen El-Tarabily et al.
(2003). Los valores de movilidad cromato-
grafica (Rf) se calcularon tanto para los es-
tandares como para las muestras, siguiendo
la ecuacion:

R= Distancia recorrida por el solvente

Distancia recorrida por el disolvente

La extraccion, fraccionamiento y cuanti-
ficacion de citoquininas se realizo por cro-
matografia de capa fina. Se empled como
control positivo de las rizobacterias la
cepa Bacillus subtilis ATCC® 19659.

Etapa Il. Efecto de la inoculacién de
rizobacteria en el crecimiento plantas de
fame.

Material vegetal. Bajo condiciones con-
troladas de casa de malla fueron sembrados
los esquejes apicales de name espino pro-
cedentes del material genético 0307-49SB
del banco de germoplasma de fiame- Agro-
savia. Estos esquejes fueron sembrados en
contenedores plasticos con capacidad para
24 alveolos en un sustrato que contenia alu-
vion, arena y materia organica en propor-
cion 3:2:1. El sustrato fue desinfectado de
forma quimica empleando la molécula fun-
gica 1.4- Diformil Propano en dosis de 5.0
mL L. Las caracteristicas fisicoquimicas
del sustrato correspondieron a textura are-
nosa franco, pH 6.61, conductividad eléc-
trica 0.22 dS.m"', Capacidad Interc Cationi-
co 6.48 cmol (+). k!, materia organica 0.49
2.100 g, fosforo disponible 4.05 mg.kg!,
potasio <0.09 cmol (+).kg.

Inoculacion de rizobacterias y manejo
del experimento. Los esquejes de fiame fue-
ron inoculados con las rizobacterias DSC1
B. licheniformis, DSC21 B. laterosporus
y DCRI11 A. vinelandii, las cuales fueron
sembradas en medios liquidos con fuentes
agroindustriales seleccionados en la etapa I
de esta investigacion. Los caldos de cultivo
inoculados con las rizobacterias fueron so-
metidos a una agitacion de 150 rpm (Labnet
Orbit™ 1900, USA) durante el tiempo de
crecimiento estandarizado para obtener una
poblacion bacteriana correspondiente a 108
UFC mL".

La inoculacion de las rizobacterias se
realizé de forma conjunta con la aplicacion
de la fertilizacion quimica, la cual se eje-
cuté de forma fraccionada: 20% a los 45
dias después de la siembra (DDS), 30% a

Revista FAVE - Ciencias Agrarias 21 (1) 2022 | 71



L. L. Luna Castellanos et al.

los 95 DDS y el 50% restante se aplico a
los 130 DDS. Se empleo el fertilizante co-
mercial Triple 15® en dosis total de 10 g
planta!. La dosis del fertilizante fue calcu-
lada teniendo en cuenta los requerimientos
del cultivo y el analisis de las propiedades
quimicas del sustrato. Los esquejes fueron
mantenidos bajo condiciones controladas
de casa de malla, se usdé una polisombra
negra del 65%, la cual permiti6 una entra-
da de luz de 1100 umol m™ s, con 29 °C
en promedio y humedad relativa del 77%.
Los esquejes fueron regados de forma ma-
nual con una frecuencia diaria. El manejo
agronémico de los esquejes consistio en
el control manual de malezas y monitoreo
de insectos. Se realizaron aplicaciones de
forma preventiva de los fungicidas Amistar
top® (2.0 mL L), Oxithane® (2.0 gL'y
Ridomil Gold® 68 WG (2.0 g L) con una
frecuencia quincenal.

