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RESUMEN

Durante la digestion anaerébica (DA) se forma el digestato, este es utilizado en la agricultura por su contenido de
nutrientes (N, P y K) y fitorreguladores (FRs) como el acido giberélico (GAs), indolacético (IAA) y abscisico (ABA). La
produccién de FRs durante la DA ha sido poco estudiada, desconociéndose los microorganismos productores y las
condiciones que favorecen su produccién. El objetivo fue evaluar la produccién de fitorreguladores y su correlacion con
las comunidades microbianas durante la DA de estiércol de vaca modificando el pH inicial. Se realizaron dos DAs a 37
°C a pH inicial 5.5 (DA1) y 8.5 (DA2), se determing el contenido de IAA, GAs, ABA, pH y metano cada 4 d hasta los
20 d. Se realizaron analisis metagenomicos a los 0, 4, 8y 20 d y un analisis de correlacion entre la abundancia relativa de
los taxones y la concentracion de FR. El pH inicial modificé la produccién de IAA 'y GAs, el ABA no fue detectado. En
DAL se obtuvo un maximo de IAA de 4.9 mg I (4 d) y de GAs de 48.6 mg I (20 d). En DA2 se obtuvo un méaximo de
GAs de 48 mg I (8 d) y no se produjo IAA. La alta correlacion de algunos taxones del orden Clostridiales sugiere a estos
microorganismos como posibles productores de IAA y GAs. No se detectd metano debido a que el pH del medio en
ambas digestiones disminuyo hasta valores que inhiben a los microorganismos metanogénicos; indicando que el IAA 'y
GAgsse produjeron en condiciones acidogénicas.

Palabras clave: Acido giberélico, acido indolacético, metagenomica.
ABSTRACT

During anaerobic digestion (AD) the digestate is formed, this is used in agriculture due to its content of nutrients (N, P
and K) and phytoregulators (PR) such as gibberellic (GA3), indoleacetic (IAA) and abscisic acids (ABA). The PR
production during AD has not been deeply studied; the producing microorganisms and the conditions that favor their
production are unknown. The objective of this project was to evaluate the production of phytoregulators and its correlation
with the microbial communities during AD of cow manure by modifying the initial pH. Two ADs were performed at 37
°C at initial pH 5.5 (AD1) and 8.5 (AD2), the content of IAA, GA3, ABA, pH and methane was determined every 4 d,
until 20 d. Metagenomic analyzes were performed at 0, 4, 8 and 20 d and a correlation analysis between the relative
abundance of the taxa and the concentration of PR. The initial pH modified the production of GA3 and 1AA, the ABA
was not detected. In AD1 a maximum of GA3 of 48.6 mg I (20 d) and IAA of 4.9 mg I (4 d) was obtained. In AD2 a
maximum GA3 of 48 mg I (8 d) was obtained and no IAA was produced. The high correlation of some taxa of the order
Clostridiales suggests these microorganisms as possible GA3 and IAA producers. Methane was not detected due to the
pH of the medium in both digestions decreased to values that inhibit the methanogenic microorganisms; indicating that
GA3 and IAA were produced under acidogenic conditions.

Index words: Gibberellic acid, indoleacetic acid, metagenomics.
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INTRODUCCION

Los FRs son moléculas organicas, producidas por las plantas y algunos microorganismos, que regulan el crecimiento y
desarrollo vegetal (Rawlinson et al., 2015). Entre estos compuestos estan el acido giberélico (GA3), acido indolacético
(IAA) y écido abscisico (ABA). Por su efecto en las plantas, los FRs son utilizados en el cultivo de tejidos vegetales, asi
como enalgunas practicas agricolas (Castro-Ramos et al., 2019) a fin de promover los efectos fisioldgicos que favorezcan
el rendimiento o la calidad de los cultivos (Diaz, 2017).

La digestion anaercbica (DA) es un proceso en el que diversos microorganismos degradan la materia organica en
ausencia de oxigeno (lacovidou et al., 2012). Este proceso se divide en 4 etapas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis, en cada de las cuales participa un consorcio microbiano especifico. La DA es ampliamente utilizado para
el tratamiento de residuos organicos y para la produccion de metano (Adekunle y Okolie, 2015). El digestato en un
subproducto generado durante la degradacion de la materia organica en la DA. Este subproducto ha sido utilizado en la
agricultura por su contenido de nutrientes, ademas de que favorece el crecimiento vegetal atribuyéndose esta propiedad a
su contenido de fitorreguladores (FRs) (Xin et al., 2016).

Actualmente la produccion de fitorreguladores se basa en sistemas de cultivo en condiciones aerdbicas y utilizando
sustratos puros, lo que implica un costo final del producto elevado (Tian-Qiong et al., 2017). Ante esta situacion se han
investigado diversos sistemas de cultivo microbiano y la utilizacion de sustratos residuales para la produccion de
fitorreguladores (Oliveira et al., 2017). Entre estos se encuentra la DA, en este proceso se utilizan sustratos residuales,
ademas el consumo energético del proceso es menor en comparacion con los procesos aerébicos debido a que no requiere
agitacion ni aireacion (Kimet al., 2006). Sin embargo, la DA para la produccién de FRs ha sido poco estudiada existiendo
poca informacion sobre las condiciones de proceso que favorecen su produccién, asi como los microorganismos de la
DA que producen GA3 y ABA.

