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@ RESUMEN

Los biofertilizantes constituidos por bacterias promotoras del crecimiento
vegetal son una alternativa sustentable para estimular el crecimiento e incrementar
los rendimientos del cultivo de la cafa de azucar. El objetivo de este trabajo fue aislar
y caracterizar una cepa endofitica del género Gluconacetobacter capaz de colonizar y
promover el crecimiento del cultivo, y que presente ademas alta viabilidad y estabilidad
en medios de cultivo de bajo costo para su propagacion a escala piloto e industrial. A
partir de tallos de cafia de azucar, se aislo6 la cepa endofitica OCG1 de Gluconacetobacter
con capacidad potencial para fijar nitrogeno. Luego de inocular yemas aisladas de cafa
de azucar de la variedad TUC 95-10, se observd que el aislamiento OCG1 fue capaz de
colonizar el sistema radicular de las plantulas e incrementar el peso fresco y seco tanto
del sistema aéreo como del radicular. Finalmente, OCG1 present6 capacidad para generar
gran cantidad de biomasa y para producir y excretar exopolisacaridos (EPS) en el medio
de cultivo industrial utilizado para su propagacion a escala piloto. Ademas, conservo su
viabilidad durante el almacenamiento prolongado a temperatura ambiente (25°C).

De esta forma, la cepa Gluconacetobacter OCG1 podria emplearse en la
formulacién de un biofertilizante para obtener plantines de cafia de azlcar con alto valor
agregado a partir de la inoculacion de las yemas aisladas.

Palabras clave: sustentabilidad, cafaveral, fijacion biolégica de nitrégeno.

Evaluation of an autochthonous strain of Gluconacetobacter sp. ability to
improve the initial growth of sugarcane crop

Biofertilizers constituted by plant growth promoting bacteria, are a sustainable
alternative to stimulate sugarcane growth and development. The objective of this work was
to isolate and characterize an endophytic Gluconacetobacter strain capable of colonizing
and promoting crop growth. It also has a high viability and stability in low cost culture medium
for its pilot and industrial scale propagation. From sugarcane stems, the endophytic strain
Gluconacetobacter OCG1 with potential ability to fix nitrogen was isolated. After TUC 95-
10 sugarcane buds inoculation, it was observed that OCG1 strain was able to colonize root
system and to increase fresh and dry weight of both vegetative and root systems. Finally,
OCGH1 strain showed high ability to generate large amount of biomass and to produce and
excrete exopolysaccharides (EPS) in the industrial culture medium used for the propagation
at pilot scale. Also, it retained its viability during long storage at room temperature (25°C).

Hence, Gluconacetobacter OCG1 strain could be used as a biofertilizer to obtain
high added value sugar cane seedlings from the inoculation of isolated buds.

Key words: sustainability, sugarcane field, biological nitrogen fixation.
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8 INTRODUCCION

La producciéon de cafa de azucar es una de las
actividades de mayor importancia econdémica y social en
el noroeste argentino. Este cultivo es la principal fuente
para la obtencion de azucar y es la materia prima mas
eficiente para la produccién de bioetanol. Por su elevada
capacidad de produccién de biomasa y prolongada du-
racion de su ciclo, la cana de azucar tiene elevados re-
querimientos, tanto de nutrientes como de agua. Entre los
nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo, el
nitrogeno (N) es considerado el méas importante, ya que
forma parte de aminoéacidos, acidos nucleicos, proteinas
y otros componentes organicos. Si bien la caia de aztcar
puede asimilar gran parte del N disponible presente en el
suelo, este no resulta suficiente para satisfacer los reque-
rimientos del cultivo. Por esta razoén, la fertilizacién nitro-
genada constituye una practica agronémica necesaria que
en Tucuman se lleva a cabo, principalmente, mediante el
uso de fertilizantes quimicos sintéticos, entre los cuales
el mas utilizado es la urea (Romero et al., 2009). Sin em-
bargo, cuando la urea se aplica en una cantidad mayor de
la que puede absorber el cultivo, el resto no asimilado se
pierde, generando un grave riesgo de contaminaciéon am-
biental. Ademas, desde un punto de vista microbiolégico,
el uso excesivo e inadecuado de fertilizantes nitrogenados
sintéticos produce modificaciones en la composicién de
las poblaciones microbianas del suelo y del cultivo, afec-
tando el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno (FBN)
(Anhita and Thangaraju, 2010).