Disefio experimental y variables de
respuesta. Para determinar la respuesta de
esquejes de flame espino a la inoculacion
de rizobacterias multiplicadas en medios
de cultivos con fuentes agroindustriales, se
establecio un disefio experimental comple-
tamente al azar (DCA) con arreglo factorial
y tres repeticiones. Los factores evaluados
correspondieron a las rizobacterias (DSC1
B. licheniformis, DSC21 B. laterosporus y
DCRI11 A. vinelandii) y a diferentes dosis
de indculo (0 mL, 2 mL, 4 mL, y 6 mL). Se
evaluaron 12 tratamientos en total y se em-
plearon 36 unidades experimentales (UE).
Cada unidad experimental estuvo constitui-
da por 24 esquejes apicales. Como varia-
bles respuesta se determiné a los 180 DDS
el peso fresco de la parte aérea (PFRESA)
de la planta (hojas + tallo) y de la parte ra-
dicular (PFRESR) de tres plantas de cada
UE. Asimismo, fue registrado con una ba-
lanza analitica (OHAUS CORPORATION,
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V11P6, USA), el peso seco de la parte aérea
(PFRESR) y radicular (PSECR) estos 6rga-
nos después de transcurridos 48 h de seca-
do en estufa a una temperatura de 70°C +
2°C. Ademas, se determind el contenido de
clorofilas (unidades SPAD) utilizando un
medidor portatil de concentracion de cloro-
filas referencia SPAD-502 MC-100, Konica
Minolta, Tokio.

Analisis estadistico. Se realizé un ana-
lisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
comparacion de medias de Tukey (p<0.05),
después de comprobados los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene respectivamente. Los analisis es-
tadisticos de la etapa I y II de esta inves-
tigacion fueron realizados con el Software
estadistico Statgraphics Centurion XVILII
v16.2.04 (espaiiol).

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del medio de cultivo con
fuentes agroindustriales

A partir de una matriz de disefio Plac-
kett y Burman se logré determinar que las
fuentes nutricionales con efecto positivo
(p<0.05) sobre la produccién de biomasa
para las rizobacterias DSC1 B. lichenifor-
mis y DSC21 B. laterosporus correspon-
dieron a levadura, sacarosa 2 (20 g L") y
la adicion del microelemento 2 (cloruro
de sodio 0.5 g) (Figura 1A y 1B). Por su
parte, la rizobacteria DCR11 A. vinelandii
solo mostrd efecto significativo en la pro-
duccion de biomasa con la utilizacion de le-
vadura y sacarosa 2 (20 g L") (Figura 1C).
A partir de los resultados obtenidos (Figura
1A, 1B y 1C) se puede inferir que la harina
de frijol como fuente de nitrégeno genera
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un efecto negativo o no significativo sobre
el crecimiento de las tres rizobacterias, por
lo tanto, no se debe utilizar para la produc-
cion de los indculos de estas rizobacterias.

Con base en los parametros estimados
del disefio Box-Behnken, se logré identi-
ficar la combinacién Optima de levadura
y sacarosa que permiten incrementar, asi
como predecir el comportamiento de la
produccion de biomasa para cada una de las
rizobacterias en estudio. A partir de este di-
sefio factorial se obtuvieron las ecuaciones
que aparecen detalladas en la Tabla 2.

A partir de los parametros estimados se
logro establecer cuales son los niveles Opti-
mos que se deben emplear de cada fuente en
la preparacion de medios de cultivo agroin-
dustriales para cada rizobacteria. En la Fi-
gura 2A, se puede evidenciar que DSC1 B.
licheniformis puede mostrar tendencias po-
sitivas en la produccion de biomasa al em-
plear niveles altos de levadura y sacarosa,
aunque estos no difieran significativamente
de los niveles bajos (p=0.05), por lo cual, se
deben seleccionar niveles intermedios para
evitar desperdicios en la dosificacion de las

fuentes, por lo cual, se sugeriria emplear el
medio de cultivo B para optimizar el creci-
miento de esta rizobacteria.

Entre tanto, la DSC21 B. laterosporus
mostré una produccion de biomasa favo-
rable en medios de cultivo con 15.00 g L
de sacarosa y 0.40 g L' de levadura (Figu-
ra 2B), por lo cual, el medio de cultivo D,
puede ser ideal para satisfacer este requeri-
miento nutricional de la bacteria.

