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RESUMEN

Las bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre
(BFNVL) pueden ser una importante alternativa
para reemplazar los fertilizantes nitrogenados en la
agricultura. Agave potatorum Zucc., coloquialmente
conocido como maguey tobala, es una especie silvestre
de la cual se obtiene un mezcal muy demandado debido
a su alta calidad. Al ser una especie silvestre, no existe
mucha informacion referente a su manejo agrondomico.
En este estudio se evaluo el efecto de BFNVL en el
crecimiento y contenido de sélidos solubles totales
(SST) en plantas de A. potatorum bajo condiciones
semi-controladas. Bajo un disefio en bloques
completamente al azar se evaluaron tres BFNVL
(1) Burkholderia cepacia, (2) Flavobacterium sp.,
(3) Paenibacillus amylolyticus y un control (sin
BFNVL). En total se tuvieron 4 bloques con 15
plantas de agave por bloque, dentro de cada bloque a
cada planta de agave se le aplico al azar una BFNVL
diferente. Las variables de crecimiento vegetal
evaluadas después de 48 semanas fueron: altura de
la planta (AP), didmetro de roseta (DRO), diametro
del tallo (DT), nimero de hojas desplegadas (NHD),
volumen radicular (VR), densidad de raiz (DR),
biomasa seca del tallo (BST), biomasa total (BT),
area foliar (AF) y, SST en el tallo (°Bx). El analisis
de varianza y la prueba de comparacion multiple de
medias (Tukey, P <0.05) revelaron que con respecto al
control, B. cepacia incremento6 322.2% el VR, 42.6%
el NHD y 72.9% los SST. P. amylolyticus incrementd
317.1% la BST. B. cepacia, Flavobacterium sp. y
P amylolyticus incrementaron aproximadamente
50.3% el DT, 48.6% el DRO, 127.2% el AF y 51.8%
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SUMMARY

The free-living nitrogen-fixing bacteria (FLNFB)
can be an important alternative to replace mineral
fertilizers in agriculture. Agave potatorum Zucc.,
commonly known as “maguey tobald”, is a wild species
from which a highly demanded “mezcal” (liquor) is
obtained and distinguished by its high quality. As it
is a wild species, not much information is available
referring to its agricultural management. This study
assessed the effect of FLNFB inoculation on plant
growth and solid soluble content (SSC) of the stem of
A. potatorum plants under semi-controlled conditions
and a randomized complete block design; three FLNFB
(1) Burkholderia cepacia, (2) Flavobacterium sp.,
(3) Paenibacillus amylolyticus and a control (without
FLNFB) were assessed in four blocks with 15 agave
plants per block; each plant in the same block was
randomly assigned to a different FLNFB. The plant
growth variables assessed after 48 weeks were: plant
height (PH), plant rosette diameter (ROD), plant stem
diameter (PSD), unfolded leaves number (ULN), root
volume (RV), root density (RD), stem dry biomass
(SDB), total dry biomass (TDB), leaf area (LA) and
SSC (°Bx). An analysis of variance and Tukey’s
multiple range test for means separation (P < 0.05)
revealed that with respect to the control, B. cepacia
increased RV 322.2%; ULN 42.6%; and SSC 72.9%.
P. amylolyticus increased SDB 317.1%. B. cepacia,
Flavobacterium sp., and P. amylolyticus increased
the PSD approximately 50.3%; ROD 48.6%; LA
127.2%; and PH 51.8%. Flavobacterium sp. increased
TB 164.8%. These results suggest that the FLNFB
promoted growth of A. potatorum plants, making this
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la AP. Flavobacterium sp. increment6 164.8% la BT.
Estos resultados sugieren que las BENVL promueven
el crecimiento de A. potatorum, por lo que pueden ser
una tecnologia ambientalmente amigable y econémica
para la produccion de este agave.

Palabras clave: bacterias diazotrofas, crecimiento
vegetal, maguey tobala.

INTRODUCCION

Las plantas requieren nitrégeno en grandes
cantidades porque este elemento es un componente
esencial de las proteinas, acidos nucleicos y otros
constituyentes celulares (Shridhar, 2012). La elevada
cantidad de nitrogeno en la atmoésfera terrestre (cerca
de 80% en la forma de N, gaseoso) no puede utilizarse
de manera directa por los sistemas biologicos en la
produccién de los compuestos quimicos necesarios
para su crecimiento y reproduccion (Shin et al.,
2016). La reduccion de N,, cominmente conocida
como “fijacion de nitrogeno” se lleva a cabo quimica
o biologicamente (Shin et al., 2016). La fijacion
bioldgica de nitrégeno (FBN) es uno de los procesos
mas importantes que provee la mayor fuente externa de
N para los diferentes ecosistemas y agroecosistemas,
lo que constituye una opcidén importante para la
recuperacion y mantenimiento de la fertilidad edafica
(Figueiredo et al., 2013). Algunas de las bacterias que
viven en el suelo se denominan de vida libre porque
no dependen de los exudados de la raiz de la planta
para su supervivencia (Sharma et al., 2014). Los
microorganismos que llevan a cabo la FBN son un
grupo limitado de bacterias simbioticas y de vida libre
denominadas diazotrofas que tienen la capacidad de
reducir y transformar el nitrogeno atmosférico (N,) a
amonio (NH,"), una forma de nitrégeno asimilable para
las plantas (Bano e Igbal, 2016). Entre las bacterias
fijadoras de nitrégeno de vida libre (BFNVL) se pueden
encontrar algunas anaerobicas obligadas o facultativas
como Azospirillum sp., Clostridium pasteurianum,
Klebsiella spp., Desulfovibrio sp.; otras aerobicas
obligadas como Azotobacter spp., Beijerinckia sp. y
fotosintéticas como las bacterias purpuras sulfurosas
y no sulfurosas y bacterias verdes sulfurosas (Allan
y Graham, 2002). Algunas BEFNVL pueden promover
el crecimiento de las plantas mediante la sintesis y
laliberacion de fitohormonas como auxinas, giberelinas,
citocininas y acido abscisico (Hernandez-Rodriguez