Durante los ultimos afos, la creciente necesidad
de implementar sistemas sustentables en el manejo de
los cafaverales ha llevado a la utilizacion de los biofer-
tilizantes como alternativa para reducir el uso de fertili-
zantes quimicos. Los biofertilizantes estan constituidos
por bacterias promotoras del crecimiento de las plantas o
bacterias PGPB (por sus siglas en inglés de “plant growth
promoting bacteria”), capaces de mejorar la nutricién, la
sanidad y el crecimiento vegetal a través de diferentes
mecanismos tales como la FBN, la produccion de fitohor-
monas (auxinas, citoquinas y &cido indol acético, entre
otros) y la solubilizacién de fosfatos (Muthukumarasamy
et al., 2002; Saharan and Nehra, 2011). Entre las bacterias
PGPB mas estudiadas asociadas a la cafa de azucar se
encuentra el género Gluconacetobacter, capaz de colo-
nizar de forma endofitica los tallos y raices de la planta,
estimulando directamente el crecimiento y desarrollo del
cultivo. G. diazotrophicus es capaz de excretar mas del
50% del N fijado en una forma asimilable por la planta,
ejerciendo un efecto directo sobre ella, a diferencia de
lo que ocurre con las bacterias rizosféricas (Cojho et al.,
1993). La asociacion planta-bacteria esta fuertemente in-
fluenciada por la fertilizacion nitrogenada. Se ha demos-
trado que Gluconacetobacter presenta baja frecuencia de
aislamiento a partir de cafa fertilizada con elevadas dosis
de fertilizantes nitrogenados (275-300 kg N/ha) (Fuentes-
Ramirez et al., 1993). Por el contrario, cuando los niveles
de fertilizacion son menores (50-60 kg N/ha), se ha repor-
tado que la colonizacién de los tejidos por esta bacte-
ria es mas activa (Dobereiner, 1992). A nivel local, se han
realizado grandes avances en el uso de biofertilizantes
constituidos por bacterias rizosféricas como Azospirillum
para mejorar el crecimiento de la cafia de azucar. Sin em-
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bargo, las bacterias endofitas como Gluconacetobacter
desempefian un papel fundamental en la promocién del
crecimiento; por un lado, por la estrecha interaccién que
presentan con la planta; y por otro, debido a que el interior
de la planta, por tener un bajo contenido de oxigeno (O,),
proporciona un ambiente protegido y favorable para llevar
a cabo la FBN (Débereiner, 1992; James et al., 2001). La
elevada estabilidad que presenta esta bacteria endofitica
al colonizar los espacios intracelulares de los tallos de la
cafa de azucar ha permitido su utilizacién en la inocula-
cion de vitroplantas de cafia de azucar, aumentando el
valor agregado de la cafia semilla obtenida (Casas et al.,
2015). Durante los ultimos afios, el subprograma Agrono-
mia de Cafa de Azucar de la EEAOC ha desarrollado un
nuevo sistema de multiplicaciéon de cafia semilla de alta
calidad a partir de yemas aisladas, obteniendo plantines
de alta calidad agrondmica. La posibilidad de inocular el
material vegetal inicial y obtener plantines inoculados que
alcancen un rapido establecimiento en el campo repre-
senta una mejora de gran impacto productivo y econé-
mico en este nuevo esquema de multiplicacién de cafa
semilla de alta calidad.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el
objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar una cepa
autoctona de Gluconacetobacter, adaptada a las condi-
ciones agroecoldégicas de nuestra regién y que sea capaz
de colonizar el cultivo y promover el crecimiento inicial de
yemas saneadas de cafa de azucar. Y finalmente, evaluar
la posibilidad de propagar el aislamiento seleccionado,
utilizando medios de cultivo industriales de bajo costo,
formulados a partir de subproductos de la industria azu-
carera.