Con relacion a DCR11 A. vinelandii, 1os
niveles altos de sacarosa (20.00 g L") y ba-
jos de levadura (0.30 g L") utilizados en el
medio de cultivo C generan efecto positivo
(p<0.05) en el crecimiento de esta rizobac-
teria (Figura 2C).

Produccién de biomasa de las rizobac-
terias en los medios de cultivo optimizados

En la Figura 3, se puede observar la pro-
duccion de biomasa (LOG10 UFC mL")
obtenida por cada una de las rizobacterias
en los medios de cultivo optimizados. Los
resultados evidenciaron que DSC1 B. liche-
niformis en el medio de cultivo B alcanzé
su valor mas alto de biomasa (10.86 Logl10

Tabla 2: Combinacion dptima de levadura y sacarosa para predecir el comportamiento de

rizobacterias.

Table 2: Optimal combination of yeast and sucrose to predict the behavior of rhizobacteria.

Rizobacterias

Ecuacion de regresion ajustada

¥ =6.804 + 0.1317*Sacarosa2 — 0.06117*Levadura +

DSC1 B. licheniformis

0.1372*Sacarosa2 0.03816*Sacarosa*Levadura +

0.6666*Levadura. Siendo Y: biomasa viable (UFC mL™).

¥ = 7.925 - 1.881*Sacarosa — 0.3533*Levadura +

DSC21 B. laterosporus

0,8574*Sacarosa’™2 + 1.257*Sacarosa*Levadura —

1.72*Levadura.

¥ = 7.925 - 1.881*Sacarosa — 0.3533*Levadura +

DCR11 A. vinelandii

0.8574*Sacarosa’2 + 1.257*Sacarosa*Levadura —

1.72*Levadura.
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UFC mL") transcurridas 12 h (Figura 3).
Por su parte, la rizobacteria DSC21 B. late-
rosporus en el medio de cultivo D, produjo
la mayor cantidad de biomasa (10.79 Log10
UFC mL") transcurridas 9 h de cultivo.

La DCRI11 4. vinelandii alcanzo el maxi-
mo valor de produccion de biomasa (10.36
Logl0 UFC mL") transcurridas 18 h de
cultivo (Figura 3) en el medio de cultivo C.
Teniendo en cuenta la produccion de bio-
masa detalla en la Figura 3 para cada una de
las rizobacterias, se puede afirmar que para
la produccion de inoculos de la rizobacte-
ria DSCI se debe dejar en agitacion 12 h,
para DSC21 9 hy para DCRI11 la agitacion
debe permanecer por 18 h, con este tiempo
se obtendra la cantidad de células viables
requeridas para realizar la inoculacion.

La DCRI11 A. vinelandii alcanzo el
maximo valor de producciéon de biomasa

(10.36 Log10 UFC mL") transcurridas 18 h
de cultivo (Figura 3) en el medio de cultivo
C. La fase estacionaria se mantuvo desde
las 21 h hasta 30 h.

Teniendo en cuenta la cinética de creci-
miento observada en la Figura 3 para cada
una de las rizobacterias, se puede afirmar que
para la produccién de indculos de la rizobac-
teria DSC1 se debe dejar en agitacion 12 h,
para DSC21 9 h y para DCR11 la agitacién
debe permanecer por 18 h, con este tiempo
se obtendra la cantidad de células viables re-
queridas para realizar la inoculacion.

Produccién de citoquininas por rizo-
bacterias en medios con fuentes agroin-
dustriales

La multiplicacion de las rizobacterias
DSC1 en medio de cultivo B, DSC21 en
medio de cultivo D y DCR11 en medio de
cultivo C, permite que estas rizobacterias

DsSC21 ——DSCl1 ——DCRI11
12
10
2 8
9]
5
=
o 6
]
2
z
£
£ 4
@
5
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Tiempo (horas)

Figura 3: Produccion de biomasa de las rizobacterias en los medios de cultivo optimizados.