environmentally friendly and inexpensive technology a
good alternative for agave production.

Index words: diazotrophic bacteria, plant growth,
maguey tobala.

INTRODUCTION

Plants require nitrogen in great quantities because
this element is an essential component of proteins,
nucleic acids, and other cellular constituents (Shridhar,
2012). The elevated nitrogen quantity in the Earth
atmosphere (close to 80% in N, gaseous form) cannot
be used directly by the biological systems in the
production of the necessary chemical compounds
for their growth and reproduction (Shin et al., 2016).
The reduction of N,, commonly known as “nitrogen
fixation” is performed chemically or biologically
(Shin et al., 2016). Biological nitrogen fixation (BNF)
is one of the most important processes that provides
the greatest external N source for the different
ecosystems and agroecosystems and constitutes an
important option for recovery and maintenance of
soil fertility (Figueiredo et al., 2013). Some of the
bacteria that live in soil are called free-living because
they do not depend on plant root exudates for their
survival (Sharma et al., 2014). The microorganisms
that perform BNF are a limited group of free-living
symbiotic bacteria called diazotroph, which have the
capacity of reducing and transforming atmospheric
nitrogen (N,) to ammonium (NH,"), a form of readily
assimilated nitrogen for plants (Bano and Igbal,
2016). Among the free-living nitrogen-fixing bacteria
(FLNFB), some are obligate or facultative anaerobic,
such as Azospirillum sp., Clostridium pasteurianum,
Klebsiella spp., Desulfovibrio sp.; other obligate
aerobic, such as Azotobacter spp., Beijerinckia sp.,
and photosynthetic, such as purple sulfur, non-sulfur
bacteria, and green sulfur bacteria (Allan and Graham,
2002). Some FLNFB may promote plant growth by
means of synthesis and the release of phytohormones,
such as auxins, gibberellins, cytokinins and abscisic
acid (Hernandez-Rodriguez et al., 2014). Some
Azotobacter strains, for example, have the capacity
of producing amino acids that promote plant growth;
they are also capable of producing siderophores, which
may provide iron to plants (Jnawali et al., 2015).
The results of previous studies on incorporating
FLNFB to soil have shown high yields in a great
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et al., 2014). Algunas cepas de Azotobacter, por
ejemplo, tienen la capacidad de producir aminoacidos
que promueven el crecimiento vegetal, también son
capaces de producir siderdforos, los cuales pueden
proporcionar hierro a las plantas (Jnawali et al., 2015).
Resultados de estudios previos sobre la incorporacion a
los suelos de BFNVL han mostrado altos rendimientos
en una gran diversidad de cultivos, como arroz, maiz,
frijol y tomate, minimizando el uso de fertilizantes
quimicos, especialmente los nitrogenados (Hernandez,
1998; Bonilla et al., 2000; Meunchang et al., 2005).
Hay reportes que muestran que la inoculacion con
Azospirillum lipoferum en plantas de arroz bajo
condiciones de invernadero aument? el rendimiento por
arriba de 6.7 g planta! (Mirza et al., 2000). La altura y
la biomasa seca de plantas de algodén incrementaron
con la inoculacion con Azospirillum brasiliense bajo
condiciones de invernadero (Bashan, 1998).

En México, los agaves han tenido y tienen una
gran importancia economica y cultural para numerosos
pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado
desde hace 7000 afios como fuente de alimento,
medicina, combustible, cobijo, ornato, ixtle, abono,
construccion de viviendas, elaboracion de implementos
agricolas y principalmente en la produccion de
diferentes tipos de bebidas alcohdlicas como el mezcal
y el tequila (Garcia-Mendoza, 2007). Estudios recientes
indican que los agaves también tienen un alto potencial
para la fijacion de carbono (Garcia-Moya et al., 2010;
Nufez ef al., 2010). En el estado de Oaxaca se utilizan
alrededor de nueve especies de agave de las cuales
Agave angustifolia Haw. es la de mayor demanda y la
unica que se cultiva de forma significativa en suelos
semidridos, aproximadamente 8422.7 ha se encuentran
cultivadas con este agave (OEIDRUS-SAGARPA,
2011). Las otras ocho especies de agave son
colectadas de poblaciones silvestres o semi-cultivadas
principalmente en cercos vivos con poco o nulo manejo
cultural. Tal es el caso del Agave potatorum Zucc.,
coloquialmente conocido como maguey papalomé o
maguey tobala, una especie de la cual se obtiene un
mezcal muy demandado (Sanchez-Lopez, 2005) que
se distingue por su alta calidad debido a la proporcion
de compuestos aromaticos volatiles que contiene (Vera
et al., 2009). En el afio 2018 se produjeron a nivel
nacional 5.9 millones de litros de mezcal. Oaxaca
contribuy6 con el 92.3% de esta produccion, de la cual
el 3.3% se elabor6 con A. potatorum (CRM, 2019). Este
agave se desarrolla en suelos aridos y semiaridos poco