8 MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de cepas autéctonas de Gluconacetobacter

Se tomaron muestras de los tejidos internos de
tallos de plantas de la variedad LCP 85-384, en edad de
soca 1, provenientes de lotes comerciales ubicados en
la localidad de Amberes, departamento Monteros. Esta
region agroecolodgica pertenece al pedemonte cafiero y
presenta suelos de textura franco-arenosa con presencia,
en algunos casos, de gravas en el perfil del suelo, y un
clima subtropical humedo. Una vez colectados, los ta-
llos de las plantas fueron lavados con agua destilada y
se secaron en papel absorbente. Con ayuda de un bisturi
estéril, los tallos se pelaron y se cortaron en fragmentos
de aproximadamente 1 cm. Las bacterias del género Glu-
conacetobacter se aislaron siguiendo la técnica descripta
por Ddbereiner et al. (1993). A partir de cada muestra se
realizaron diluciones sucesivas en agua destilada estéril y
se tomaron alicuotas de 100 pl, que fueron sembradas en
el medio de cultivo LGI-P semisdlido libre de N cuya com-
posicién es: sacarosa 100 g/I; K,HPO, 0,2 g/I; K.HPO, 0,6
9/l; MgS0,.7H,0 0,29/1; CaCl,.2H,0 0,02 g/I; NaMo,.2H,0
0,002 g¢/I; FeCl,.6H,0 0,01 g/I; azul de bromo timol (so-
lucién 0,5% p/v en 0,2 N KOH) 5 ml; agar 15 g/I; pH 5,5,
ajustado con acido acético glacial. Los viales se incubaron
durante siete dias a 30°C. Los cultivos que presentaron
crecimiento bacteriano en forma de una pelicula superfi-
cial densa de color amarillo, tipica de Gluconacetobacter,
se repicaron en el medio de cultivo LGI-P soélido, adicio-
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nado con extracto de levadura (0,02 g/l) como fuente ni-
trogenada, para la identificacién de colonias planas e irre-
gulares de color naranja intenso; y en el medio de cultivo
Agar papa glucosado (APG-G) solido, cuya composicion
es: extracto de papa 200 g/l, glucosa 20 g/I; agar 15 g/l, en
el cual se observa la formacion de colonias cremosas co-
lor marrén con bordes claros, luego de cinco a siete dias
de incubacion a 30°C.

Caracterizacion molecular del aislamiento obtenido

Se llevé a cabo utilizando la técnica ARDRA (del
inglés, “Amplified rDNA Restriction Analysis”) (Malik et al.,
2008; Sklarz et al., 2009), que permite diferenciar los pro-
ductos de PCR sobre la base de la digestion con enzimas
de restriccion. Para ello se realiz6 la amplificacion por PCR
de un fragmento del gen 16S ADN-ribosomal utilizando los
cebadores 27f y 1492r (Biodynamics, Argentina), y pos-
terior digestién durante 8 h a 37°C con las enzimas Alul
y BsuRI. Las enzimas fueron inactivadas a 80°C durante
20 minutos (Thermo Scientific, USA). Los fragmentos ob-
tenidos se sembraron en un gel de agarosa al 2% (p/v). El
perfil de restriccion obtenido se compar6 con el de la cepa
de referencia G. diazotrophicus PALS5.

Andlisis de la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN)

La FBN se analizé segun la capacidad del aisla-
miento obtenido de crecer en el medio de cultivo LGI-P
semisolido libre de nitrégeno y por amplificacion por PCR
de un fragmento de 700 pb del gen nifD de la nitrogena-
sa, enzima involucrada en el proceso de FBN. Para ello
se utilizaron los cebadores nifDf y nifDr (Sigma-Aldrich,
EE.UU) (Potrich et al., 2001) y la cepa G. diazotrophicus
PAL5 como control positivo.