Figure 3: Biomass production of rhizobacteria in optimized culture media.
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puedan llevar a cabo la produccion de la
hormona citoquinina, lo cual fue evidencia-
do de forma cualitativa en la placa de cro-
matografia a través de la formacion de man-
chas rosadas fluorescentes (Figura 4A). La
cepa DCRI11 A. vinelandii demostrd su alta
capacidad de producir estos compuestos
(Figura 4B), al obtener el mayor valor en el
rango de movilidad cromatografica (0.31).
Por tanto, las fuentes y las dosis seleccio-
nadas para preparar los medios de cultivo
y producir los in6culos de las rizobacterias
son adecuadas para favorecer el crecimien-

Las citoquininas son moléculas de sefia-
lizacion importantes para regular el creci-
miento y el desarrollo de la planta a lo largo
de su ciclo fenoldgico, intervienen en los
procesos de embriogénesis y mantenimien-
to de la raiz, produccion de meristemos api-
cales y desarrollo vascular de la raiz. Tam-
bién modulan el alargamiento de las raices,
el namero de raices laterales, la formacion
de nodulos y la dominancia apical en res-
puesta a los estimulos ambientales (Osugi y
Sakakibar, 2015).

Costos medio de cultivo agroindustrial
optimizado

De forma rutinaria en los laboratorios de
Microbiologia Agricola se emplea medio
de cultivo nutritivo (marca Merck®) para
la multiplicacién de bacterias, lo que repre-
senta una inversion de 6.99 USD por cada
litro preparado. Los resultados del analisis
de costos (Tabla 3), se realizaron con base
en los precios de referencia de los insumos
en el mercado. Con base en esto resultados,
se puede afirmar que la utilizacién de los
medios de cultivo con fuentes agroindus-
triales optimizados reduce los costos de
preparacion de los medios de cultivos de
6.99 USD a 0.021378 USD para DSC1 B.
licheniformis, 6.99 USD a 0.02107 USD
para DSC21 B. laterosporus 'y de 6.99 USD
a 0.02422 USD para DCRI11 A. vinelandii
respectivamente. La utilizacion de fuentes
agroindustriales para la produccion de in6-
culos bacterianos constituye una alternativa
viable no solo a nivel biolégico sino tam-
bién en el aspecto econdomico.

Control Trans - Zeatin-Riboside
Control Trans - Zeatin
ATCC 19659 (Bacillus subtilis)
DCRI11

DSC21

DSCl1

e 1—

—— ]
b
—1—a
E—ic
—— ]
0 005 01 0I5 02 025 03 035 04

Movilidad cromatografica (Rf)

Figura 4: A. Determinacion cualitativa de citoquininas. B. Rango de movilidad cromatogrdfica.

Figure 4: A. Qualitative determination of cytokinins. B. Chromatographic mobility range.
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Tabla 3: Costos medio de cultivo optimizado para las rizobacterias DSC1, DSC21 y DCRI1.
Table 3: Optimized culture medium costs for rhizobacteria DSC1, DSC21 and DCRI1.