diversity of crops, such as rice, maize, bean, and
tomato, minimizing the use of chemical fertilizers,
especially nitrogenous (Hernandez, 1998; Bonilla et
al., 2000; Meunchang et al., 2005). Some reports have
shown that inoculation with Azospirillum lipoferum in
rice plants under greenhouse conditions increased yield
above 6.7 g plant! (Mirza et al., 2000). Cotton plant
height and dry biomass increased with Azospirillum
brasiliense inoculation under greenhouse conditions
(Bashan, 1998).

In Mexico, agave plants have had and still have a
great economic and cultural importance for numerous
indigenous and mixed-race populations that have used
them for 7000 years as source of food, medicine, fuel,
shelter, ornament, fiber, manure, housing construction,
agricultural tool production, and mainly in the
production of different types of alcoholic beverages,
such as mezcal and tequila (Garcia-Mendoza, 2007).
Recent studies have indicated that agave plants also
have a high potential for fixing carbon (Garcia-Moya
etal.,2010; Nunez et al., 2010). In the State of Oaxaca,
around nine agave species are used, of which Agave
angustifolia Haw. is the one with the greatest demand
and the only one cultivated significantly in semi-arid
soils, where approximately 8422.7 ha are cultivated
with this agave (OEIDRUS-SAGARPA, 2011). The
other eight agave species were collected from wild or
semi-cultivated populations, mainly in living fences
with little or null cultural management. Such is the
case of Agave potatorum Zucc., colloquially known
as maguey papalomé or maguey tobald, a species
whose mezcal is highly demanded (Sanchez-Lopez,
2005) and distinguished for its top quality because of
the proportion of the volatile aromatic compounds it
contains (Vera et al., 2009). In 2018, 5.9 million L
of mezcal were produced at national level. Oaxaca
contributed with 92.3% of this production, of which
3.3% was made with 4. potatorum (CRM, 2019).
This agave develops in low fertility arid and semi-arid
soils, estimating 42 ha of such species in the regions
of Valles Centrales and Sierra Sur of Oaxaca, which
represents 0.45% of the total plants of the genus Agave
that exist in the state (OEIDRUS-SAGARPA, 2011).
Because it is a wild species, not much information is
available with respect to its agronomic management;
thus it is necessary to carry out research in different
aspects, including its nutrition within an agro-ecologic
context. The analysis of sugars in the stems or agave
“pinas” (stem without leaves) is important because
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fértiles, se estima que hay 42 ha de dicha especie en las
regiones de Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca, lo
cual representa 0.45% del total de plantas del género
Agave existentes en el estado (OEIDRUS-SAGARPA,
2011). Al ser una especie silvestre, no existe mucha
informacion referente a su manejo agronémico, por lo
que es necesario realizar investigacion en diferentes
aspectos incluyendo su nutricion, dentro de un contexto
agroecologico. El analisis de aztcares en los tallos
o “pifias” (tallos sin hojas) de agave es importante
porque el alcohol obtenido en la fermentacion depende
de la cantidad de azucares reductores. En las tequileras
y mezcaleras se practican dos tipos de analisis como la
medicion de grados Brix (°Bx) y la determinacion de
azucares reductores empleando el reactivo de Fehling.
Los °Brix representan una escala arbitraria para medir
densidades de soluciones de azucares y equivalen al
porcentaje en peso de solidos solubles de una muestra,
que principalmente son azucares. Por ejemplo, en
A. tequilana las pifias deben tener al menos 24% de
azucares totales para que se consideren de buena
calidad (Bautista-Justo et al., 2001). En este estudio
se evaluo el efecto de BFNVL en el crecimiento y
contenido de solidos solubles totales (SST) en plantas
de A. potatorum bajo condiciones semi-controladas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron tres cepas de BFNVL aisladas
previamente de la rizosfera de A. angustifolia
cultivado en el distrito de Tlacolula, Oaxaca, México
en las comunidades de Magdalena Teitipac (16° 54’
Ny 96° 33" O), San Baltazar Guelavila (19° 80" Ny
96° 29" O) y San Juan del Rio (16° 53" N y 96° 09’
0). Con base en el sistema Analytical Profile Index
(API20 NE, bioMérieux, Inc., Durham, NC, USA) se
confirmé la identidad de Burkholderia cepacia con
caracteristicas fenotipicas de bacterias gram negativas,
colonias grandes de color blanco, bordes enteros, forma
circular mucoide con pigmentacion amarilla en su
centro; Flavobacterium sp. bacterias gram negativas,
colonias de color amarillo con bordes enteros,
forma circular con pigmento excretado verdoso; y
Paenibacillus amylolyticus bacterias gram positivas,
colonias traslucidas con bordes enteros y forma
circular. Estas BFNVL se seleccionaron por su alta
eficiencia para fijar N atmosférico in vitro mediante la
cuantificacion del ion NH,". La capacidad diazétrofica
obtenida fue de 1.10 pg N-NH," mL"' para B. cepacia,