Bioensayo sobre caina de azucar

¢ Colonizacion

Se inocularon yemas extraidas de la porcion
central de tallos saneados de la variedad TUC 95-10. La
extraccion se realizé con una pinza sacabocado desin-
fectada previamente con NH,Cl al 1% (p/v). Inmediata-
mente después de la extraccion de las yemas, estas se
inocularon por inmersién durante 20 minutos con una
suspension bacteriana de la cepa seleccionada en una
concentracién de 108 UFC/ml, por ser la concentracion
recomendada para este género bacteriano (James, 2000).
Como control se utilizaron yemas sin inocular sumergidas
en agua destilada. Por cada tratamiento se sembraron 15
yemas en bandejas de plastico utilizando una mezcla de
sustrato, arena y perlome en proporciones 3:2:1 (p/p/p).
Luego de la inoculacién, las bandejas se conservaron en
invernaculo bajo condiciones controladas de humedad
(90% HR) y temperatura (35°C). Se trabajo con tres repe-
ticiones (bandejas) por tratamiento en un disefio experi-
mental en bloques completamente aleatorizados. A los 60
dias posteriores a la inoculacién (DPI) se tomaron mues-
tras de raices y tallos para realizar los recuentos bacte-
rianos en el medio de cultivo LGI-P semisolido, siguiendo
la técnica del NUmero Mas Probable (NMP) y utilizando la
Tabla de Mc Crady para tres repeticiones (Dobereiner et
al., 1995).
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* Promocién del crecimiento

Para el ensayo se sigui6 el mismo procedimiento
que el descripto anteriormente. A los 30 DPI se determiné
altura y numero de hojas verdes, y a los 60 DPI se evalué
peso fresco y seco tanto del sistema aéreo como del radi-
cular. Los datos fueron analizados con el programa InfoS-
tat (Software Estadistico, 2010) para Windows mediante el
test LSD-Fisher con p<0,10.

e Crecimiento de la cepa seleccionada y evaluaciéon de
su estabilidad en un medio de produccién

- Preparacién del medio de cultivo de propaga-
cion: se realizé un preinéculo donde se sembré una colo-
nia pura de la cepa seleccionada en el medio de cultivo
LGI-P liquido que contenia extracto de levadura (0,05 g/l)
como fuente nitrogenada. El cultivo se incub6 con agita-
cion a 30°C y 180 rpm durante 48 h.

- Determinacioén de la viabilidad y estabilidad de
la cepa seleccionada: se inocularon 25 ml del preindculo
en un medio de produccién industrial, formulado a partir
de subproductos de la industria azucarera, cuya compo-
sicion es: (NH,),HPO, 1,32 g/I; N total de levadura torula
(Torulopsis utilis) 0,73 g/l; melaza 235,8 g/l; pH 5,5 - 6. Se
incubo en bafo termostatizado con agitacién a 30°Cy 180
rpm. Este ensayo se realizé por triplicado.

Para evaluar la viabilidad de la cepa OCG1 en el
medio de produccién se tomaron muestras del cultivo a
los 7, 14 y 30 dias y se determino el numero de (UFC/mI),
siguiendo la metodologia descripta por Ddbereiner et al.
(1995) en el medio de cultivo LGI-P sélido. Ademas, se
evalud la estabilidad del cultivo mediante recuentos en el
medio de cultivo LGI-P semisdlido, siguiendo la técnica
del Numero Mas Probable (NMP) (Débereiner et al., 1995)
y mediante observaciones de sus caracteristicas morfolo-
gicas en microscopio optico.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de tallos de la variedad LCP 85-384, en
edad de soca 1 se obtuvo un aislamiento denominado
OCG1 con caracteristicas similares a G. diazotrophicus,
segun su crecimiento en medios de cultivo selectivos para
este microorganismo. La cepa aislada fue capaz de crecer
en el medio de cultivo semisélido LGI-P libre de N, for-
mando una pelicula amarilla superficial tipica del género
Gluconacetobacter, y en los medios de cultivos soélidos:
LGI-P formando pequefas colonias amarillas cremosas y
APG-G con formacién de colonias color marrén cremosas
con bordes claros (Figura 1a, b y c). En cuanto a la ca-
racterizacion morfoldgica por microscopia éptica, el aisla-
miento seleccionado se observé como bacilos cortos que
presentan movilidad de forma vibroide mediante la pre-
sencia de flagelos polares que no forman endosporas ni
cépsulas, lo cual coincide con lo reportado para el género
Gluconacetobacter (Cavalcante and Dobereiner, 1988; Gi-
llis et al., 1989).