Medio B: DSC1 B. licheniformis
Componentes PPT (9) PC ((;al?i) Total
Azlcar comun (marca Manuelita®) 500 0.45 USD 175 0.01575 USD
Levadura seca (marca Levapan®) 80 1.01 USD 0.3 0.00378 USD
Harina de frijol (marca Aburra ®) 500 1.12 USD 0.5 0.00112 USD
Sulfato de magnesio (marca Nutrimon®) 1000 2.64 USD 0.2 0.000528 USD
Cloruro de sodio (marca Refisal®) 500 0.20 USD 0.5 0.0002 USD
Total
K 0.021378 USD
@Lh
Medio C: DCR11 A. vinelandii
Componentes PPT PC Cantl. Total
(9) (gL
Azlcar comun (marca Manuelita®) 500 0.45 USD 20 0.0180 USD
Levadura seca (marca Levapan®) 80 1.01 USD 0.3 0.00370 USD
Harina de frijol (marca Aburra ®) 500 1.12 USD 0.5 0.00112 USD
Sulfato de magnesio (marca Nutrimon®) 1000 2.64 USD 0.5 0.00132 USD
Cloruro de sodio (marca Refisal®) 500 0.20 USD 0.2 0.00008 USD
Total
- 0.02422 USD
@Lh
Medio D: DSC21 B. laterosporus
Componentes PPT (9) PC éal'j.ti) Total
Azlcar comun (marca Manuelita®) 500 0.45 USD 15 0.0135 USD
Levadura seca (marca Levapan®) 80 1.01 USD 0.4 0.00505 USD
Harina de frijol (marca Aburra ®) 500 1.12 USD 0.5 0.00112 USD
Sulfato de magnesio (marca Nutrimon®) 1000 2.64 USD 0.5 0.00132 USD
Cloruro de sodio (marca Refisal®) 500 0.20 USD 0.2 0.00008 USD
Total
< 0.02107 USD
@Lh

PPT: Presentacion del producto; PC: Precio comercial, Cant.: Cantidad; USD: Délares americanos.

Estimulacién de biomasa en plantulas
de fiame espino por rizobacterias produci-
das en medios de cultivo agroindustriales

La producciéon de biomasa aérea y ra-
dicular, y de pigmentos fotosintéticos de
clorofila en plantulas de fiame espino fue
estimulada por rizobacterias y multiplica-
das en los medios de cultivo agroindustrial
optimizados en la etapa I de esta investiga-
cion, por lo tanto, estos medios de cultivo
pueden emplearse para multiplicar estos
microorganismos (Figura 5).

78

El analisis de varianza para la variable
PFRESA arroj6 que la acumulacion de peso
en los tejidos aéreos de la planta de flame
espino no fue influenciada de forma signifi-
cativa (p=>0.05), por el efecto individual de
las rizobacterias o la dosis de inoculo em-
pleada, ni tampoco por la interaccion de es-
tos factores (p=0.2272). Sin embargo, en la
Figura 5A, se puede observar que la inocu-
lacion con DCR11 A. vinelandii en dosis de
6 mL"' incremento en 33.2% la produccion
de biomasa fresca aérea con respecto a las

| Revista FAVE - Ciencias Agrarias 21 (1) 2022



Medios de cultivo agroindustriales

“UDIUL D1} JO AOLID PADPUD]S dY) 2IDI1pUl S4Dq Y] (60 0<d) Juaaffip (IuvdfiuSis j0U 24D 43}12] UOUWIUIOD D YIM SUDDPY 4 (SHUN (JFS) uononpoid jjdyd
-0.0]Y2 UO DLIIIDQOZIYL JO 1922 (( "YDHSd Y} U0 winmooul stu1ofiudydi] g [DSJ S0 2s0p ayp Jo 10277 (D WyS1om Lip 41p 1o vL2IOPGOZIYL JO 192IJFT (T D
-7Sd PUD YSTYAd VSTUA Ul 2S0p Wnjnooul pup viiaionqoziy.d fo 102fo (y ‘uononpotd ssputorq wod uLoyimvy Uo D142JODGOZIYL JO 102ff2 ¢ 2n31,]
"DIPaUL D] 2P ADPUDISI AOLLD |2 UDIIPUT SD.LL

