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RESUMEN

Hoy en dia la mayoria de los productos tienen interaccion con sustancias
quimicas y hablando de la industria agroalimentaria, el uso indiscriminado de
productos fertilizantes esta ocasionando un desequilibrio en la microbiota

nativa.

En el presente trabajo se realizé la optimizacién de acido indolacético obtenido
a partir de fermentacion microbiana, utilizando las cepas microbianas
denominadas “JR2” y “AR9”. Se evaluaron los parametros de pH, temperatura,
tiempos de incubacion y cantidad de triptéfano. Posteriormente, se evalud la
efectividad biolégica del &cido indolacético en papa a nivel in vitro.

Para conocer la produccion de las cepas se realiz6 una cinética a las 0, 4, 8,
24, 32, 48, 56, 72, 80, y 120 horas. Para la optimizaciéon, se evalu6 mediante
un disefio completamente al azar 6 pH’s distintos; en cuanto a la temperatura
se evaluo el efecto de 26, 28, 30 y 32° C en un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 4X6 utilizando el pH como factor. Para conocer la cantidad
de triptéfano éptima, se trabajé con las concentraciones de 100, 200, 500,
1000, 1500 y 2000 mg-L™.

El rendimiento de acido indolacético obtenido en cada parametro se determiné

mediante la técnica colorimétrica utilizando el reactivo de Salkowski.

De acuerdo a la optimizacion de produccién de AIA evaluado se observé que la
mayor produccién en promedio de esta fitohormona fue de 0.84 g-L™" a las 72
horas de incubacién, considerando un pH 6ptimo de 7.5, temperatura de 32 °C,
sin existir diferencias significativas entre las cantidades de triptéfano con 1000,
1500 y 2000 mg-L™.

Mediante un disefio experimental completamente al azar se evalud el efecto
biolégico del extracto bacteriano de AIA a diferentes concentraciones (0.25,
0.5, 1.0 y 2.0 ppm), mas un testigo, considerando diez repeticiones por

tratamiento, realizando la evaluacién por triplicado. Las concentraciones

7
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referidas se inyectaron al medio de cultivo MS (Murashige-Skoog, 1962)

considerando 5 mL de una suspension acuosa.

Los resultados muestran que el extracto bacteriano de AIA semipurificado
puede utilizarse en vitroplantas de papa a una concentracion de 1.0 ppm
teniendo un efecto positivo en la altura foliar (AF) de las vitroplantas de 4.82
cm y en el numero de explantes (NE) obtenidos a partir de segmentos de tallo
+ yema cultivados in vitro los que generaron 5.47 explantes/vitroplanta. Esta
misma concentracion también tuvo un efecto rizogénico influyendo en el
namero de raices (NR) generando 7.22 raices/vitroplanta, asi como en el peso
fresco (PF) y seco (PS) de las mismas, registrando 45.65 mg y 5.73 mg

respectivamente.

Esto indica que es factible generar acido indolacético (AIA) a partir de
fermentacién microbiana la cual puede ser determinada por colorimetria. Estos
extractos bacterianos pueden utilizarse como fitohormonas organicas para

promover el crecimiento de plantas y rizogénesis in vitro.

Palabras clave: microbiota nativa, tripto6fano, acido indolacético, in vitro, papa.
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1. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

Los reguladores de las plantas se definen como compuestos organicos diferentes
de los nutrientes que, en pequefas cantidades, fomentan, inhiben o modifican de

alguna forma cualquier proceso fisioldgico vegetal (Potrie, 2013).

El término hormona empleado correctamente se aplica exclusivamente a los
productos naturales de las plantas, mientras que el término regulador de

crecimiento refiere tanto a los productos sintéticos como a los naturales.

Estos productos actian de diversas formas, modificando el tamafio y/o forma del
fruto, acelerando o retardando la floracién, maduracién y coloracion, entre otras
(Potrie, 2013).

La eficacia de las fitohormonas de origen bioldgico se ha comprobado en diversos
estudios en los que se ha demostrado que su aplicacién produce un aumento en

los rendimientos y la calidad de las cosechas (Frankenberger and Arshad 1995).

Los reguladores de crecimiento de las plantas o fitorreguladores son compuestos
organicos de origen natural o sintético que, como ya se dijo, en pequefas
concentraciones aceleran, inhiben o modifican de alguna forma los procesos
fisiol6gicos de las plantas. El concepto de regulador de crecimiento es mas amplio
e incluye al de fitohormona cuando el regulador es producido por la misma planta
(Coleto, 1994).

Tras el descubrimiento del &cido indol-3-acético (AlIA) se produjo una verdadera
explosion de investigaciones en todo el mundo. De inmediato se desarrollaron dos
lineas de investigacion: una, de sentido puramente fisiolégico, causada por la
curiosidad de determinar los mecanismos de accién de esas sustancias en la
planta e interpretar los fendmenos de crecimiento que producen: dominancia
apical, fototropismo, geotropismo, abscision, etc. La otra linea de investigacion se
ha enfocado principalmente a las aplicaciones agricolas que tienen las

fitohormonas (Malavolta y Camargo, 1967).
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El hecho fundamental, es que modifican el metabolismo de los vegetales logrando
resultados que favorecen al hombre en su busqueda incesante de acrecentar la

produccion de alimentos, fibras y otros productos de origen vegetal (Potrie, 2013).

Las dos clases de hormonas mas importantes son las auxinas y las citocininas,
que controlan la formacién de la raiz, crecimiento del tallo y callo, aunque en
ocasiones también se han usado las giberelinas para inducir el alargamiento de
los tallos (Hartmann y Kester, 1987).
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1.2 JUSTIFICACION

En la actualidad, la mayoria de los productos hormonales tienen interaccion con
sustancias quimicas para poder alcanzar los estandares establecidos en la
industria agroalimentaria; el uso indiscriminado de productos fertilizantes, ha
ocasionado un desequilibrio de la microbiota nativa que cumple con funciones
importantes, provocando bajos rendimientos y aumento en los costos para el
agricultor y el ganadero. Una alternativa para promover el crecimiento de raices y
tallos es el uso de inoculantes microbianos (biofertilizantes), que contribuyen a la
recuperacion de las poblaciones existentes en el suelo y con ello a mejorar la

fertilidad de los mismos (Sarmiento, 2006; Vessey, 2003).

La agricultura moderna depende en gran medida del uso de sustancias quimicas
sintéticas. Sin los herbicidas sintetizados de forma quimica para controlar las
malezas y hormonas vegetales sintéticas para ayudar al crecimiento y a preservar
los frutos, se producirian menos alimentos y los costos de éstos podrian
incrementarse de manera considerable. Al mismo tiempo, existe una preocupacion
cada vez mayor respecto a que el uso intensivo de sustancias quimicas artificiales
en la produccién de alimentos pueda representar riesgos sanitarios 0 ambientales.
Por ejemplo la dioxina, subproducto de la sintesis de
un herbicida sistémico hormonal auxinico (2,4-D). Aunque el 2,4-D no parece ser
toxico para los mamiferos, la dioxina puede causar defectos de nacimiento,
enfermedad hepética y leucemia en los animales de laboratorio (Campbell et al.,
2001).

Por lo tanto, la dioxina es un peligro grave cuando se fuga al ambiente. Asimismo,
muchos consumidores estan preocupados en el sentido de que los alimentos
producidos con ayuda artificial, pudieran no ser tan sabrosos y nutritivos como los
cultivados de manera natural. Sin embargo, en la actualidad la produccion de los
alimentos organicos resulta relativamente cara. Estos asuntos involucran aspectos
tanto econémicos como éticos (Campbell et al., 2001). Las bacterias promotoras

de crecimiento vegetal representan una alternativa para mejorar el aporte
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nutricional de las plantas; dentro de los efectos benéficos se destacan, la
secrecion de reguladores de crecimiento (auxinas), mejorando los procesos de
germinacion de semillas, nutricion, desarrollo de raices, entre otros.

La inoculacion con estas bacterias generalmente implica costos mas bajos que el
empleo de fertilizaciébn quimica; ademas de generar un menor impacto ambiental
Bashan et al., 2004; Okon et al., 1995).

La utilizacion del Acido indolacético obtenido a partir de fermentacion microbiana
es una gran alternativa para la sustitucion de algunos hormonales obtenidos por

sintesis quimica.

Prado-Bustillo, 203



1.3 HIPOTESIS
El 4cido indolacético obtenido por cinética de fermentacion microbiana, ayudara a

mejorar la capacidad agrondmica del cultivo de papa in vitro.

1.4 OBJETIVO GENERAL
Optimizar la produccion de acido indolacético bajo fermentacidbn sumergida
utilizando bacterias promotoras de crecimiento y su evaluacién in vitro en una

especie de interés agricola.

1.4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

= Optimizar la produccién de acido indolacético evaluando parametros de pH,
temperatura y tiempos de incubacion.

= Evaluar el efecto de la concentracién de triptéfano, en la produccion de
acido indolacético.

» Evaluar la efectividad biol6gica del acido indolacético en papa a nivel in

vitro.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de hormonas de crecimiento vegetal

El concepto de hormona vegetal se deriva de los resultados obtenidos en
experimentos relativos al fototropismo de coleoptilos, efectuados por Darwin que
evidenciaron la existencia de una sefial transportadora en las plantas (Villalobos,
2006) (Figura 1).

Drarwin (18800

Intact seedling  Tip of coleoptile Opague cap
{curraturs) gxcisad on tip
[mo curvature) im0 curvature)

Figura 1. Experimento efectuado por Darwin.

Fuente: http://bmv.fcien.edu.uy

Al igual que los animales, las plantas producen hormonas en cantidades muy
pequefias, pero una pequefa cantidad de cualquiera de estas sustancias quimicas

puede tener efectos importantes en las células blanco (Campbell et al., 2001)

Las hormonas vegetales son responsables de integrar el crecimiento, el desarrollo
y la actividad metabdlica de las plantas. Si bien el vocablo “hormona” significa
“excitar”, sabemos que muchas hormonas también tienen efectos inhibitorios. Por
esa razon, las hormonas se consideran reguladores quimicos. Sin embargo, la
respuesta a un “mensaje” regulador determinado, depende de numerosos
factores: la estructura quimica de la hormona, la identidad del tejido especifico
sobre el que actia y como es recibido y el efecto conjunto de otras hormonas
(Curtis, 2006).