A fin de realizar la caracterizacion molecular de
la cepa OCG1, se realiz6 la amplificacion por PCR del gen
16S del ADNr y su posterior digestion con las enzimas de
restriccion Alul y BsuRI. La cepa PAL5 de G. diazotrophi-
cus fue utilizada como cepa de referencia para la compa-
racion de los perfiles de restriccion (Figura 2).

Se observé que el aislamiento OCG1 present6
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Figura 1. Crecimiento Gluconacetobacter cepa OCG1 en (a) medio de cultivo LGI-P semisolido libre de N, (b) en medio LGI-P solido

y (c) en medio APG-G sdlido. Tucuman, aho 2020.

Figura 2. Perfil de electroforesis de los fragmentos obtenidos
luego de la restriccion del ADNr 16S con las enzimas de
restriccion BsuR!l 'y Alul. Los patrones de restriccion para BsuRl|
corresponden a la cepa PAL5 usada como referencia (calle 1) y
la cepa OCG1 (calle 2). La calle 3 corresponde al marcador de
peso molecular de 100 pb (ThermoScientific). Los patrones de
restriccion para Alul corresponden a la cepa PALS (calle 4) y la
cepa OCG1 (calle 5).

los mismos perfiles de restriccién que la cepa de referen-
cia PAL5 de G. diazotrophicus, tanto en la digestion con
la enzima BsuRl como con Alul, por lo que se infiere que
podria corresponder a dicho género bacteriano.

La capacidad potencial del aislamiento seleccio-
nado de fijar N atmosférico fue evaluada mediante am-
plificacion por PCR de un fragmento del gen nifD de la
nitrogenasa (Sevilla et al., 1998). Segun se puede observar
en la Figura 3, tanto la cepa OCG1 (calle 1) como la cepa
PAL5 utilizada como referencia (calle 2) presentaron una
banda de 700 pb correspondiente al fragmento del gen
nifD de la nitrogenasa. Diferentes autores han confirmado
la capacidad de G. diazotrophicus para fijar N y convertirlo
en NH3 con posterior oxidacién a NH,*, mediante la expre-
sion de la enzima nitrogenasa en condiciones microaero-
bias (Patriquin et al., 1983; Gillis et al., 1989; Stephan et
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al., 1991; Gallon, 1992; Baldani et al., 1997). La presencia
de la bacteria es una condicién para la FBN vy la eficiencia
del sistema de FBN depende de diversos factores, entre
ellos un 6ptimo suministro de agua y nutrientes, las con-
diciones ambientales, la edad de la planta y el grado de
asociacion entre la variedad de la cafia de azdcar utilizada
y la bacteria (Lima et al., 1987; Urquiaga et al., 1992; Da
Silva et al., 1993).

Teniendo en cuenta que la colonizacién es un
factor clave para que la bacteria pueda llevar a cabo la
promocién del crecimiento, se evalud si la cepa selec-
cionada OCG1 es capaz de colonizar raices y tallos de
la variedad TUC 95-10. Para ello, se realizé un bioensayo
de inoculacién en invernaculo. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 1. Segun se puede observar, a
los 60 DPI tanto las raices como los tallos presentaron
crecimiento en el medio LGI-P semisdlido, indicando la
presencia de bacterias fijadoras de N capaces de utilizar
sacarosa como fuente de C, como las del género Gluco-
nacetobacter (Ruschel et al., 1975; Patriquin et al., 1980).

700 pb

Figura 3. Amplificacion por PCR del gen nifD (700 pb) para la
cepa OCGH1 (calle 1) y la cepa control G. diazotrophicus PAL5
(calle 2). La calle 3 corresponde al marcador de peso molecular
de 100 pb (ThermoScientific).
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Sélo las raices de las plantulas inoculadas con la cepa
OCG1 presentaron un aumento estadisticamente signifi-
cativo de UFC/g respecto a las plantas control sin inocular.
Estos resultados podrian indicar la presencia endofitica de
la cepa OCG1 colonizando el sistema radicular de las plan-
tas inoculadas. Esto coincide con lo reportado por Bellone
et al. (1997), quienes lograron aislar Gluconacetobacter a
partir de raices de cafa de azUcar de dos variedades di-
ferentes de la provincia de Tucuman, lo cual indicaria que
esta bacteria esta asociada al sistema radicular y podria
beneficiar el desarrollo inicial de las plantas de cafia de
azucar (Cavalcante and Dobereiner, 1988; Mufioz-Rojas
and Caballero-Mellado, 2003). En cuanto a los resultados
de tallo, no se observaron diferencias significativas entre
las plantas inoculadas y el control (Tabla 1). Esto indicaria
la presencia natural de las bacterias de este género co-
lonizando los tallos de las plantulas de cafia de azucar,
independientemente de la inoculacién realizada.