-nq sv] (S0 0<d) S3ULJIP 2JUDWDAIDIYIUSIS UOS OU UNULOD D.LJD] DUN UOD SDIPIW . (VS Sopppiun) svjifo.10]o u012onpodd v] ud Sv1121o0qozLL 9P
01222 (@ "YDFASd |2 U2 stuLiofiuaydi] "g [DS 0]nooul ap s1sop v] ap 01225 (D) “0a.49p 0225 052d |2 U2 SD1L21ODGOZLL P 01227 (§ “NDHS € YSTIAd
VSTAA [2 U2 0[noou1 ap s1sop A pLi2}onqozLL ap 01922 (Y "ouldsa auwy jap pSPuIO1q ap UPLIINPOLd D] U SDLI2IODGOZLL dP 01992 :§ DANSL]

S150p , STUSINGOTU BODIRINA]

1050 <o apeisag

= ™r ™
0
i
[y
-
T -
t

b=

=
5
g

b

A
-
o

;— A
s
Vol Sopepram) wyeio)y

“
2 2
() oage voos osa|

=
-

o
=

~
=

= o
9?<I

n

-
o
=

=]
“

o'
1]
or'o %
50
oT'o 7 o'l
ot'o m 051 w
£ T
oo 3 >
oo 5T
w'E
w0 o'
oo o'y
= HiEie TS0 Yigddde
q Y

79

Revista FAVE - Ciencias Agrarias 21 (1) 2022 |



L. L. Luna Castellanos et al.

no inoculadas. Las investigaciones realiza-
das por Baddour y Sakara (2020) en Sola-
num tuberosum cv. sponta demuestran que
la inoculacion de Azotobacter sp., incre-
mento significativamente en 8.39% la ma-
teria seca de las plantas. Las bacterias del
género Azotobacter constituyen un com-
ponente eficaz de la estrategia integrada de
nutricién vegetal, que contribuye positiva-
mente a la produccion agricola sostenible
(Delshadi et al., 2017). Tiene impactos be-
neficiosos en la produccion vegetal, debido
a su capacidad de fijar nitrégeno (Aasfar et
al., 2021), solubilizando fosfatos (Nosrati
et al.,2014) y a la secrecion microbiana de
fitohormonas estimulantes, como gibereli-
nas, auxinas y citoquininas (Arora et al.,
2018).

Por otra parte, los analisis estadisticos no
detectaron efecto significativo (p=>0.05) so-
bre el PFRESR de los factores en estudio o
la interaccion de estos (Figura 5A). No obs-
tante, la rizobacteria DSC1 B. licheniformis
en dosis de 2 mL"! estimuld en 31.67% la
acumulacion de biomasa fresca en las rai-
ces en relacion al control sin inoculacidn.
Las especies del género Bacillus son bacte-
rias endofiticas, aerobicas y formadoras de
esporas que presentan adaptabilidad a con-
diciones de estrés ambiental y huéspedes
(Kwon et al., 2021), es muy probable que
los efectos promotores del crecimiento de
estas PGPRs sobre la acumulacion de peso
fresco radicular se deban a la produccion
bacteriana de reguladores del crecimien-
to como el acido indol-3-acético (AIA),
también, puede atribuirse al aumento de la
adquisicion de nutrientes, como la solubi-
lizacion de fosfato (Gowda et al., 2018).
Los Bacillus producen exopolisacaridos, lo
cual, aumenta la capacidad de colonizacion
de raices y las ayuda a adherirse firmemente
a la superficie de la raiz (Niu et al., 2018).
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En cuanto a la variable peso seco radicu-
lar (PSECR) los analisis estadisticos deter-
minaron que la inoculacion de rizobacterias
bajo diferentes dosis de indculo no influye
de manera significativa (p>0.05) en este
parametro de crecimiento de las plantas de
flame espino. Los resultados obtenidos en
esta investigacion son similares a los ob-
tenidos por Sanchez-Lopez y Pérez-Pazos
(2018) quienes al evaluar bajo condiciones
controladas la DSC1 B. licheniformis y
DSC21 B. laterosporus no detectaron in-
crementos en el peso radical de las plantas
con respecto al control sin inocular trans-
curridos 60 dias después de la inoculacion.