Las fitohormonas son compuestos organicos producidos por la misma planta, que
en bajas concentraciones regulan los procesos fisiologicos de aquellas (Villalobos,
2006).
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Son moléculas organicas sencillas que regulan la expresion de genes
determinados; son sintetizadas en diferentes partes de la planta y pueden ser
transportadas a otros sitios, actian como mensajeros quimicos, controlan el
crecimiento y desarrollo de la planta, responden a cambios ambientales y regulan
la expresion genética de la planta por lo que son capaces de desencadenar una
respuesta bioquimica, fisioldogica y morfoldgica (Aguilar et al., 2008). En las
plantas, como en los animales, estas vias conducen a respuestas celulares tales
como la activacion o desactivacion de los genes, la inhibicién o la activacion de las

enzimas, o los cambios en las membranas (Campbell et al., 2001).

Tan sélo unas pocas moléculas de una hormona pueden alterar el metabolismo y
el desarrollo de las células de una planta. Las hormonas hacen esto activando las

vias de sefal-transduccién en las células blanco.

Las hormonas estimulan el crecimiento al dar la sefial a las células blanco para
gue se dividan o se alarguen; algunas de las hormonas inhiben el crecimiento, al
disminuir la division celular o el alargamiento. Los efectos de una hormona
dependen de la especie de la planta, el sitio de accién de la hormona, la etapa de
desarrollo de la planta, y la concentracién de la hormona. En la mayor parte de las
situaciones, ninguna hormona actia sola en vez de ello, con frecuencia es el
equilibrio de varias hormonas vegetales, sus concentraciones relativas, el que
controla el crecimiento y desarrollo de una planta (Campbell et al., 2001) (Figura
2).
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Figura 2 . Dominancia Apical, Accion coordinada auxinas/citoquininas.

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal http://bmv.fcien.edu.uy

Gran parte de lo que sabemos acerca de las hormonas vegetales tiene una
aplicacion directa en la agricultura. El control de la maduracion del fruto y la
produccién de frutos sin semilla, son dos de los varios usos de estas sustancias
quimicas. Las hormonas vegetales también permiten a los granjeros controlar
cuando se desprenderan los frutos. Por ejemplo, las auxinas se usan con
frecuencia para prevenir que se desprendan los frutos de los naranjos y de los
toronjos antes de que puedan ser recolectados (Figura 3).

(A) Normal fruit (B) Achenes (C) Achenes removed;
removed sprayed with auxin

@

FLANT PHYSIOLOGY , Third Egiscn. Figure 1039 © 2002 Siniudr Associans, e

Swollen
receptacle <

Achene

Figura 3. Semillas removidas por la aspersion de auxinas.

Fuente: www.fagro.edu.uy
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La investigacién sobre hormonas vegetales ha tenido otros giros. Uno de los
herbicidas o controladores de maleza mas utilizados es el 2,4-D, una auxina
sintética que altera el equilibrio normal de las hormonas que regulan el crecimiento
de la planta. Debido a que las dicotiledéneas son mas sensibles a este herbicida
que las monocotiledoneas, el 2,4-D puede utilizarse para retirar de manera
selectiva a los dientes de ledn y otras malezas dicotiledoneas de hojas amplias de
un prado o de terreno de cultivo (Campbell et al., 2001).

2.1.1 Principales hormonas de crecimiento vegetal
2.1.1.1 Auxinas

Las auxinas promueven el desarrollo radicular al estimular la iniciacion de la raiz
en esquejes y su diferenciacion, lo cual es evidente con la aplicacién exdgena de
auxinas, donde la elongacion de la raiz se ve disminuida cuando su concentracion
es baja. Son reconocidas como estimulantes de la produccion de etileno en varios
tejidos, incrementa el tamafio de los frutos al estimular el crecimiento de las
células, ya que actuan sobre la elongacién y la division celular jugando un papel

fundamental en el crecimiento de 6rganos y frutos (Salisbury et al., 1994).

2.1.1.2 Citoquininas

En 1913 Gottlieb Haberlandt descubri6 un compuesto en el floema con la
capacidad de estimular la division celular, trabajo que fue extendido en 1954 por
Jablonski y Skoog. Fue solo hasta 1955 cuando Millar, aislé el compuesto y tomd
su nombre por estimular la division celular y el proceso de citoquinesis (Davies,
1988) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de citoquinina,

Fuente: www.plant-hormone info.

Las citoquininas estimulan la formacién de brotes, promueven la division celular,
ayudan a la germinacion, inhiben el alargamiento del tallo, estimulan el crecimiento
de los brotes laterales y retardan el envejecimiento de las hojas (Purves et al.,
2002; Salisbury, 1994).

2.1.1.3 Etileno

En 1935, Crocker propuso al etileno como regulador del crecimiento vegetal tras
varios afios de observacion como regulador y como producto sintetizado por la
planta (Davies, 1988).

Hoy en dia es reconocido como un regulador del crecimiento vegetal de tipo
gaseoso que promueve la senescencia, se produce en todas las partes de la
planta y esta involucrado en la maduracién de los frutos al promover la
senescencia lo que acelera la maduracion, interviene en el mantenimiento del
gancho apical en plantulas, en la diferenciacién de la raiz y hojas, en la formacion
de raices adventicias y estimula la maduracion de los frutos (Purves et al., 2002;
Salisbury, 1994) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica del Etileno.

Fuente: www.plant-hormone info.

2.1.1.4 Acido Abscisico (ABA)

En 1963 fue identificado y caracterizado por Frederick Adicto, mientras estudiaba
el compuesto responsable de la abscision de la los frutos en el algodén. El &cido
abscisico promueve la acumulacion de las proteinas de almacenamiento en las
semillas (Davies, 1988).

Inhibe el alargamiento del tallo, regula el intercambio de gas (CO,) y vapor de
agua entre las hojas y la atmdésfera mediante sus efectos sobre los estomas, ya
gue estimula la oclusion de los estomas generalmente inhibe la funcidon de otras
enzimas como sucede con las giberelinas. (Purves et al., 2002; Salisbury, 1994)
(Figura 6).

(A)

Figura 6. ABA: Cierre de estomas.

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal http://bmv.fcien.edu.uy
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2.1.1.5 Giberelinas (GAs)

Las GAs son determinantes en el control de la elongacion del tallo, también
modifican sustancialmente los procesos reproductivos de los vegetales,
participando en el control de la induccién de la floracion la cual se ha estudiado en
Arabidopsis thaliana en la produccion, crecimiento, y desarrollo de los frutos
(Phillps, 1998). Asi mismo sustituyen los requerimientos de luz o frio que precisan
muchas de las semillas para germinar (Azcon and Bieto, 2000; Salisbury, 1994).

2.1.2 Generalidades de Auxinas
Desde la antigiedad, los naturalistas notaron que las plantas tienen capacidad de
moverse en respuesta a la luz. Las auxinas fueron una de las primeras hormonas

vegetales descubiertas (Curtis, 2006).

El termino auxina se usa para describir una clase de sustancias quimicas cuya
funcién principal es promover el alargamiento de los tallos en desarrollo. Varias
auxinas se encuentran de manera natural en las plantas, y muchas otras han sido

sintetizadas por los quimicos (Campbell et al., 2001) (Figura 7).

Apice

Auxina

(en rojo
r—4 |
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Figura 7. Auxinas promoviendo el crecimiento de las células en los tallos.

Fuente: Biologia y Geologia 1° BCN http://ratonlaser.blogspot.mx/2013/02/fototropismo.html
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La curvatura hacia la luz, o fototropismo positivo, es una de las respuestas mas
evidentes de las plantas. El estudio del fototropismo dio lugar a numerosos
experimentos que llevaron a dilucidar el papel asi como la estructura de las

hormonas vegetales y sus efectos (Curtis, 2006) (Figura 8).

Cell elongation

Growing
\tip

Bending occurs
below the growing tip. |

T 7T
[
Figura 8. Auxinas y su respuesta a la luz (Fototropismo).

Fuente: Biologia y Geologia 1° BCN http://ratonlaser.blogspot.mx/2013/02/fototropismo.html

Fueron Charles Darwin y uno de sus hijos, Francis, quienes en 1880 realizaron
uno de los primeros experimentos sobre fototropismo trabajando con plantulas de
gramineas, identificaron las zonas especificas de las plantas que perciben el
estimulo responsable de la curvatura hacia la luz. Los Darwin concluyeron que la
exposicion a una luz lateral causaba alguna “influencia” que se transmitia desde la
parte superior a la inferior del apice del vastago y que, ademas, provocaba su

curvatura.

En 1926, el fisidlogo botanico holandés Frits W. Went (1903-1990) logré colectar la
hasta entonces intangible “influencia” en pequefios bloques de agar. A partir de
una serie de ingeniosos experimentos, Went pudo concluir que el estimulo que
provoca la curvatura de las plantas es quimico. Lo llamé auxina, a partir de la
palabra griega auxein, “incrementar”. Poco menos que una década después de los
experimentos de Went, en 1934 el fisidlogo vegetal Kenneth V. Timan (1904-1997)
aislo y purificd la primera auxina. La denomino acido indolacético (AIA) (Curtis,
2006).
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Durante mucho tiempo se considerd al AIA como la Unica auxina natural en las
plantas (Villalobos, 2006).

2.1.3 La Funcion de Auxinas
Las auxinas desempefian un papel decisivo en muchos procesos del desarrollo
vegetal como crecimiento, tropismos, enraizamiento de esquejes, diferenciacion

vascular, etc. (Figura 9).

Figura 9. Enraizamiento de esquejes en Sauce llorén.

Fuente: http://www.portalbonsai.com/historico/categoria.asp

Teniendo en cuenta la localizacion de la biosintesis de la auxina (apice del tallo,
hojas), se debe considerar que el transporte de la hormona desde los lugares de
biosintesis hasta los tejidos y 6rganos implicados en las respuestas puede resultar

clave en estos procesos.

Las auxinas generalmente producen: alargamiento y expansion de los tejidos,
division celular (formacién de callo), ademéas formacion de raices adventicias;
inhibicién de la formacion de vastagos axilares y adventicios y frecuentemente
inducen embriogénesis en los cultivos en suspension (Bidwell, 1979; Kyte, 1983;
Pierik, 1990).
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Hoy se sabe que las auxinas participan en muchas respuestas de las plantas
ademas de la respuesta fototropica, como la formacion de raices adventicias y la
elongacion de tallos y raices. Las auxinas se sintetizan, principalmente, en los
meristemos apicales de los vastagos y circulan dentro de la planta en una sola
direccion, desde el apice del tallo a la raiz o desde el apice de la raiz hacia la base
de la planta (Curtis, 2006) (Figura 10).