Tabla 1. Recuento de bacterias fijadoras de N en el medio de
cultivo LGI-P semisdlido (expresado como UFC/g tejido).

Tratamiento Raiz Tallo

Gluconacetobacter cepa OCG1 3,556+0,43 a 3,67 +0,37 a

2,67+0,27 b 3,66+0,48 a

Control sin inocular

Los resultados obtenidos al evaluar la altura y el
numero de hojas verdes a los 30 DPI no presentaron di-
ferencias estadisticamente significativas entre las plantas
inoculadas y las testigo sin inocular (datos no mostrados).
Sin embargo, si se observaron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos al evaluar el peso fresco
y seco del sistema aéreo y radicular a los 60 DPI. En este
caso, las plantas inoculadas con la cepa OCG1 presenta-
ron un incremento en el peso fresco aéreo de 0,200 g y un
incremento significativo de 0,560 g en el sistema radicular,
frente al testigo; mientras que en el peso seco, el incre-
mento observado fue de 0,111 g y 0,088 g en la parte aé-
rea y radicular, respectivamente, en comparacion al testigo
sin inocular (Figura 4 ay b).
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Estos resultados podrian explicarse teniendo en
cuenta que Gluconacetobacter es capaz de aumentar el
peso aéreo y radicular de la cafia de azucar, posiblemente
debido a que la bacteria produce fitohormonas como el
acido indol acético y giberelinas (Fuentes Ramirez et al.,
1993; Jiménez-Salgado et al., 1997; Bastian et al., 1998),
que inducen la elongacion celular de la planta (Dobereiner,
1989; Rayle and Cleland, 1992).

A fin de propagar la cepa OCG1 en un medio
de cultivo de bajo costo, y que permita obtener grandes
cantidades de células metabdlicamente activas para una
posible formulacién de un biofertilizante, la cepa OCG1 se
inoculé en un medio formulado con subproductos de la
industria sucroalcoholera. Como control se utilizé la cepa
G. diazotrophicus PALS5, considerando que esta cepa se
emplea en formulaciones de biofertilizantes comerciales
de segunda generacion, como el EMMIM-1 patentado por
el Instituto Mexicano de Propiedad Intelectual y comercia-
lizado por la empresa BioAgro; y el INOCREP desarrollado
por la Universidad de Puebla, México (Hernandez Vargas,
2017; Morales-Garcia et al., 2020). A los siete dias de in-
cubacioén, se determiné el numero de UFC/ml. Segun los
resultados, la cepa OCG1 fue capaz de crecer hasta alcan-
zar un valor promedio de 9,33 x 107 UFC/ml en el medio
de cultivo formulado, utilizando como Unica fuente de C
un sustrato complejo como la melaza. Ademas, presento
mayor capacidad para multiplicarse y adaptarse a la com-
posicion del medio de cultivo, en comparacion con la cepa
de referencia PALS5, la cual crecié hasta alcanzar un valor
promedio de 1,50 x 10* UFC/ml.

Por otro lado, se evalud la estabilidad y la con-
servacién de la viabilidad de la cepa OCG1 en el medio
de produccién. Los resultados se muestran en la Figura 5.
Segun puede observarse, la cantidad de bacterias viables
se mantuvo en el orden de 107 UFC/ml hasta los 30 DPI,
cuando el medio de cultivo se almacen6 a temperatura
ambiente (25°C).