the alcohol obtained in the fermentation depends on
the quantity of reducing sugars. In the tequila and
mezcal distilleries, two type of analyses are made,
such as measuring Brix (°Bx) degrees and determining
reducing sugars by using Fehling reagent produced in
the laboratory. °Brix represents an arbitrary scale to
measure sugar densities in solutions and is equivalent
to the percentage in weight of the soluble solids in
one sample, which are mainly sugars. For example,
the stems without leaves (pifia) of A. tequilana should
have at least 24% of total sugars to be considered
of good quality (Bautista-Justo e al., 2001). In this
study, the effect of FLNFB on plant growth and total
solid soluble content of the stem (SSC) in plants of
A. potatorum under semi-controlled conditions was
evaluated.

MATERIALS AND METHODS

The experiment used three FLNFB strains,
previously isolated from the rhizosphere of
A. angustifolia cultivated in the District of Tlacolula,
Oaxaca, Mexico in the communities of Magdalena
Teitipac (16° 54" N and 96° 33" W), San Baltazar
Guelavila (19° 80" N and 96° 29" W) and San Juan
del Rio (16° 53" N and 96° 09" W). Based on the
Analytical Profile Index (API20 NE, bioM¢érieux,
Inc., Durham, NC, USA) system, the identity of
Burkholderia cepacia was confirmed with the
phenotypical characteristics of gram negative
bacteria, large white-colored colonies, entire borders,
circular mucoid shape with yellow pigments in the
center; Flavobacterium sp., gram negative bacteria,
yellow-colored colonies with entire borders,
circular shape with greenish excreted pigment; and
Paenibacillus amylolyticus, gram positive bacteria,
translucid colonies with entire borders and circular
shape. These FLNFB were selected because of their
high efficiency to fixate atmospheric N in vitro by
quantifying the NH," ion. The diazotrophic capacity
obtained was 1.10 pg N-NH," mL" for B. cepacia;
1.54 ug N-NH," mL" for Flavobacterium sp.; and
1.68 ug N-NH," mL"' for Paenibacillus amylolyticus.

Effect of Free-Living Nitrogen-Fixing Bacteria in
Agave potatorum Zucc. Growth

The FLNFB selected were inoculated following the
streak plate method in specific agar for nitrogen-fixing
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1.54 pg N-NH,” mL"' para Flavobacterium sp. y
1.68 ug N-NH," mL"' para Paenibacillus amylolyticus.

Efecto de Bacterias Fijadoras de Nitrégeno de Vida
Libre en el Crecimiento de Agave potatorum Zucc.

Las BFNVL seleccionadas se inocularon por
la técnica de estria masiva en agar especifico para
bacterias fijadoras de nitrogeno (NFb) y se incubaron
en condiciones aerobicas durante 48 h a 30 °C. Se
tomaron colonias de cada cepa desarrollada en agar
NFb y se transfirieron a un tubo con 10 mL de solucioén
salina estéril al 0.85% y se ajusto a una concentracion
de 1.5 x 10® células mL"!, utilizando la escala de Mc
Farland como referencia. Posteriormente se inoculd
1 mL de esta suspension bacteriana en 9 mL de
medio nutritivo estéril que contenia (g L!): glucosa
0.5; extracto de levadura 0.5; peptona 0.5; caseina
0.5; almidon 0.5; K.HPO, 0.30; MgSO, 0.05; pH 7.0
(Sanchez-Lopez y Pérez-Pazos, 2018) y se incubd a
30 °C por 24 h, obteniendo asi un pre-inoculo por cepa.
Para la produccion del inoculante, se re-inocularon
5 mL del pre-inoculo en 45 mL de medio nutritivo
estéril y se incubaron a 30 °C, durante 48 h a 150 rpm.
Transcurrido el tiempo de incubacion cada cultivo
bacteriano se centrifug6 a 10 000 rpm durante 10 min.
El pellet celular obtenido se diluyé en medio nutritivo
estéril hasta obtener una concentracion de 15 x 108
células mL"' de acuerdo con la escala de Mc Farland
(Sanchez-Lopez y Pérez-Pazos, 2018).