Figura 10. Formacion de raices adventicias lzquierda: tratamiento con AlAy testigo.
Fuente:http://bmv.fcien.edu.uy

Con frecuencia, se utilizan dosis grandes de auxinas de manera intencional para
promover la caida prematura del fruto. Por ejemplo, se puede asperjar auxinas en
los manzanos y en los olivos para entresacar los frutos en desarrollo; los frutos

restantes creceran mas grandes.

En combinacién con las auxinas, las giberelinas se usan para producir frutos sin
semilla (Campbell et al., 2001).

Bidwell (1979) resume de la siguiente manera las funciones en las que participan

las auxinas (Figura 11):

- Formacion de érganos (interactla con las citocininas)

- Organizacién de tejidos (interactia con otros factores)

- Estimulacion de la division celular (interactta con las citocininas)

- Alargamiento celular (estimula a través de la secrecion de protones)

- Relajacién de la pared celular (estimula a través de la secrecidén de protones)
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- Sintesis del RNA y de las proteinas

- Direccion del transporte

- Efectos enziméaticos

- Produccion de etileno

- Respuestas trépicas y nasticas (a veces quiza debidas al etileno)
- Dominancia apical

- Prevencion de la abscision

Figura 11. Alargamiento Celular.

Fuente: Biologia y Geologia 1° BCN http://ratonlaser.blogspot.mx/2013/02/fototropismo.html

2.1.4 Acido indolacético

Después de que el acido indol-3-acético (AlA), ya conocido desde 1886, fue
aislado de la orina (1934) e identificado como la auxina descubierta por Went en
1928, se produjo una verdadera explosion de investigaciones en todo el mundo,
no solo por el gran interés despertado por este nuevo campo de investigaciones,
sino también por la facilidad de obtencion de las fitohormonas sintéticas, que
comenzaron a ser producidas en condiciones comerciales (Audus, 1964; Malavolta
y Camargo, 1967) (Figura 12).
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Acido-3-indolacético

Figura 12. Estructura del acido indolacético.

Fuente: Soberdn J. R., et al 2008.

El acido indolacético (AlIA) es la auxina natural mas importante, aunque existen
otros compuestos denominados auxinas sintéticas que producen efectos similares
al AlA y se utilizan en la practica agricola. Algunas auxinas, como el propio AlA,
son sintetizadas por algunos microorganismos como Azospirillum sp., Azotobacter,

Pseudomonas, Rhyzobium, etc (Patten and Glick 1996).

El AIA es sintetizado en la planta a partir del L-tripté6fano, que puede estar libre o

formando parte de proteinas (Soberén J. R et al., 2008).

2.2 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Los primeros mecanismos propuestos para la promocién bacteriana del
crecimiento vegetal han sido relacionados con el metabolismo del nitrogeno, a
través de la fijacion biolégica en condiciones de vida libre o por el incremento de la
actividad nitrato reductasa en condiciones endofificas, pero han tenido una menor

significancia agronémica respecto de lo que se esperaba inicialmente.

En contrapartida, uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad
para explicar la promocion del crecimiento vegetal, estaria relacionado con la
capacidad de este microorganismo para producir o metabolizar compuestos del

tipo fitohormonas, tales como acido indol acético; citocininas (Tien et al., 1979);
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giberelinas (Bottini et al., 1989) y etileno (Strzelczyk et al., 1994), asi como de
otras moléculas reguladoras del crecimiento vegetal, tales como el acido abscisico
(ABA) (Perrig et al., 2007) y la diamina cadaverina (CAD) (Cassan et al., 2003).
En un ensayo preliminar realizado por Lara (2011) con la bacteria que mostré la
mejor produccion de auxina del género Azotobacter sp. se determiné el efecto de
diferentes concentraciones de in6culo (1x10°%; 1x10"; 1x10® UFC/mL) en la longitud
del tallo y longitud de hojas de pastos Angleton (Dychanthium aristatum).

Los resultados demostraron que el 67,66% de las plantas inoculadas con la cepa
nativa, presentaron mayor promedio en altura del tallo, longitud de hojas y un
notable desarrollo vegetativo de la planta.

Por otro lado la bibliografia en general considera a Azospirillum sp. como uno de
los géneros de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal mas estudiados
en la actualidad debido a su capacidad de mejorar significativamente el
crecimiento y desarrollo, asi como el rendimiento de numerosas especies
vegetales de interés agricola (Bashan et al., 2004). Uno de los principales
mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la promocion del
crecimiento vegetal en plantas inoculadas con Azospirillum sp., se relaciona con
su capacidad de producir y metabolizar compuestos reguladores del crecimiento
vegetal o fitohormonas (Okon and Labandera 1994). En tal sentido, sabemos que
cerca del 80% de las bacterias aisladas de rizosfera son capaces de producir
compuestos del tipo acido indole-3-acético (Cheryl and Glick 1996).

Azospirillum sp. es una bacteria fijadora de nitrogeno de vida libre, aislada de la
rizosfera y del espacio intracelular de la raiz de varias plantas. Muchos reportes
han mostrado un mejoramiento del crecimiento de la planta y la producciéon de
granos por la inoculacién de Azospirillum sp. a la planta. La respuesta observada
se ha atribuido a varios mecanismos que pudieran operar simultaneamente entre
ellos: la produccion por la bacteria del acido indol-3-acético (AlA) (Bashan, 1990)
(Dobblelacre et al., 2001).
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El género Azospirillum sp. son bacterias Gram negativas heterotroficas, fijadores
de nitrégeno de vida libre, pertenecen a la subclase a de las proteobacterias. Es
considerada una bacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPB), por el
beneficio obtenido posterior a la inoculacion de la bacteria, en una amplia variedad
de plantas (Bashan, 1990; Dobblelacre et al., 2001).

La inoculacion con PGPB modifica el sistema radicular por un mecanismo o
mecanismos aun no completamente establecidos; sin embargo, éste se atribuye al
menos en parte, a la produccién por la bacteria de sustancias que regulan el
crecimiento vegetal, conduciendo a un incremento en el numero de raices
laterales y pelos radicales, aumentando la superficie disponible para la absorcion
de nutrientes y el flujo de protones en la membrana de la raiz, lo que promueve la
captacion de agua y minerales (Bashan, 1990; Okon and Itzigsohn, 1995; Okon
and Kalpunik, 1986).

La inoculacion con estas bacterias generalmente implica costos mas bajos que el
empleo de fertilizacion quimica; ademas de generar un menor impacto ambiental
(Bashan et al., 2004; Okon et al., 1995).

Azospirillum sp., un ejemplo de bacteria promotora de crecimiento vegetal,
produce principalmente acido indol-3-acé-tico (AIA) y en menor cantidad &cido
indol-3-butirico (IBA) citocininas y giberilinas (Bottini et al., 1989; Hartmann et al.,
1983; Martinez et al., 2003; De Troch et al., 1997) (Figura 13).

CH,COOH [~ (CH.),COOH

™,
N N

H H
Acido indol-3-acético (AlA) Acido indol-3-butirico (IBA)

Figura 13. Estructura quimica de las principales auxinas producidas por bacterias
promotoras de crecimiento vegetal.
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2.3 Optimizacion de &cido indolacético

Una etapa decisiva en la produccion microbiolégica de fitohormonas es la
determinacion de su rendimiento, lo que implica la puesta a punto de métodos de
separacion y cuantificacion de la hormona presente en los caldos de fermentacion
(Castillo et al., 2005).

La produccion de AIA depende de la especie, las cepas, las condiciones de
cultivo, concentraciéon de Triptéfano, pH, oxigenacion y la fase de crecimiento
(Crozier et al., 1988; Omay et al., 1993). La cepa A. brasilense UAP 154 aislada
de maiz, produce AIA y en menor cantidad IBA. (Martinez et al., 2003). La
produccion de AIA es Optima bajo los siguientes pardmetros: Cultivo adicionado
con Trp, oxigenacion, pH 5.5, e inicio de la fase estacionaria (Crozier et al., 1988;
Ona et al., 2005).

Asimismo, la adicion de las vitaminas piridoxamina y acido nicotinico, al medio de
cultivo favorece la produccion de AIA. La sintesis de AIA es estimulada por
factores de estrés como: la limitacibn de fuente de carbono y condiciones de
microareofilia (Zakharova et al., 2000).

2.4 Origen del Cultivo de papa
La papa (Solanum tuberosum L), es originaria de Sudamérica, de la zona andina
comprendida entre Ecuador, Peru y Bolivia. Su existencia data desde el afio 2500
a. C., en la época de los egipcios. Este cultivo fue domesticado por los incas o
civilizaciones preincaicas muchos miles de afios antes de la llegada de los
espafioles en 1537 (SEP, 1983).

En México desde 1925 se registraron estadisticas de produccién en este cultivo;
pero fue hasta el aflo de 1946 con la llegada de John S. Neiderhauser, de la
fundacion Rockerfeller, en donde se le dié mayor impulso a la papa porque se
encontraron buenas condiciones climaticas para este cultivo; principalmente, en

los Valles Altos de la Meseta Central de este pais. Siendo la regién de Leon,
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Guanajuato, Distrito Guerrero en el Estado de Chihuahua y en Navidad, Nuevo
Ledén en donde se empez6 a sembrar este cultivo en forma extensiva (Baez,
1983).

2.4.1 Produccion de papa

La produccion media de papa a nivel mundial en el afio 2002 fue de 15.7 ton/ha,
los altos rendimientos fueron mostrados por los paises bajos seguidos por Estados
Unidos de Norte América (USA) con 45 y 40.5 ton/ha respectivamente; México se
ubicé en la posicion namero 37 con 23.1 ton/ha (Espinoza et al., 1985).

El mejor promedio de rendimiento de papa en el afio 2002 en el Continente
Americano lo obtuvo USA, seguido de Argentina y Canada con 45.0, 27.3 y 24.3
ton/ha respectivamente, México ocupo el sexto lugar con 23.1 ton/ha mientras que
Bolivia y Paraguay obtuvieron bajos rendimientos con 7.0 y 6.1 ton/ha

respectivamente (Espinoza et al., 1985).

En México la papa (Solanum tuberosum L.) es una de las hortalizas de mayor
importancia. Anualmente siembran alrededor de 63,800 hectareas con una
produccion de 1,483.000 ton/afio. Los principales estados productores son:
Chihuahua, Coahuila, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Nuevo Ledn, Estado de
México, Sinaloa, Sonora y Zacatecas. En la region de Coahuila y Nuevo Leén, se
cultiva el 7 % de la superficie total nacional con un rendimiento promedio de 30-40
ton/ha (SAGARPA, 2002) (Figura 14).