Por otro lado, durante el crecimiento de la cepa
OCG1 en el medio de cultivo de produccion se observo
la formacién de una pelicula de biofilm que permanecio
adherida a la pared del erlenmeyer (Figura 6a). Existen an-
tecedentes que indican que G. diazotrophicus es capaz de
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Figura 4. Evaluacion del efecto promotor del crecimiento de Gluconacetobacter cepa OCG1 a los 60 DPI. Cuantificacion del peso
fresco (a) y seco (b) tanto del sistema aéreo (PA) (barras verdes) como radicular (PR) (barras naranjas). Tucuman, afio 2020.
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Figura 5. Viabilidad de la cepa OCG1 en el medio de produccion.

producir y excretar al medio exopolisacaridos (EPS) que
le permiten formar biopeliculas y adherirse a superficies
inertes, caracteristicas tipicas de las bacterias de este gé-
nero (Danese et al., 2000; Laue et al., 2006; Russo et al.,
2006; Jaramillo et al., 2014). G. diazotrophicus posee el
gen gumD, el cual es esencial para la produccién de EPS,
determinante para la formacion de biopeliculas y para la
colonizacién de diferentes cultivos, entre ellos la cana de
azucar (Meneses et al., 2011; Idogawa et al., 2014; Mene-
ses et al., 2017). La produccién de EPS por la cepa OCG1
observada en el medio de cultivo utilizado resulta de fun-
damental importancia, no solo porque los produce utili-
zando melaza como Unica fuente de C, sino también por-
que los EPS protegen a las bacterias frente a condiciones
de estrés osmotico y desecacion. El EPS bacteriano tam-
bién ayuda al proceso de colonizacién creando un micro-
ambiente favorable, aunque los mecanismos involucrados
en este proceso aun son desconocidos (Dow et al., 2000;
Rinaudi and Giordano, 2010). La morfologia de Glucona-

1

Figura 6. (A) Medio de cultivo de produccion con formacion
de biofilm adherido a la pared del erlenmeyer. (B) Observacion
en microscopio optico (aumento 100x) de la morfologia de
Gluconacetobacter cepa OCG1, luego del crecimiento en el
medio de produccion. Tucuman, 2020.
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cetobacter cepa OCG1A presentd una leve disminucion
en la movilidad bacilar cuando se observé en microscopio
optico a los 30 DPI, luego del crecimiento en el medio de
produccion, comparado con la observacion realizada en el
mismo medio a los 7 DPI (Figura 6b).

8 CONCLUSIONES

En este trabajo se logré aislar y caracterizar en
forma morfolégica y molecular una cepa endofitica de
Gluconacetobacter denominada OCG1, a partir de tallos
de cafia de azlcar de la variedad LCP 85-384. Esta cepa
demostré tener capacidad potencial para fijar N atmosfé-
rico debido a la presencia del gen nifD de la nitrogenasa,
caracteristica promotora del crecimiento tipica de las bac-
terias PGPB.

La cepa OCG1 fue capaz de colonizar el sistema
radicular de plantines de cafia de azlcar de la variedad
TUC 95-10 y promover el crecimiento inicial observado
por el incremento del peso fresco y seco, tanto del sis-
tema aéreo como del radicular. Por lo tanto, los plantines
obtenidos a partir de yemas inoculadas con la cepa OCG1
podrian tener una mejor adaptacion y mayor crecimiento
en el campo, permitiendo un rapido establecimiento del
cafaveral.

Por ultimo, la cepa OCG1 presenté elevada via-
bilidad y estabilidad en el medio de cultivo de produccion,
luego de 30 dias de almacenamiento a temperatura am-
biente, y fue ademas capaz de producir y excretar EPS.
Este medio de cultivo, de bajo costo por estar formulado a
partir de subproductos de la agroindustria azucarera, po-
dria ser utilizado para la propagaciéon a gran escala de la
cepa OCG1.

Los resultados preliminares obtenidos en este
trabajo indican que la cepa Gluconacetobacter OCG1 ais-
lada y seleccionada en nuestro laboratorio tiene potencial
para ser utilizada en la inoculaciéon de yemas aisladas de
cafa de azucar, a fin de obtener plantines inoculados de
alto valor agregado. Si bien los resultados preliminares ob-
tenidos hasta el momento son satisfactorios, es necesario
continuar con las investigaciones.
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