Las plantulas de agave empleadas en este
experimento se obtuvieron a partir de semillas de plantas
maduras de Agave potatorum Zucc. con un promedio
de 5 a 7 afios de edad. Se emplearon semilleros de 200
cavidades con suelo estéril de la zona de San Baltazar
Chichicapam, distrito de Ocotlan, Oaxaca, donde crece
A. potatorum de manera silvestre. Este suelo presentd
las siguientes caracteristicas: materia organica (1.7%),
NO, (470 mg kg'), pH (7.5) y fosforo disponible
(5.8 mg kg'). Se depositdé una semilla de agave por
cavidad y se realizaron riegos cada tercer dia hasta la
emergencia de hojas verdaderas. Después de 60 dias
las plantulas se transfirieron a macetas que contenian
2000 g de suelo no estéril con la finalidad de que las
BFNVL fueran capaces de colonizar las raices de las
plantas de agave considerando las posibles relaciones
sinérgicas o antagonicas que pudiera haber entre ellas
y la biota existente de manera natural en el suelo.
Bajo un disefno en bloques completamente al azar se

bacteria (NFb), and incubated in aerobic conditions at
30°C for 48 h. Colonies from each strain developed in
NFb agar were taken and transferred to a test tube with
10 mL of sterile saline solution at 0.85% and adjusted
to a concentration of 1.5 x 10% cells mL", utilizing
McFarland scale as reference. Subsequently, 1 mL of
this bacterial suspension was inoculated in 9 mL of
sterile nutritive medium that contained (g L'): glucose
0.5; yeast extract 0.5; peptone 0.5; casein 0.5; starch
0.5; K,HPO, 0.30; MgSO, 0.05; pH 7.0 (Sanchez-
Lopez and Pérez-Pazos, 2018), and incubated at
30 °C for 24 h, thus obtaining one pre-inoculant per
strain. For the inoculant production, 5 mL of the pre-
inoculant were re-inoculated in 45 mL of the sterile
nutritive medium and incubated at 30 °C at 150 rpm
for 48 h. After incubation time, each bacterial strain
was centrifuged at 10 000 rpm for 10 min. The cellular
pellet obtained was diluted in sterile nutritive medium
until a concentration of 15 x 10® cell mL"! was obtained,
according to Mc Farland scale as reference (Sanchez-
Lopez and Pérez-Pazos, 2018).

The agave seedlings used in this experiment were
obtained from seeds of mature Agave potatorum Zucc.
plants with an average from 5-7 years of age. Seed
boxes of 200 wells were used with sterile soil of the
area of San Baltazar Chichicapam, District of Ocotlan,
Oaxaca, where 4. potatorum grows wild. This soil
showed the following characteristics: organic matter
(1.7%), NO, (470 mg kg"), pH (7.5) and available
phosphorus (5.8 mg kg'). One agave seed per cavity
was sown, and irrigation was performed every other
day until true leaf emergence was observed. After 60
days, seedlings were transferred to pots containing
2000 g of non-sterile soil, so the FLNFB were capable
of colonizing agave plant roots, considering the
possible synergic or antagonistic relationships that
could be among them and the existing natural biota
in soil. Under a randomized complete block design,
three FLNFB were assessed: (1) Burkholderia cepacia,
(2) Flavobacterium sp., (3) Paenibacillus amylolyticus
and one control group with sterile nutritive medium
without FLNFB to counteract the effect of the nutrients
present in the culture medium on plant growth.
In total, four blocks with 15 agave plants per block
were prepared; within each block, a different FLNFB
was applied randomly to each agave plant; 50 mL of
the inoculant were applied directly to the agave plant
root with a final colony forming unit (CFU g of soil)
of 3.75 x 107. Trrigation was performed twice per week.
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evaluaron tres BFNVL (1) Burkholderia cepacia, (2)
Flavobacterium sp., (3) Paenibacillus amylolyticus y
un control con medio nutritivo estéril sin BFNVL con
la finalidad de contrarrestar el efecto de los nutrientes
presentes en el medio de cultivo sobre el crecimiento
de las plantas. En total se tuvieron 4 bloques con 15
plantas de agave por bloque, dentro de cada bloque a
cada planta de agave se le aplico al azar una BFNVL
diferente. Seaplicaron 50 mL de inoculante directamente
a la raiz de la planta de agave, la concentracion final
de UFC g de suelo fue de 3.75 x 107. Se realizaron
dos riegos por semana. El experimento se establecid
en condiciones semi-controladas dentro de un macro
tunel (temperatura de dia 26-32 °C, temperatura
nocturna 18-20 °C; fotoperiodo, 14 h luz: 10 h de
obscuridad). Las variables de crecimiento de la planta
evaluadas después de 48 semanas a partir del trasplante
fueron: altura de la planta (AP) y diametro de roseta
(DRO) con un flexémetro graduado en centimetros,
diametro del tallo (DT) con un vernier digital, el
nimero de hojas desplegadas (NHD) se contabilizd
visualmente, el volumen radicular (VR) se determin6
por el método aproximado de la probeta, la densidad
de raiz (DR) se obtuvo por medio de la relacion masa-
volumen. De acuerdo a lo propuesto por Huang et al.
(2017) solamente se consideraron variables base peso
seco, de esta manera se determiné la biomasa seca del
tallo (BST) después del secado a 70 °C durante 72 h,
la biomasa total (BT) se cuantificé por el peso seco
total de cada planta, el area foliar (AF) se estimo con
el software ImagelJ y, el SST (°Bx) se midi6 con un
refractometro.