Figura 14. Principales Estados Productores de Papa en México.

Fuente: Andnima, datos de la SIAP.
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En Coahuila y Nuevo Lebn siembran anualmente 6500 hectareas de papa,
registrando una producciéon de 30 ton/ha, rendimiento considerado alto para este
cultivo en México. A pesar del alto rendimiento que se registra en la zona papera
del noreste, el beneficio econdmico para los productores se reduce porque estos
invierten entre el 25 y 35% del costo del cultivo. Este costo se debe a que la
mayoria de los productores carecen de semilla sana de variedades y/o clones
tolerantes a enfermedades y/o resistentes a condiciones adversas para la region
(Parga et al., 2007; Villavicencio, 2005).

2.4.2 Superficie Cosechada de cultivo de papa

La superficie cosechada ha seguido el mismo comportamiento que la superficie
sembrada. Sinaloa es el estado que mayor superficie cosechada aporta, en
promedio 12 mil hectareas. En 2007, Chihuahua ocup6 el tercer lugar y el Estado
de México el cuarto. El afio en que menor superficie se cosecho fue 2006, siendo
ésta de 61.2 mil hectéreas, lo que representa, 1.7 miles de hectareas menos que
en 2005, aproximadamente. Los estados en los que se observdO de manera
importante esta disminucién fueron: Sinaloa y Sonora, principalmente
(SIAP/SAGARPA, 2002).

Por el contrario, en 2001 se alcanza el nivel mas alto en este rubro: 68.3 miles de

hectareas, 0.3 mil hectareas mas que en el afio 2000 (Figura 15).
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Superficie Cosechada de Papa
(Miles de Hectareas)
1997-2007

—— SINALOA ~#— SONORA —— CHHUAHUA - MEXICO
~— GUANAJUATO —— NUEVO LEON —+—OTROS

Fuente: Sendcio de Informacion Agroalimentana y Pesquera , SIAP/SAGARPA.

Figura 15. Superficie cosechada de Papa en México. Fuente: Servicio de Informacion
Agroalimentaria 'y Pesquera, SIAP/SAGARPA.

2.5 Produccion de Vitroplantas en laboratorio

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste esencialmente en aislar
una porcion de la planta (explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones
fisicas y quimicas apropiadas para que las células expresen su potencial
intrinseco o inducido. Para esto se requiere de un medio de cultivo y condiciones
apropiadas para promover el crecimiento del explante. Lo anterior debe llevarse a
cabo en forma aséptica, es decir el cultivo debe estar libre de contaminantes,

bacterias y hongos principalmente (Morozava et al., 1978) (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Ejemplo de Cultivo de tejidos vegetales.

explante

n planta madre
{
0
{
W=2

cultivo

l vitroplanta

plantula (clon)

Figura 17. Cultivo de vegetales, explante.

Fuente: cultivodevegetales.blogspot.mx
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2.5.1 La funcion de los reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro

En el cultivo in vitro de las plantas superiores, los reguladores de crecimiento
juegan un papel muy importante puesto que actualmente se reconoce que la
mayor parte (si no la totalidad) de la actividad fisiologica esta mediada por éstos
(Devlin, citado por Hurtado y Merino, 1991). Se puede decir que el cultivo in
vitro es generalmente imposible sin reguladores: ya sea para conseguir el

alargamiento y/o la division celular (Pierik, 1990).

De los reguladores de crecimiento conocidos, los mas importantes en el cultivo
de tejidos vegetales son: auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscicico; los

cuales pueden influir en multiples procesos (Torres, 1988).

Las diferencias en los requerimientos de reguladores de crecimiento para la
multiplicacion de brotes y la produccion de callo depende del genotipo, tipo y
concentracion de los reguladores de crecimiento (Uddin et al., 1988) asi como
de las hormonas endogenas de los explantes (Reynolds et al., 1982; Gulati y
Jaiwal, 1992).

2.5.2 Reguladores de Crecimiento mas Comunes Utilizados en Cultivo In
Vitro

De las auxinas "naturales", el AlA es el compuesto de mayor utilizacion (Torres,
1988; Scott, citado por Krikorian, 1991a). Sin embargo, existen otras auxinas
también llamadas "naturales", que incluyen al indol-3-acetonitrilo, etilindol-3-
acetato, indol-3-carboxialdehido, indol-3-alcetaldehido, indol-3-acetamida, acido
indol-3-carboxilico, acido indolpropiénico, acido 5-hidroxiindol-3-acético, acido
indol1-3-acetilaspartico (Krikorian, 1991a).

Otras sustancias que provocan un efecto fisiologico similar y que han sido
producidas quimicamente; son las llamadas "auxinas sintéticas", entre las
cuales el 2,4-D, el ANA y el AiB se encuentran ampliamente disponibles y su
utilizacion es muy comun. En relacion al AIA se les considera mas activas.

Existen también muchos compuestos de amplia utilizacion que son derivados
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de los &cidos fenilacético o fenoxiacético (clorosustituidos) (Pierik, 1990;
Krikorian, 1991a).

En los estudios in vitro también han sido utilizados a bajas concentraciones el
acido 4-clorofenoxiacético o acido p-clorofenoxiacético (4-CPA, PCPA), acido
(2,4,5,-triclorofenoxi) acético (2,4,5-T), acido 3,6-dicloro-2-metoxi benzoico

(Dicamba), y el &cido amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (Torres, 1988).

Con respecto a las citocininas, Murashige (1974) y Kyte (1983) consignan a la
cinetina, iso-pentil adenina (2iP, también llamada 6-(y,y-dimetilalil) aminopurina
y la benciladenina (BA, o bencilaminopurina, BAP) como las mas disponibles ya

gue son manufacturadas sintéticamente.

2.6 Micropropagacion
Existen conceptos tan sencillos de micropropagacion como los expresados por
Villalobos y Thorpe (1991), quienes sefalaron que "la micropropagacion es

practicamente una multiplicacion masiva in vitro".

Originalmente, la micropropagacion se defini6 como "cualquier" procedimiento
aséptico que comprende la manipulacion en las plantas, de érganos, tejidos o
células que produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto
del proceso sexual normal como de la propagacion vegetativa no aséptica que

se practica convencionalmente (Krikorian, 1991b).

De igual forma, Hartmann y Kester (1987) definen la micropropagacién como un
proceso que consiste en producir plantas a partir de tejidos o células cultivadas
asépticamente en un tubo de ensaye 0 en otro recipiente en que se puedan

controlar estrictamente las condiciones de ambiente y la nutricién.

Esta demostrado que bajas concentraciones de fitohormona son capaces de
estimular el desarrollo vegetal y altas concentraciones inhiben y reducen la
zona de alargamiento, teniendo en cuenta que los microorganismos nativos
estan adaptados a condiciones y ambientes propios, solo realizando bioensayos
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“in vitro” se podria encontrar la dosis adecuada y comprobar el efecto ejercido

sobre los cultivos a aplicar (Hernandez, 2002; Rodriguez et al., 2005).
2.6.1 Micropropagacion en Papa

Espinoza et al., (1985) y Lépez-Delgado (1999), mencionan que la produccién
de papa se ve limitada por la falta de semilla de calidad libre de patégenos. En
la agricultura el cultivo de tejidos puede abarcar varios aspectos; propagacion
clonal, eliminacion de virus y almacenamiento de germoplasma. El cultivo de
tejidos como técnica consiste esencialmente en aislar una porcién de la planta
(explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Es
necesario ademas adoptar procedimientos de asepsia para mantener los

cultivos libres de contaminacioén microbiana.

El cultivo de tejidos en papa permite:
a) Generar un banco de germoplasma con material sobresaliente.

b) Propagar clonalmente un gran niamero de plantulas libres de patégenos en

corto tiempo.

c) Realizar la micropropagacion todo el afio o bien programar la produccion
para periodos cuando exista mano de obra disponible.

d) Conservar material en condiciones controladas.
e) Contar con material para propagacion y/o exportacion permanentemente.

f) Emplear poca mano de obra (Lépez et al., 1998; Escalante, 1989).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Descripcion del area experimental
3.1.1 Cuantificacion, caracterizacion y optimizacion

Esta se realiz6 en los laboratorios de Biologia Molecular, fitoquimicos y
Microbiologia de la empresa Biorganix Mexicana S. A de C. V, ubicada en el
municipio de Ramos Arizpe Coahuila, abarcando cuatro etapas las cuales se
describen a continuacion (Figura 18).

Evaluacion del

Origen de la

cepa.

Cuantificacion y
caracterizacion de
promotores de
crecimiento a
partir de extractos
de crecimiento

productividad de

efecto bioldgico
de extractos
obtenidos en la
optimizacion en
germinacion in
vitro a diferentes

bacteriano por
métodos
analiticos.

promotor de
crecimiento.

concentraciones
en plantulas.

\J

Figura 18. Diagrama de flujo empleada para la obtencion de AIA y su evaluacion en
plantas.

3.1.2 Evaluacion del efecto biolégico de extractos bactrianos parcialmente

purificado con presencia de acido indolacetico.

La fase de evaluacion del efecto bioldgico de los extractos bacterianos de AlA
se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Ubicada en el municipio de Saltillo, Coahuila.
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3.2 Etapa I: Optimizacién de la produccion de &cido indolacético
evaluando pardmetros de pH, temperaturay tiempos de incubacion.

3.2.1 Produccién de promotores de crecimiento

Aislamiento de promotores de crecimiento.- Las bacterias promotoras de
crecimiento se aislaron a partir de plantas de graminea (Zea mays) por personal
de la compafia Biorganix Mexicana S. A de C. V. Se utiliz6 el medio de
bacterias fijadoras de nitrogeno (Nfb) modificado por Weber (1999) (pH: 5.5)
adicionado con: 3 g-L™* de acido mélico + 2 g-L™* glucosa + 5 mL (solucién 10%)
de Ko;HPO,4 + 2 mL (solucién 10%) de MgSO4-7H,O + 2 mL (solucién 1%)
CaCl,-2H,0 + 2 mL verde bromocresol (0.5%) y 2 g-L™* agar. Medio JMV (pH
4.5) adicionado con: 3 g-L™ de manitol + 2 g-L™* de sacarosa + 2 mL K,HPO,
(solucién 10%) + 15 mL KH,PO, (solucién 10%) + 2.2 g-L™* de agar. Estos
medios se utilizaron para el aislamiento de bacterias microaerdfilas que se

desplazan a zonas con tension de oxigeno.