Con relacion a la variable peso seco aé-
reo, los analisis estadisticos detectaron in-
teraccion significativa (p<0.0389) entre las
rizobacterias y las dosis de in6culo, por lo
tanto, la combinacion de estos dos factores
influye notoriamente sobre la produccion
de materia seca en el follaje de las plantas
de fiame espino. En la Figura 5B, se puede
apreciar que la rizobacteria DSC1 B. liche-
niformis fue la que produjo la mayor canti-
dad de materia seca (0.60 g). Esta rizobac-
teria puede incrementar en 22.22% el peso
seco aéreo al ser inoculada con una dosis de
6 mL"! (Figura 5C). Por lo tanto, B. licheni-
Jformis podria utilizarse como un bioestimu-
lante potencial para mejorar la productivi-
dad de los cultivos de fiame. Este hallazgo
esta respaldado por informes de Akhtar et
al. (2020), que demuestran que B. licheni-
formis FMCHOO01 recubierto en semillas de
maiz mejoro en 15% la acumulacion de ma-
teria seca en brotes y raices de las plantas
bajo condiciones de sequia. Esta bacteria
puede sobrevivir a condiciones estresantes
dada su alta competitividad en la rizosfera
del cultivo y su capacidad de formacion de
biopeliculas mediadas por Quorum Sensing
(QS) (Ortiz-Castro y Lopez-Bucio, 2019).
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Investigaciones recientes han informado
que especies del género Bacillus spp., tie-
nen la capacidad de producir fibras ami-
loides en la superficie de la raiz, lo cual,
constituye una estrategia para competir de
forma eficiente con otros microbios en la
rizosfera y colonizar mejor las raices de las
plantas, generando asi efectos beneficiosos
como aumentos en la produccion de ma-
teria seca del follaje y raices, tolerancia a
sequia y elaboracion de metabolitos secun-
darios (Arnaouteli et al., 2021).

La produccién de pigmentos fotosintéti-
cos de clorofila (unidades SPAD) no pre-
sento efecto significativo (p=>0.05) de la in-
teraccion de los factores (rizobacteria*do-
sis) o de su efecto individual, sin embargo,
se registraron incrementos en la produccion
con la inoculacion de las DSC1 B. licheni-
Jformis y DCR11 A. vinelandii (Figura 5D).
Estas rizobacterias generan efectos benefi-
ciosos para la produccion de fotoasimilados
en la planta de fame debido a que pueden
estimular la produccién de los mismos, la
DCRI11 A. vinelandii en dosis de 6 mL"' ge-
ner6 incrementos en 7.36% y DSCI1 B. li-
cheniformis auna dosis de 4 mL™! del 6.95%
en comparacion con las plantas no inocu-
ladas. Las rizobacterias con capacidad de
promover el crecimiento vegetal tiene la
capacidad de mejorar de forma indirecta la
produccion de pigmentos fotosintéticos en
la planta debido a que mejoran el suminis-
tro de CO, (Zhang et al., 2020).

CONCLUSIONES

La elaboracion de medios de cultivo
a partir de fuentes agroindustriales como
Azlicar comun y levadura seca favorece el
crecimiento y produccion de la fitohormo-
na citoquininas en las rizobacterias DSC1
B. licheniformis, DSC21 B. laterosporus y
DCRI11 A. vinelandii. Los medios de culti-
vo optimizados pueden ser empleados para
multiplicar las rizobacterias y realizar ino-
culaciones en plantas de fiame, generando
incrementos en los parametros de creci-
miento y produccién de pigmentos fotosin-
téticos. Por lo tanto, el uso de rizobacterias
con caracteristicas como PGPRs constituye
un enfoque prometedor para mejorar la re-
siliencia de los cultivos de fiame en la re-
gion Caribe de Colombia.
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