Los datos se sometieron a un analisis de varianza
y pruebas de comparacion multiple de medias (Tukey
con un nivel de significancia de 5%), con el paquete
estadistico SAS®, version 9.1 (SAS, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza y la prueba de comparacion
multiple de medias (Tukey, P < 0.05) revelaron que
con respecto al control, B. cepacia increment6 322.2%
el VR, 42.6% el NHD y 72.9% los °Bx. P. amylolyticus
incrementd 317.1% la BST (Figura 1). B. cepacia,
Flavobacterium sp. y P. amylolyticus incrementaron
aproximadamente 50.3% el DT (Figuras 1 y 5), 48.6%
el DRO, 127.2% el AF y 51.8% la AP (Figuras 2
y 3). Flavobacterium sp. incrementé 164.8% la BT
(Figura 2).

The experiment was established in semi-controlled
conditions within a macro tunnel (day temperature from
26-32 °C, night temperature 18-20 °C; photoperiod,
14 h light: 10 h darkness). The growth variables of each
plant assessed after 48 weeks after transplant were: plant
height (PH) and rosette diameter (ROD) with a flex-
o-meter graduated in centimeters; plant stem diameter
(PSD) with a digital vernier; the unfolded leaves number
(ULN) was counted visually; root volume (RV) was
determined by the approximate test tube method; root
density (RD) was obtained by the relationship mass-
volume. Following Huang et al. (2017), only were the
dry weight based variables considered; thus stem dry
biomass (SDB) was determined after drying at 70 °C
for 72 h; total dry biomass (TDB) was quantified by
the total dry weight of each plant; leaf area (LA) was
estimated with the Imagel software; SSC (°Bx) was
measured with a refractometer.

Data were subjected to an analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s multiple comparison of means
test (level of significance of 5%) with the statistical
package SAS®, version 9.1 (SAS, 2004).

RESULTS AND DISCUSSION

The ANOVA and multiple comparison of means
test (Tukey, P < 0.05) revealed that with respect
to control, B. cepacia increased RV 322.2%, ULN
42.6%, and SSC 72.9%; P. amylolyticus increased
SDB 317.1% (Figure 1). B. cepacia, Flavobacterium
sp., and P. amylolyticus increased PSD approximately
50.3% (Figures 1 and 5), ROD 48.6%, LA 127.2%,
and PH 51.8% (Figures 2 and 3). Flavobacterium sp.
increased TB 164.8% (Figure 2).

Fromthe assessed growth variables, RD was the only
one that did not show statistically significant changes
among the inoculated plants and the control group.
The increase in agave plant growth variables could be
attributed to different mechanisms performed by the
FLNFB previously reported as plant growth promoters
(Requena et al., 1997); those found are (1) increase in
elongation and cellular multiplication because of a better
nutrient absorption as N; (2) phytohormone production,
among those, auxins, cytokinins, gibberellins, and
abscisic acid; (3) siderophore production, which may
provide iron to plants; (4) enzyme synthesis, such as
I-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase, which
decreases ethylene levels in plants (Lucy et al., 2004;
Podile and Kishore, 2006; Appanna, 2007).
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inoculante (Tukey, P < 0.05).

Figure 1. Mean value + standard error in some growth variables and total solid soluble content of the stem or “pifia” (stem without
leaves) of the Agave potatorum Zucc. plants inoculated with free-living nitrogen-fixing bacteria in semi-controlled environments
after 48 weeks of assessment. Different small letters on each bar indicate the inoculant effect (Tukey’s test, P < 0.05).

La DR fue la tUnica variable de crecimiento
evaluada que no presentd cambios estadisticamente
significativos entre las plantas inoculadas y el control.
El incremento en las variables de crecimiento de
las plantas de agave se puede atribuir a diversos
mecanismos llevados a cabo por las BENVL, las cuéles
han sido reportadas previamente como promotoras
del crecimiento vegetal (Requena et al., 1997). Entre
estos mecanismos se encuentran (1) un incremento

The RV (Figure 4), ULN, and LA in agave plants
increased with B. cepacia inoculation. The results that
agree with those established by Argiiello-Navarro and
Moreno-Rozo (2014). These authors inoculated cacao
plants with FLNFB, such as Burkholderia sp., and after
120 days of nursery assessment, they found increments
in leaf number, LA, TB, and root length in plants
inoculated compared with the control group. Similarly,
Roesch et al. (2005) evaluated the inoculation effect