Para aislamiento de bacterias aerobias se utiliz6 el medio Ashby (pH 5.8)
(Becking, 2006) adicionado con: 5 g-L' de sacarosa + 5 g-L™* de glucosa + 0.2
g-L? de KH,PO4+ 0.2 g-L™* de MgS0Oy,, 0.2 g-L de NaCl + 0.2 g-L™* de CaSO.,
+5g-L"! de CaCO3 + 15 g-L* de agar. Ademas, se probé medio Burk y Jensen
para el aislamiento de géneros Rhizobium y Azotobacter sp.

Las pruebas se realizaron por triplicado y se incubaron a 30 °C por 5 dias o
hasta observar crecimiento, los tubos de ensayo con velo en la parte superior y
cajas petri con crecimiento de colonias, se transfirieron a medio sélido NFB para

su aislamiento y purificacion.

Se realizaron resiembras sucesivas para purificar las bacterias en medio NFB y
en cristal violeta para continuar su purificacion (Agar nutritivo, cristal violeta 1%
10 uL-mL™).
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3.2.2 Produccién de acido indolacético (AlA)

Una vez teniendo las cepas purificadas se procedio a la produccion de &cido
indol acético (AlA) de acuerdo al método propuesto por Sachdev et al., (2009)
utilizando medio LB modificado por Atlas (1946) elaborado con: 10 g-L* de
triptona +, 5 g-L™! de extracto de levadura y 5.8 g-L™* de NaCl adicionado con
triptéfano 1 mg-mL™. A este medio se adicionaron 100 uL de bacterias
promotoras de crecimiento crecidas durante 18 horas a 28°C (540 nm, densidad
optica: 0.5). Posteriormente, se trasfirieron a 100 mL de medio de cultivo en
matraces de 250 mL previamente esterilizados y se dejaron en agitacion
constante a 150 rpm durante 96 horas a 28°C para la produccion del AlA.

3.2.3 Cuantificacién de acido indolacético por métodos colorimétricos
Para la cuantificacion de AIA los cultivos se centrifugaron por 10 minutos a
14000 rpm para mantener el caldo libre de células y se les afiadio el reactivo
de Salkowski (600 mL de H,SO,4 18M + 4.5 g de FeCl; anhidro y se completd
hasta 1 L con agua destilada) de acuerdo a lo proporcionado por Rives et al.,
(2009) en una relacién 1:1. Estos cultivos se incubaron a temperatura ambiente
por 30 minutos y se determiné la absorbancia a 530 nm en un espectofotémetro
(Genesys 20, Thermospectronic) (Figura 19). Paralelamente se elaboré una
curva patrén con AIA sintético (grado técnico) a concentraciones de 0.007
mg-mL™* hasta 0.25 mg-mL™.

Figura 19. Espectrofotdémetro utilizado para la determinacién colorimétrica.
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3.1.2.1 Curva Patrén de Acido Indolacético

Para la realizacion de la curva de reactivo Salkowsky, se procedié a hacer una

solucion madre de AIA estandar a las concentraciones indicadas en el Cuadro 1

(Figura 20).

Cuadro 1. Curva patrén de AlA y absorbancia promedio de las muestras.
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Absorbancia

0.40
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1 Absorbancia
mg-mL bpm 530 nm
0.005 5 0.185
0.01 10 0.342
0.015 15 0.495
0.02 20 0.596
0.025 25 0.689
0.03 30 0.834
0.035 35 0.934
0.04 40 1.063

y =24.416x +0.1048
R2 =0.9907
o
& Seriesl
—— Lineal (Series1)
e
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Concentracién mg-mL?

Figura 20. Curva de calibracién de reactivo Salkowski.
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3.2.4 Cinética de fermentacidén microbiana

Las bacterias se inocularon con 100 pL de la suspension bacteriana ajustada a
una densidad optica de 0.5 a 540 nm en medio de cultivo liquido Luria Bertanii
(LB), el cual se prepar6 con: 1 g-L™ de tristona + 5.8 g-L™* de NaCl + 5 g-L™ de
extracto de levadura y se le adicioné triptéfano a una concentracién de 1 g-L™* a
un pH de 7.0 + 2. Se colocaron 100 mL de esta muestra en matraces de 250
mL, las cuales se nombraron como JR y AR9. Estas se denominaron asi por el
medio de cultivo utilizado JR2= Jensen de raiz dilucién 2, y AR9= Ashby de
raiz, dilucion 9. Con tres repeticiones cada una. (JR1, JRz, JR3 y AR9; AR9,,
AR93). Teniendo asi 6 matraces en total.

Se tomaron muestras por triplicado ya que una se utilizé para conocer su
densidad éptica en espectofotometro (Genesys 20, Thermospectronic) a 540
nm, otra se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos (microcentrifuga,
Spectrafuge 16M) y posteriormente se utilizé para determinar el crecimiento
microbiano por colorimetria utilizando el reactivo de Salkowski (600 mL de
H,SO, 18M, + 4.5 g de FeCl; anhidro y se completé hasta 1 L con agua
destilada) de acuerdo a lo proporcionado por Rives et al., (2009) en una
relacion 1:1. Se dejé incubando por 30 minutos a temperatura ambiente y
después se leyéo en espectofotbmetro a 530 nm (Genesys 20,
Thermospectronic), realizandose cada tiempo por duplicado. La tercera muestra
se congelé y posteriormente se envio al CINVESTAV unidad Saltillo,
departamento de Recursos Naturales para su analisis por HPLC (Figuras 21,
22,23y 24).

50
Prado-Bustillo, 203



Figura 21. Muestras que se utilizaron para conocer su densidad o6ptica.

Figura 22. Muestras Centrifugadas en Spectrafuge 16M.

Figura 23. Centrifuga utilizada Spectrafuge 16M.

5t
Prado-Bustillo, 203



. ',,// "j/aga;.;-

Figura 24. Muestras listas para leerse en espectrofotometro, Genesys 20,
Thermospectronic.

3.2.5 Cuantificacién y caracterizacién de promotores de crecimiento
obtenidos en la cinética de fermentacién microbiana.

Se tomaron muestras de 1 mL de los 100 mL del caldo de cultivo microbiano
gue se encontraban en los matraces de 250 mL ya mencionados, a las 8, 24,
32, 48, 56, 72, 80 y 96 horas después de la inoculacion. Las muestras antes
descritas se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos (microcentrifuga,
Spectrafuge 16M) tomando del sobrenadante una alicuota de 1 mL la cual se
puso en tubos de ensaye y de éstos se tom6 500 pl y se pasaron a otros tubos
de ensaye, teniendo asi cada muestra por duplicado de 500 ul cada una para la
determinacion cuantitativa de AIA. A los cultivos libres de células se les afadio
el reactivo de Salkowski (600 mL de H,SO, 18M, 4.5 g de FeCl; anhidro y se
completé hasta 1 L con agua destilada) de acuerdo a lo proporcionado por
Rives et al., (2009), sometiéndolos asi a reaccion en proporcién de 1:1 del
patron de AlA. Luego se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente
para posteriormente leer las muestras en espectrofotometro a 540 nm en
celdillas de cuarzo (Figura 25). Se leyeron 8 muestras por duplicado de JR1,

JR2 y JR3, leyéndose asi 48 muestras en total para la cuantificacion.
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Figura 25. Celdillas de cuarzo utilizadas para la lectura en espectrofotémetro.

3.3 Optimizacion de parametros cinéticos para la produccion de

acido indolacético.

Para optimizar la produccion de Acido Indolacético se evaluaron parametros
cinéticos de consumo los cuales fueron: tiempo, pH, temperatura y cantidad

triptéfano.

3.3.1 Primera cinética de fermentacion para obtener tiempo de incubacion

Para conocer el tiempo 6ptimo de produccion se realizé una cinética como se
ha hecho anteriormente. Se trabaj6 con la bacteria JR teniendo tres
repeticiones. Se usaron matraces de 250 mL con 100 mL de muestra del caldo
de cultivo microbiano y se incub6 (Shaker Fine PCR SV12) a 28°C con un pH
de 7.5 (Figura 26). Los tiempos que se manejaron para la evaluacién fueron
cada 8 y 16 horas: 8, 24, 32, 48, 56, 72, 80 y 96 horas Se tomd una muestra de
cada repeticion, de 1 mL cada una y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5

mL de capacidad.
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mrc

Figura 26. Matraces con medio LB parala produccion de AlA.

Se leyé la densidad o6ptica de las muestras de cada tiempo en
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm para observar el

crecimiento microbiano presente.

Posteriormente, se cuantificd la cantidad de AIA de cada tiempo, para ello, las
muestras se centrifugaron (microcentrifuga, Spectrafuge 16M) a 14, 000 rpm
por 10 minutos y se tomé una alicuota del sobrenadante de 1 mL. Se puso en
tubos de ensaye y de éstos se tomaron alicuotas de 500ul por duplicado. A
estas se les agreg6 la misma cantidad del reactivo de Salkowski y se dejaron
incubando por 30 minutos a temperatura ambiente las cuales se leyeron en

espectrofotometro a 530 nm (Figura 27).

Figura 27. Muestra primera cinética, lectura en espectrofotémetro.
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3.3.2 Efecto del pH en la produccion de AlIA

Para la optimizacion del pH se evaluaron 6 variables: pH de 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5y
8.0. La cantidad de pH descrita, se ajusto usando Acido fosforico para disminuir
el valor e Hidréxido de Potasio para aumentar el valor (Figura 28) utilizando un
potenciometro (Denver Instrument UB-10) el cual se ajusté con solucion buffer

de 4y 7 al iniciar la evaluacion (Figura 29).

Figura 28. Hidréxido de potasio y Acido fosférico utilizados para ajustar el pH de las
muestras.

Figura 29. Potencidmetro y solucién buffer 4 y 7 utilizadas para su ajuste.

Se utilizaron matraces de 250 mL con 100 mL de muestra del caldo de cultivo
microbiano LB adicionado con tript6fano con tres repeticiones de cada variable
analizando cada uno por duplicado; los matraces se incubaron en un shaker a
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28°C (Shaker Fine PCR SV12) tomando la lectura de las muestras al tiempo
establecido en la cinética anterior de mayor produccion.