562 TERRA LATINOAMERICANA VOLUMEN 38 NUMERO ESPECIAL 3, 2020

20 - a 250 -

a
I g5
18 + | a a
__ 16 o 200 4 + T a
= T
5 8 14 b — I -
= L
® T §§
g g 12 T S 8 150
= g m
8% w0 =5
B -
2 § 8 g 2 100 | b
il § t
=1 &6
4 50 -
2
o o
Control Burkholderia Flavobacterium Paenibacillus Conirol Burkholderia Flavo bacterium Paenibacillu s
cepacia sp. amylolyticus cepacia sp. amylolyticus
16 a
T
12 A
14
a a a
10 4 - T 12 ?
E EE
E 5 E, E 10 1
§8° 28
- =
a5 + =] _§ e T
sF o #: d
8= 5T & T
g a @ = T
= a
2 4
2
o o
Control Burkholdena  Flavobacterium  Paenibacillus Control Burkholderia Flavobacterium Paenibacillus
cepacia &p. amylolyficus cepacia sp. amylolyticus
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Figure 2. Mean value + standard error in some plant growth variables of Agave potatorum Zucc. inoculated with free-living nitrogen-
fixing bacteria in semi-controlled environments after 48 weeks of assessment. Different small letters on each bar indicate the inoculant
effect (Tukey’s, test P < 0.05).
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Figura 3. Efecto de bacterias fijadoras de nitréogeno de vida libre en la altura de plantas de
Agave potatorum Zucc. en ambientes semi-controlados después de 48 semanas de evaluacion.
Divisiones en la escala = 1 mm.

Figure 3. Effect of free-living nitrogen-fixing bacteria on plant height of Agave potatorum
Zucc. in semi-controlled environments after 48 weeks of assessment. Divisions are in scale
=1 mm.
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en la elongacion y multiplicacion celular debido
a una mejora en la absorcion de nutrientes como
N; (2) produccion de fitohormonas, entre ellas
auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico;
(3) produccion de sideroforos, los cuales pueden
proporcionar hierro a las plantas; (4) sintesis de
enzimas como la 1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminasa, la cual disminuye los niveles de etileno en
las plantas (Lucy et al., 2004; Podile y Kishore, 2006;
Appanna, 2007).

El VR (Figura 4), el NHD y el AF en las plantas
de agave incremento con la inoculacion de B. cepacia.
Resultados que coinciden con los establecidos por
Argiiello-Navarroy Moreno-Rozo (2014). Estos autores
inocularon plantas de cacao con BFNVL, tales como
Burkholderia sp.y después de 120 dias de evaluacion en
vivero encontraron incrementos en el nimero de hojas,
AF, BT y longitud de la raiz en las plantas inoculadas
con relacion al control. Similarmente, Roesch et al.
(2005) evaluaron el efecto de la inoculacion de
bacterias diazotrofas del género Azospirillum en trigo
y observaron un incremento en el tamafio y niimero
de pelos radiculares en comparacion con el control.
Numerosos estudios han mostrado que las bacterias
diazotrofas pueden promover el crecimiento vegetal,
principalmente al cambiar la morfologia del sistema

of diazotrophic bacteria from the genus Azospirillum
in wheat and observed an increase in size and number
of radicle hair compared with the control group.
Numerous studies have shown that diazotrophic
bacteria may promote plant growth, mainly by changing
the root system morphology, improving development
and productivity of several crops of economic interest
(Bashan et al., 2004; Somers et al., 2004).
Flavobacterium sp. increased TB of agave plants;
other studies have also reported that inoculation
with FLNFB, such as Herbaspirillum seropedicae
in rice plants, increased TB in 71.5% with respect
to the control group. Under the conditions of pot
cultivation, the bacteria of the genus Paenibacillus sp.
RFNB4 increased the PH and TB of canola (Brassica
campestris) plants significantly in 42.3 and 29.5%,
respectively (Islam et al., 2009). Kifle and Laing (2016)
found that inoculation with diazotrophic bacteria of the
genus Bacillus, Pseudomonas, and Enterobacter in
maize plants under greenhouse conditions, increased
TB when compared with those non-inoculated.
Govindarajan et al. (2006) assessed inoculation with
Burkholderia vietnamiensis MG43 in the varieties Co
86032 and Co 86027 of micro-propagated sugar cane
and found increments of 20 and 19% in the production
of dry matter of Co 86032 and Co 86027, respectively.

3000000000000 000000000000 00000000000 0 o oo o oo o
T L L e o

N N = i~

o = o o Qe
8 g 23 2 g & 8 S B £

Figura 4. Efecto de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre en el volumen
radicular de Agave potatorum Zucc. en ambientes semi-controlados después
de 48 semanas de evaluacion. Divisiones en la escala = 1 mm.

Figure 4. Effect of free-living nitrogen-fixing bacteria (FLNFB) on root
volume of Agave potatorum Zucc. in semi-controlled environments after 48
weeks of assessment. Divisions in scale = 1 mm.
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Figura 5. Efecto de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre en el diametro del tallo o “pifia”
(tallo sin hojas) de Agave potatorum Zucc. en ambientes semi-controlados después de 48 semanas
de evaluacién. Divisiones en la escala =1 mm.

Figure 5. Effect of free-living nitrogen-fixing bacteria on stem or “pifia” (stem without leaves)
diameter of Agave potatorum Zucc. in semi-controlled environments after 48 weeks of assessment.

Division in scale = 1 mm.

radicular, mejorando el desarrollo y la productividad
de varios cultivos de interés econdomico (Bashan et al.,
2004; Somers et al., 2004).