De cada repeticion se tomé 1 mL de cada muestra para analizar por
colorimetria. Se centrifugaron a 14, 000 rpm por 10 minutos, al sobrenadante se
le afiadio el reactivo de Salkowski a una relacion 1:1 y se dejaron incubar por
30 minutos a temperatura ambiente para posteriormente tomar lectura de las

muestras a 530nm en espectrofotdmetro para la evaluacion de AlA.

3.3.3 Efecto de la Temperatura en la produccion de AIA

Para esta evaluacion se utilizé6 un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 4 x 6. En la evaluacion se consider6é como factor A
la temperatura y como factor b el pH. La temperatura a evaluar fue de 26°C,
28°C, 30°C y 32°C considerando como testigo la de 28°C propuesta por
Sachdev et al., (2009). Cada una de estas interactu6 con el pH de 5.5, 6.0,
6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 con 3 repeticiones cada una. El pH se ajust6 con Acido
fosforico para disminuirlo e Hidroxido de Potasio para aumentarlo.

Se utilizaron matraces de 250 mL de capacidad con 100 mL de muestra
cada uno, se usaron 3 matraces por interaccion pH — temperatura, usando
un total de 18 matraces por temperatura.

Los matraces se incubaron a las diferentes temperaturas mencionadas por
el tiempo establecido en la primera cinética de fermentacién. La temperatura
utilizada se programé en el Shaker (Shaker Fine PCR SV12). Las alicuotas
de 2 mL de cada matraz, (una para el andlisis colorimétrico y otra para
HPLC), se cuantificaron por la técnica del reactivo de Salkowsky antes
descrito. Estas se evaluaron por duplicado excepto la de 26°C que se hizo
por triplicado teniendo asi 36 evaluaciones por temperatura (la de 26°C 54

evaluaciones), que hicieron un total de 162 evaluaciones.
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Etapa Il: Evaluacién del efecto de la concentracion de triptéfano en la
produccion de acido indolacético.

3.3.4 Efecto de la concentracion triptéfano en la producciéon de AIA

Para conocer la cantidad de triptéfano O6ptima, se trabajd con seis
concentraciones las cuales fueron 100, 200, 500, 1000, 1500 y 2000 mg-L™. Se
utilizaron matraces de 250 mL con 100 mL de medio de cultivo LB a los cuales
se les afiadié 50pl de inoculo. Se incubaron por 80 horas a 32°C con un pH de
7.5. Se realizaron 3 repeticiones de cada concentracion, obteniendo asi 18
matraces en total. Se tomaron alicuotas de 1 mL por duplicado de cada matraz

para analizarlos por la técnica colorimétrica antes descrita.

3.3.5 Segunda Cinética de fermentacion microbiana para la produccion de

acido indolacético.

Ya evaluados los parametros de pH, temperatura, cantidad de triptofano y
tiempos de incubacion, se realiz6 una cinética cada ocho horas y los Gltimos
dos tiempos cada 4 horas, siendo asi la toma de las muestras a las 8, 16, 24,
32, 40, 48, 56, 64, 72, 76, y 80 horas. Se tomaron cuatro muestras de 1 mL

cada tiempo, colocandolas en tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad.

Se usaron matraces de 250 mL con 100 mL de muestra del caldo LB con la
concentracion de triptéfano 6ptima y se incubaron en un shaker (Shaker Fine
PCR SV12) a la temperatura 6ptima y pH 6ptimo. Se ley6 la densidad 6ptica de
las cuatro muestras de cada tiempo, y se analiz6 la produccién de AIA por

colorimetria.

7
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3.4 Purificacion parcial del &cido indolacético

Para la purificacion parcial de la fitohormona obtenida, primeramente se
centrifugaron las muestras de 1mL de AIA a 14,000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante, se filtré utilizando filtros Puradisc de 0.45 um con jeringas de 3y
5 mL y posteriormente utilizando un sistema de filtracion milipore® por 0.2 um
para obtener un caldo de fermentacion libre de células. Las muestras ya
filtradas se enviaron al CINVESTAV, Unidad Saltillo, al departamento de
Recursos Naturales para el analisis por cromatografia de liquidos de alta
presion, HPLC para obtener la cantidad exacta de AIA en la muestra y su

evaluacion en plantulas (Figuras 30 y 31).

Figura 30. Filtros Puradisc utilizados para la filtracién de AlA.

Figura 31. Muestra filtrada lista para ser enviada al CINVESTAV.

Prado-Bustillo, 203



Etapa lll: Evaluacion de la efectividad biologica del acido indolacético

purificado parcialmente en cultivos de interés agricola a nivel in vitro.

3.5 Micropropagacion in vitro de papa

3.5.1 Material vegetativo
Del banco de germoplasma de papa del Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del CESAL se seleccioné la variedad Alpha, del cual se tomaron
segmentos de tallo + yema axilar como explantes. Los explantes fueron
establecidos en frascos tipo Gerber® en el medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962).

3.5.2 Medio de Cultivo
El medio de cultivo que se utilizé fueron las sales inorganicas del medio
Murashige-Skoog (1962) con la adicién de mio-inositol; glicina, piridoxina, ac.
nicotinico y tiamina como fuentes de vitaminas y aminodcidos, asi como
sacarosa como fuente de carbono (Cuadro 2, Figuras 32 al 34). Este se
esteriliz6 en una autoclave eléctrica a una presiéon de 1 kg/cm? y a una

temperatura de 121°C durante 15 minutos.

Cuadro 2. Compuestos del medio MS (Murashige y Skoog, 1962.

MACROELEMENTOS PESO
MOLECULAR (g)

NH,NO; 80.4

KNO; 101.11
MgSO,.7H,0 246.48
KH,PO, 136.09
Ca(NOs), 236.15

MICROELEMENTOS

IK 166.01
HsBO; 61.83
MnSO,.4H,0 228.0
ZnS0,.7H,0 287.54
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Na,M00,4.2H,0 241.95
CuS0,.5H,0 249.68
CoCl.6H,0 239.93
QUELATOS
Na,EDTA 372.24
FeS0O,.7H,0 278.28
VITAMINAS
Acido Nicotinico 0.50
Piridoxina 0.50
Tiamina 0.1
Myoinositol 100.0
AMINOACIDOS
Glicina 2.0
Sacarosa 30.0 g/L
Agar 6.0 g/L
Ph 5.7

Figura 32. Medio de Cultivo Murashige-Skoog (1962).
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Figura 33. Fuentes de vitaminas y azlUcar para el medio MS.

Figura 34. Sales Inorganicas para el medio basico Murashige-Skoog (1962).

3.5.3 Evaluacion del efecto bioldégico de extractos obtenidos en la

optimizacién en germinacion in vitro a diferentes concentraciones

en plantulas.

Para evaluar el efecto del AIA en explantes de papa se utiliz6 un disefio
experimental completamente al azar evaluando la exposicidbn del extracto
bacteriano a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ppm), mas un
testigo. Las concentraciones referidas se inyectaron al medio de -cultivo

considerando 5 mL de una suspension acuosa de los siguientes tratamientos

(Cuadro 3, Figuras 35y 36).
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Cuadro 3. Tratamientos evaluados con cuatro concentraciones de AlA en vitroplantas de
papa (Solanum tuberosum L.) variedad Alpha.

TRATAMIENTO CONCENTRACION AIA
(Ppm)
1 (testigo) 0.0
2 0.25
3 0.5
4 1.0
5 2.0

Cada evaluacion const6 de 5 tratamientos (mencionados en el cuadro 3), con
tres repeticiones cada uno y cada repeticion con 6 plantulas. Teniendo asi 18
plantas por tratamiento, 90 por evaluacion. Este experimento se realizd por

duplicado (Figura 36).

Las condiciones de incubacion fueron de 16:8 horas luz, oscuridad con

temperatura de 25 °C.

Figura 35. Aplicacién de los tratamientos de AIA al medio MS.
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Figura 36. Extractos bacterianos a diferentes concentraciones. Cada uno corresponde a
un tratamiento.

Cada evaluacion consté de 5 tratamientos, con diez repeticiones cada uno,
considerando como repeticibn un envase con 6 vitroplantas, teniendo asi 60
plantas por tratamiento, haciendo un total de 300 vitroplantas por evaluacion.
Este experimento se realiz6 por triplicado. Las condiciones de incubacion fueron

de 16/8 horas luz, a una temperatura de 25 °C.

3.5.3.1 Variables evaluadas:

Concluido el periodo de incubacién, se tomoé registro de la longitud radicular
(LR) como el principal pardmetro para la determinacion del efecto del AIA de
acuerdo a lo establecido por Sachdev et al., (2009), ademas de las variables;
altura foliar (AF), numero de explantes (NE), niumero de raices (NR), peso
fresco de raiz (PF) y peso seco de raiz (PS).

3.5.3.1.1 Altura foliar
Para la altura foliar (AF) se midié en centimetros (cm) con una hoja milimétrica,

registrando la altura del follaje de cada planta (Figura 37).
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Figura 37. Midiendo altura foliar de las plantulas.

3.5.3.1.2 Longitud de Raiz
Para conocer la longitud de raiz (LR) de cada vitroplanta se midié en

centimetros (cm) con una hoja milimétrica (Figura 38).

Figura 38. Midiendo longitud de raiz de las plantulas.

3.5.3.1.3 Numero de explantes
El conteo de explantes (NE) se hizo de manera visual utilizando de referencia la
yema axilar, estos explantes se subcultivaron en medio fresco para seguir la

fase de multiplicacion (Figura 39).
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Figura 39. Trasplante de explantes para una posterior evaluacion.

3.5.3.1.4 Numero de raices

El conteo del niumero de raices (NR) se realizé de manera visual con ayuda de
pinzas, sacando cada vitroplanta de los frascos, a las que se les quito el agar
sobrante y posteriormente se hizo el conteo para asi anotar los datos en la

bitacora.

3.5.3.1.5 Peso fresco y seco de raices

Para obtener el peso fresco (PF) se cortaron las raices de las vitroplantas y se
les quitdé el exceso de agar, el sistema radicular se pesdé en una balanza
analitica (Scientech, SA 802) en miligramos (mg). Después se dejaron secar a
temperatura ambiente entre 3 a 5 dias para asi obtener el peso seco (PS) de la

misma manera (Figuras 40, 41y 42).
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Figura 40. Cortando raiz para pesar y obtener peso fresco.

Figura 41. Peso de raiz en balanza analitica.

66
Prado-Bustillo, 203



Figura 42. Raices expuestas a temperatura ambiente para posteriormente obtener su peso
seco.

3.6 Andlisis de datos

Los datos obtenidos tanto en la cinética para pH, temperatura y cantidad de
triptéfano se analizaron en el programa estadistico R version 12.4.2 mediante
andlisis de varianza y estratificacion de medias por la prueba de Tukey y DMS
con un alfa de 0.05.

Los datos obtenidos de las variables evaluadas en el ensayo de multiplicacion
in vitro de papa se analizaron estadisticamente mediante el procedimiento GLM
del Sistema de Analisis Estadistico SAS version 6.0 (2002), empleando el
analisis de varianza y los cuadrados medios del error para determinar su
respectiva significancia, realizando a si mismo una prueba de comparacién de

medias con Tukey (P < 0.05) para los tratamientos con diferencias significativas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Cinética de fermentacién microbiana

De las muestras de 1mL obtenidas de los matraces con 100 mL de caldo LB
inoculado con la cepa JR2 y AR9, a las 0, 4, 8, 24, 32, 48, 56, 72, 80, y 120
horas, se observo que el mayor crecimiento microbiano obtenido por densidad
Optica, se encontré a las 60 horas para ambas cepas, estabilizandose en las

horas posteriores (Figura 43).

1.8
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y= abs 540 nm

== AR9

0 20 40 60 80 100 120 140

x= tiempo en horas

Figura 43. Cinética de crecimiento microbiano después de 120 horas de produccion.

Los resultados mostraron que ambas bacterias tienen alta produccion de AlA
(Figura 43), con lo que se confirma lo dicho por Sarmiento, 2006; Halda A.,
2003 y Pedraza, 2004 donde los géneros NFB han demostrado que ademas de
fijar nitrdgeno en forma asimbidtica, también segregan sustancias promotoras

del crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas).
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Figura 44. Concentracion de AIA producido después de 120 horas de exposicion.

Las cepas JR2 y AR9 mostraron la mayor produccion a las 80 horas, lo que
difiere por lo encontrado por Sachdev et al., (2009) en donde cepas de
Klebsiella produjeron la concentracion méas elevada a 72 horas de incubacion
con valores maximos de 22.7 ppm. El Cuadro 4, muestra la concentracion

obtenida de AIA expresada en mg-mL™ de las cepas evaluadas JR2 y AR9.
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Cuadro 4. Concentracion de AIA mg-mL’1 obtenido por JR2 Y AR9 en un periodo de
tiempo de 120 horas.

JR2 AR9

Tiempo | Concentracién | Concentracion

AIAmg-mL™* | AIAmg-mL*
0 0 0.00
4 0.00 0.00
8 0.02 0.00
24 0.26 0.07
32 0.33 0.07
48 0.56 0.42
56 0.86 0.92
72 0.87 0.61
80 1.12 1.20
120 0.90 0.76

Los resultados encontrados en este trabajo sobre la producciéon del AIA
difieren con los obtenidos por Lara (2011) donde evalué la produccion de
AIA por fermentacion bacteriana obteniendo un rango de produccion de
auxina de 3,00 a 45,00 ppm (mg-L") de aislados de los géneros
Azotobacter sp. y Azospirillum sp. frente a 1120 y 1200 mg-L™ de la cepa
JR2 y AR9 a las 80 horas respectivamente; es decir, las cepas de
microorganismos utilizadas en el presente trabajo, se extienden en un

mayor rango de produccion de AlA que los comparados anteriormente.
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4.2 Optimizacion de parametros cinéticos para la produccion de
acido indolacético.
4.2.1 Cinética de fermentacion para obtener tiempo de
incubacion.
La figura 45, muestra la cinética de crecimiento microbiano que se
realiz6 con la cepa JR2 y AR9 después de 96 horas de exposicion; se
observa que antes de las 80 horas llegan a su crecimiento maximo con

una produccién de 1.34 mg-mL™ de AIA.
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Figura 45. Concentraciéon de AlA producido después de 96 horas de exposicion.

De acuerdo a lo reportado por Celis B. (2008), encontré una produccion de AlA
de 60 ug-mL™ en medio BT y 72 ug-mL™ en medio TSB, en el sexto dia de
cultivo, en comparacion a los 1340 ug-mL™ obtenidos con la cepa JR2 al tercer

dia de cultivo utilizando medio LB adicionado con tript6fano como precursor.
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4.2.2 Efecto del pH en la produccion de AIA

La figura 46 muestra que el pH 6ptimo para la produccion de AlA fue el pH de 7
y 7.5 los cuales no muestran diferencias significativas entre si con valores de
produccién de 0.75 y 0.85 mg-mL™ respectivamente; esto concuerda con lo
reportado por Hernandez M. et al., (2008) donde utilizaron medio de cultivo
Luria-Bertani (LB) con un pH de 7 y lo reportado por Lara (2011) donde para la
produccion de AlA el pH fue ajustado a un valor de 6.8 al medio liquido Burk’s.

Efecto de pH en la produccion de AIA
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Figura 46. Diferentes pHy su produccion de AlA.
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4.2.3 Efecto de la Temperatura en la produccién de AIA
La figura 47 muestra el efecto de la temperatura en la produccién de AlA

en mg-mL™ de acuerdo a las 4 temperaturas evaluadas.

Efecto en produccion de AIA segun temperatura

20 7
19 =
X 40 4 a
b
bc
C
0.5
00 -
32 30 28 26
Temperatura

Figura 47. Temperatura en °C y su concentracion de AlA

Se encontrd que la temperatura 6ptima de produccion fue 32 °C con un valor de
produccién de 0.94 mg-mL™ (Cuadro 5) ya que existe diferencia altamente
significativa entre las demas variables (p=4.376e-07 ***), lo que difiere con lo
publicado por Castellanos (2009) y Lara (2011); donde emplearon una
temperatura de 28 °C y 30 °C respectivamente, para su produccion.

Cuadro 5. Prueba de comparacion multiple de medias a través de Tukey alfa 0.05 con
datos de temperatura.

Tratamiento | AIAmg-mL™ Grupo
26°C 0.510 c
28°C 0.617 bc
30°C 0.741 b
32°C 0.940 a
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6.2.1 Concentracion triptéfano

La figura 48 muestra la cantidad de triptéfano en mg-L™* en relacién con

su produccién de AIA mg-mL™.

Efecto de cantidad de triptofano en la produccion de AlA
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Figura 48. Cantidad de triptéfano en mg-L’ly su concentracion de AlIA mg-mL’1

De acuerdo a la figura 48, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre las cantidades de triptéfano con 1000, 1500 y 2000 mg-L™* de
triptéfano con valores de AIA de 0.92, 1.00, 0.94 mg-mL™ respectivamente
(Cuadro 6). Con lo que concuerda con lo reportado por Herndndez M. et al.,
(2008) donde enriquecieron su medio LB con 1,000 mg-L™ de triptéfano.

Cuadro 6. Prueba de comparacion multiple de medias por Tukey 0.05, con datos de
cantidad de tript6fano.

Tratamiento AlA Grupo

mg-L™ mg-mL™

1,500 1.00 a
2,000 0.94 a
1,000 0.92 a
500 0.57 ab
100 0.17 b
200 0.09 b
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6.3Cinética de fermentacion microbiana para la produccién de acido

indolacético con los parametros cinéticos evaluados.

Para corroborar los parametros evaluados anteriormente, se corrié una
cinética con un pH de 7.5, triptéfano de 1000 mg-L™y una temperatura
de 32 °C, obteniendo una produccién promedio de 0.84 mg-mL™a las 72

horas.
Concentraciones
1.2
1
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Figura 49. Cinética pH 7.5, triptéfano 1,000 mg-L™y temp 32°C.

6.4Evaluacién del efecto biolégico de extractos bacterianos
parcialmente purificado con presencia de acido indolacético.

6.4.1 Micropropagacion in vitro de papa
Los resultados del andlisis de varianza muestran diferencias altamente

significativas (P < 0.05) entre las concentraciones de AlA aplicadas al medio
de cultivo para las seis variables evaluadas, registrando una altura foliar
(AF) promedio de 4.45 cm, longitud de raices (LR) de 5.06 cm, numero de

raices (NR) de 5.51, raicesl/vitroplanta, numero de explantes (NE) de 5.2
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explantes/vitroplanta, peso fresco de raices (PF) de 31.81 mg y peso seco

de raices (PS) de 3.88 mg por vitroplanta (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de medias para la altura foliar (AF), longitud de raices (LR),
numero de raices (NR), numero de explantes (NE), peso fresco, (PF) y peso seco de
raices, obtenidas durante la multiplicacién in vitro de Solanum tuberosum L. var.
Alpha en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del CESAL.

_ AlA AF LR PF PS
Tratamiento (ppm) cm) cm) NR NE ) )

1.Testigo 0.0 3.58Db 6.93 a 3.58 c 4.69 b 1465c 2.28c

2. 0.25 4.83 a 598b 444bc 5.47a 40.04 ab 3.83b

3. 0.5 4.37 a 5.18 c 511b 5.11ab 25.15 bc 416 b

4 1.0 482 a 4.40d 7.22a 547 a 45.65 a 573 a

5 2.0 4.63 a 2.80e 7.22a 5.25ab 33.54 ab 3.39 bc

Pr (>F) 2.2e-16 2.2e-16 1.175e-05 1.119e-12

Media 4.56 5.06 551 5.20 31.81 3.88
r? 0.38 0.73 0.45 0.11 0.39 0.32

cVv 20.20 18.19 33.53 22.73 72.83 45.53

ppm = Partes por millén; AIA = acido indolacético; LR = Longitud de raiz; NR= Numero de raices; PF= Peso fresco;

PS=Peso seco

6.4.1.1 Altura foliar

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos que los

tratamientos con 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ppm de AIA fueron estadisticamente

iguales (P < 0.05) registrando la mayor altura foliar (AF) con el tratamiento en

bajas concentraciones de AIA (T2 = 0.25 ppm) y con la concentracion de 1.0

ppm, registrando en promedio una AF de 4.83 cm; mientras que el testigo (0.0

ppm) registro la menor AF con 3.58 cm existiendo una diferencia del 25.87%

entre estos tratamientos. Esto muestra que el extracto bacteriano de AlA influye
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tanto en bajas como altas concentraciones en la altura foliar (AF) de las
vitroplantas de papa y que el efecto auxinico se refleja en el crecimiento de
altura foliar (AF), efecto que también se ha reportado en vitroplantas de otras
especies como Spathiphyllum var. Chopin con el mismo extracto bacteriano y
en cafla de azlcar pero con otro extracto bacteriano obtenido de la cepa
Rhizobium sp., a una concentracién menor de 1.0 mg-L™ (Jiménez et al., 2006)
(Cuadro 7, Figuras 50 y 51).