Flavobacterium sp. incrementé la BT de las plantas
de agave, otros estudios también han reportado que
la inoculacion con BFNVL como Herbaspirillum
seropedicae en plantas de arroz incrementd la BT en
71.5% con respecto al control. Bajo condiciones de
cultivo en maceta, bacterias del género Paenibacillus
sp. RFNB4 aumentaron significativamente la AP
y la BT de plantas de canola (Brassica campestris)
en 423 y 29.5%, respectivamente (Islam et al.,
2009). Kifle y Laing (2016) encontraron que
la inoculacion con bacterias diazotrofas de los
géneros Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter en
plantas de maiz bajo condiciones de invernadero
increment6 la BT en comparacién con las plantas no
inoculadas. Govindarajan et al. (2006) evaluaron la
inoculacion con Burkholderia vietnamiensis MG43 en
las variedades Co 86032 y Co 86027 de cana de azucar
micropropagada y encontraron incrementos de 20 y
19% en la produccion de materia seca de Co 86032 y
Co 86027, respectivamente.

Algunos autores han reportado que cuando las
plantas establecen asociaciones con los hongos
endofitos o con las BFNVL su contenido de azucar y
desarrollo aumenta (Obledo et al., 2003; Ruiz et al.,
2011). De la Torre-Ruiz et al. (2016) inocularon plantas
de Agave americana con Rhizobium daejeonense,
Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas mosselii

Some authors have reported that when plants
established these associations with endophytic fungi
or FLNFB, their sugar content and development
increased (Obledo et al., 2003; Ruiz et al., 2011). De la
Torre-Ruiz et al. (2016) inoculated Agave americana
plants with Rhizobium daejeonense, Acinetobacter
calcoaceticus and Pseudomonas mosselii and found
positive effects on TB, PSD, leaves number, root length
and sugar content in stems without leaves (pifias) when
compared with those non-inoculated agave plants.
These results agree with those reported in this study
where B. cepacia inoculation increased SSC (°Bx) in
agave stems (pinas). The °Brix are equivalent to the
percentage in solid soluble weight of one sample,
which are mainly sugars (Bautista-Justo et al., 2001).
The sugar content in agave plants may also vary with
the plant physiological stage (Arrizon et al., 2010). The
young A. tequilana plants, for example, possess higher
levels of monosaccharides (e.g. glucose, fructose) than
adult plants, which accumulate fructans starting from
8-10 years of age (Cedeno, 1995).

CONCLUSIONS

- Inoculation with free-living nitrogen-fixing bacteria
in Agave potatorum plants had a positive effect on the
evaluated plant growth variables of 90%. Burkholderia
cepacia increased the root volume 322.2%; number of
unfolded leaves 42.6%; and solid soluble content of the
stem 72.9%. Paenibacillus amylolyticus increased stem
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y encontraron efectos positivos en la BT, DT, ntimero
de hojas, longitud de la raiz y contenido de azlicar en
las pifias en comparacion con las plantas de agave
no inoculadas. Estos resultados concuerdan con lo
reportado en este estudio donde la inoculacioén con B.
cepacia aument6 el SST (°Bx) en las pifias de las plantas
de agave. Los °Brix equivalen al porcentaje en peso de
solidos solubles de una muestra, que principalmente
son azucares (Bautista-Justo et al., 2001). El contenido
de azucares en las plantas de agave también puede
variar con la etapa fisiologica de la planta (Arrizon
et al., 2010). Las plantas jovenes de 4. tequilana, por
ejemplo, poseen niveles mas altos de monosacaridos
(p. ¢j. glucosa, fructosa) que las plantas adultas, las
cuales acumulan fructanos a partir de los 8-10 afios de
edad (Cedeno, 1995).

CONCLUSIONES

La inoculacion con bacterias fijadoras de nitrogeno
de vida libre en plantas de Agave potatorum tuvo un
efecto positivo en 90% de las variables de crecimiento
evaluadas. Burkholderia cepacia increment6 322.2%
el volumen radicular, 42.6% el numero de hojas
desplegadas 'y 72.9% los °Brix. Paenibacillus
amylolyticus incrementd 317.1% la biomasa seca del
tallo. B. cepacia, Flavobacterium sp.y P. amylolyticus
incrementaron aproximadamente 50.3% el diametro
del tallo, 48.6% el diametro de roseta, 127.2% el area
foliar y 51.8% la altura de la planta. Flavobacterium sp.
incrementd 164.8% la biomasa total. Resultados que
sugieren que estas bacterias son capaces de promover
el crecimiento de A. potatorum, por lo que pueden ser
una tecnologia ambientalmente amigable y economica
para la produccion de este agave en el estado de Oaxaca,
Meéxico y en otros sitios con condiciones similares de
manejo.
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dry biomass 317.1%. B. cepacia, Flavobacterium sp.
and P. amylolyticus increased plant stem diameter
approximately 50.3%; plant rosette diameter 48.6%;
leaf area 127.2%; plant height 51.8%. Flavobacterium
sp. increased total biomass 164.8%.

- The results in this study suggest that these bacteria are
capable of promoting A. potatorum growth. Therefore,
they can be an eco-friendly and economic technology
for the production of this agave species in the State
of Oaxaca, Mexico and other places with similar
management conditions.
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