Figura 50. Plantulas de papa alpha en medio MS donde se puede observar su altura foliar.

Figura 51. Comparacioén de testigo y tratamiento 2 (0.25ppm).
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6.4.1.3 Longitud de raices

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos que
todos los tratamientos evaluados fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05)
determinando que el testigo generd mayor longitud de raices (LR) registrando
en promedio 6.93 cm. En orden de importancia le siguieron los tratamientos con
bajas concentraciones de AIA (0.25 y 0.5 ppm) quienes registraron una LR de
hasta 5.98 cm. Los resultados muestran que en concentraciones mayores de
1.0 ppm de AIA la LR disminuye, registrando un LR de 2.80 cm, existiendo una
diferencia entre el tratamiento con AIA y sin AlA (testigo) del 60 % (Cuadro 7,
Figura 52).

Figura 52. Raices de plantulas de papa variedad alpha.

Estos resultados muestran que la LR se disminuye conforme aumenta la

concentracion de AIA en el medio de cultivo.

Esto difiere con lo reportado por Patten y Glick, 2002, quienes mencionan que
la raiz de las plantas es uno de los 6rganos mas sensibles a las fluctuaciones
de AIA y cuando se aplica en una dosis optima se observa un alargamiento de
la raiz primaria y un aumento de la produccion de raices adventicias. En el caso
de las vitroplantas de papa la dosis 6ptima para promover la longitud radicular,
se obtiene con dosis bajas de AIA (0.25 ppm), lo que muestra que en ciertas
especies no es necesario aplicar altas concentraciones de auxinas para
estimular la produccion y el desarrollo de raices como lo refieren Taiz y Seiger,
(2002).

Prado-Bustillo, 203



6.4.1.2 Numero de Explantes

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos que los
tratamientos con 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ppm de AIA fueron estadisticamente
iguales (P < 0.05). ElI mayor numero de explantes (NE) se registr6 con los
tratamientos de AIA en las concentraciones de 0.25 y 1.0 ppm, obtenido en
promedio un NE de 5.47 explantes/vitroplantula; seguidos de los tratamientos
de AIA en las concentraciones de 0.5 y 2.0 ppm donde el NE fue menor,
registrando 5.2 explantes/vitroplantula. Los resultados muestran que existe una
diferencia entre el mejor tratamiento con AlA (0.25 ppm) y el testigo (0 ppm) del
15%, donde se presenté el menor nimero de brotes, registrando en promedio

4.69 explantes/vitroplantula (Cuadro 7, Figura 52).

Figura 53. Raices de plantulas de papa variedad alpha.

Los resultados no muestran una tendencia entre las dosis de AIA aplicadas,
como se ha reportado en otras evaluaciones realizadas por Kartha et al., (1977)
en donde se obtuvo una alta frecuencia en la induccion y diferenciacion de
brotes con la combinacién de benciladenina (BA) y zeatina (Zea), adicionadas
con acido indolacético (AlA). La interaccion de ambas fitohormonas promovié
en tomate var. Starfire; la induccién de brotes a partir de meristemos apicales

generando de 15 hasta 20 brotes/explante.

Con el tomate hibrido Blazer, Zarate et al., (1988) también se logré obtener la
induccion de brotes in vitro a partir de explantes axilares encontrando

diferencias con la aplicacion de diferentes combinaciones de reguladores de
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crecimiento, registrando en promedio de 3.03 y 4.2 brotes/explante. Aunque
estos valores son menores a los obtenidos en este trabajo.

Cabe mencionar que los resultados anteriores son producto de la combinacion
de AIA con otras fitohormonas, para el caso de la evaluacion del efecto del
extracto bacteriano de AlA en vitroplantas de papa no se hizo una interaccion
entre esta auxina con ninguna otra fitohormona como las cinetinas sintéticas,
debido a que el extracto bacteriano de AIA utilizado estaba parcialmente
purificado caracterizado por presentar acido giberélico, triptéfano y otras
reguladores de crecimiento.

El efecto reportado para las vitroplantas de papa es similar al reportado para
explantes de Heliconia psittacorum (planta ornamental), en donde se obtuvo un
mayor numero de brotes (NB) cuando el medio fue suplementado con AlA a una
concentracion de 0.25 mg-L™* (Talukdar et al., 2002).

6.4.1.4 Nimero de raices

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos
diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos evaluados
determinando que los tratamientos 1.0 y 2.0 ppm fueron estadisticamente
iguales generando el mayor numero de raices (NR) con 7.22
raices/vitroplantula. En orden de importancia le siguieron los tratamientos con
menor concentracion de AlA (0.25 y 0.5 ppm) quienes registraron una NR de
hasta 5.11 raices/vitroplantula. Los resultados muestran que el NR aumenta
conforme aumenta la concentracion de AIA en el medio de cultivo, existiendo
una diferencia entre el mejor tratamiento con AIA (2.0 ppm) y sin AlA (testigo)
del 51 % del que se registr6 el menor NR con 3.58 raicesl/vitroplanta en
promedio (Cuadro 7, Figuras 54-58).
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Figura 54. T5-testigo, tratamiento que presenté menor namero de raices, segunda
evaluacion.

Figura 55. Niumero de raices tratamiento 1 (T1-0.25ppm), segunda evaluacion.

Figura 56. NUmero de raices tratamiento 2 (T2-0.5ppm), segunda evaluacién.
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Figura 57. T3- 1ppm, tratamiento 3 que presenté mayor numero de raices, segunda
evaluacion.

Figura 58. T4- 2ppm, tratamiento 4 que presenté mayor namero de raices junto T3,
segunda evaluacion.

Estos resultados muestran que el extracto de AIA a una mayor concentracion
promueve la induccion de raices en las vitroplantas de papa comprobandose el

efecto auxinico del extracto bacteriano utilizado.
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6.4.1.5 Peso fresco radicular

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos
diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos evaluados,
determinando que el tratamiento con 1.0 ppm de AIA fue del que se obtuvo el
mayor peso fresco (PF) radicular por vitroplanta, registrando en promedio 45.65
mg. En orden de importancia le siguieron los tratamientos con una
concentracion de AIA de 0.25 y 2.0 ppm quienes fueron estadisticamente
iguales registrando un PF radicular de hasta 40 mg. El tratamiento con 0.5 ppm
de AIA reqistré el menor PF radicular con 25.15 mg. Los resultados muestran
una diferencia entre el mejor tratamiento con AlA (1.0 ppm) y el tratamiento sin
AlA (testigo) del 68 %, registrando con este ultimo el menor PF radicular con
14.65 mg en promedio (Cuadro 7).

6.4.1.5 Peso seco radicular

Al analizar los tratamientos como efectos independientes encontramos
diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos evaluados,
determinando que el tratamiento con 1.0 ppm de AIA fue del que se obtuvo el
mayor peso seco (PS) radicular por vitroplanta registrando en promedio 5.73
mg. En orden de importancia le siguieron los tratamientos con una
concentracion de AIA de 0.25 y 0.5 ppm quienes fueron estadisticamente
iguales registrando un PS radicular de hasta 4.16 mg. El tratamiento con 2.0
ppm de AIA registr6 el menor PS radicular con 3.39 mg. Los resultados
muestran una diferencia entre el mejor tratamiento con AIA (1.0 ppm) y el
tratamiento sin AlA (testigo) del 60 %, registrando con este ultimo el menor PS
radicular con 2.28 mg en promedio. Los resultados muestran que el PS
radicular aumenta conforme aumenta la concentracion de AIA en el medio de
cultivo, siendo la concentracion de 1.0 ppm donde se obtiene el peso mayor
(5.73 mg) (Cuadro 7).
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Al analizar el efecto auxinico del extracto bacteriano de AIA parcialmente
purificado encontramos, que el tratamiento de 1.0 ppm de esta fitohormona
organica influye positivamente en la altura foliar (AF) y en el ndmero de
explantes (NE) obtenidos de segmentos de tallo + yema de papa cultivados in
vitro. Asimismo los resultados muestran que el efecto rizogénico pude inducirse
en laboratorio con esta misma concentracion influyendo en el nimero de raices
(NR), asi como en el peso fresco (PF) y seco (PS) radicular. Con la
concentracion de 2.0 ppm también se pueden obtener resultados semejantes al
obtenido con la concentracion de 1 ppm de AIA en la altura foliar (AF), numero
de explantes (NE) y numero de raices NR; sin embargo, puede existir un menor
tamafo en la longitud radicular (LR) y disminucion en el peso fresco (PF) y seco

(PS) radicular de las vitroplantas.
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5. CONCLUSIONES

Se encontré que para la produccion mas elevada de AlA para la cepa JR2 y
AR9 fue a las 80 horas con valores de 1.12 y 1.20 mg-mL™ de AIA

respectivamente.

De acuerdo a la optimizacion de produccién de AIA evaluando tiempo de
incubacion, pH, temperatura y cantidad de triptéfano, se observé que la mayor
produccién en promedio de la fitohormona fue de 0.84 g-L™ a las 72 horas con
un pH de 7 siendo estadisticamente igual a 7.5, la temperatura éptima fue de 32
°C y no existen diferencias significativas entre las cantidades de triptéfano con
1000, 1500 y 2000 mg-L™.

La aplicacion de pequefas cantidades (0.25 ppm) del extracto bacteriano AIA
semipurificado generaron una respuesta positiva en el crecimiento de la parte
aérea de las vitroplantas de papa, especificamente en altura foliar (AF) sin
mostrar un patron definido en la longitud radicular (LR).

El efecto bioldégico del extracto bacteriano de AIA semipurificado puede
utilizarse en vitroplantas de papa a una concentracion de 1.0 ppm teniendo un
efecto positivo en la altura foliar (AF) y en el numero de explantes (NE)
obtenidos de segmentos de tallo + yema de papa cultivados in vitro. Esta misma
concentracion también tiene un efecto rizogénico influyendo en el numero de

raices (NR) y peso fresco (PF) y seco (PS) radicular.

Esto indica que es factible generar fitohormonas a partir de fermentaciones
microbianas, ya que es una gran alternativa para promover el crecimiento de
raices y tallos; ademas se esta contribuyendo a la reduccién del uso de
hormonales sintéticos por lo que se reduce el efecto adverso que éstos

generan en el medio ambiente.
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