El pH es uno de los parametros que condiciona el crecimiento de los microorganismos (Jin y Kirk, 2018). Dado que
en la DA cada consorcio microbiano tiene un requerimiento especifico de pH éptimo de crecimiento, cambiar este
pardmetro al inicio del proceso permite condicionar la proliferacién de diferentes microorganismos, y por lo tanto la
produccion de sus metabolitos como los fitorreguladores. El objetivo de este proyecto fue evaluar la produccion de
fitorreguladores y su correlacidn con las comunidades microbianas durante la DA de estiércol de vaca modificando el pH
inicial.

MATERIALES Y METODOS
Digestiones anaerobicas

El estiércol de vaca utilizado como sustrato e inoculo en las DA evaluadas fue obtenido del mddulo de bovinos lecheros
del Instituto Tecnoldgico del Altiplano de Tlaxcala. Para las DA el contenido de solidos totales del estiércol se ajusto a
7% con agua destilada. Se evaluaron dos procesos de DA modificando el pH inicial a 5.5 (DA1) y 8.5 (DA2), con HCI
(37%) y NaOH (10 N), respectivamente. La temperatura fue de 37 °C'y el tiempo de proceso de 20 d. Se tomaron muestras
cada 4 d, se midi6 el pH y se cuantificaron el IAA, GA3, ABA, acidos grasos volatiles (acido acético, acido propidnico,
acido isobutirico, &cido butirico, &cido isovalérico y acido valérico) y metano.

Determinacion de fitorreguladores

La extraccion de FRs (IAA, GA3 y ABA) se realiz6 a partir de la fraccion del sobrenadante del digestato. Se utilizo
acetato de etilo como disolvente (Ludwig-Miiller y Cohen, 2002). La cuantificacion de FRs se realizé por HPLC (HP
1100 series) con detector de arreglo de diodos utilizando elucién en gradiente con agua y metanol como fase mévil y una
columna de fase reversa Eclipse XDB-C18 (4.6 mm ID x 250 mm 5um). Para determinar la concentracion de FRs se
utilizaron curvas de calibracion.
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Determinacion de &cidos grasos volatiles (AGVs)

Los AGVs se extrajeron a partir del sobrenadante del digestato utilizando cloruro de metileno de acuerdo con Teniza-
Garcia et al. (2015). Para la cuantificacion de AGVs se utilizé un cromatégrafo de gases acoplado a un detector de
ionizacion de flama (FID) y una columna HP-5 (30 m 0.32 mm 0.25 um) y nitrégeno como gas de arrastre. La
temperatura del inyector y detector fueron de 250 y 260 °C, respectivamente, acorde a lo recomendado por Teniza-Garcia
etal. (2015).

Determinacion de metano

El contenido de metano se determind por cromatografia de gases acoplada a un detector de conductividad térmica (TCD),
utilizando nitrégeno como gas de arrastre y una columna GS-carbonplot (30 m, 0.32 mm, 3 um). La temperatura del
inyector y detector fue de 200 °C (Agilent Technologies, 2010).

Andlisis metagendmicos

Para los andlisis metagenomicos inicialmente se realizé la extraccion de ADN (Power Soil DNA Isolation Kit) de la
biomasa celular de las muestras a los 0, 4, 8 y 20 d de DAL y DA2. Se amplific la region V4 del gen ribosomal RNA
16s con los primers 515/806 y el HotStarTaq Plus Master Mix Kit. La secuenciacion se llevo a cabo en la plataforma lon
Torrent (PGM) y se obtuvieron lecturas de 300 pb en promedio.

El andlisis bioinformatico se realizé en el programa QIIME 2 (Bolyen et al., 2019). Se eliminaron los primers, se
evalud la calidad de las lecturas (minima de 20 en la escala de Phred), se agruparon las secuencias en con el 100% de
similitud (ASVs) y se eliminaron las secuencias quiméricas. La asignacion taxondmica de los ASVs se realizo utilizando
la base de datos SILVA 132 99 16S (Quast et al., 2013).

Analisis de datos

El andlisis de varianza y las pruebas de comparacion de medias de la concentracion de FRs a los diferentes tiempos de
las DAs fueron realizadas en el programa estadistico SAS. Se realizaron los analisis de correlacion entre la abundancia
de los taxones identificados y la concentracion de FRs a los 0, 4, 8, y 20 d. Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de
Spearman el cual se calculé en el programa RStudio y se visualizd en un mapa de calor.

RESULTADOS Y DISCUSION
Digestiones anaerobicas

Se evaluo el comportamiento de las digestiones anaerdbicas a pH inicial de 5.5 (DAL) y 8.5 (DA2) por medio del
seguimiento del pH del medio, produccion de AGVs y contenido de metano. Tanto en DAL como en DA2 se observo
una disminucion del pH del medio (Figura 1), asi como la acumulacién de AGVs conforme transcurrieron los procesos
(Figura 2).

Ademas, no se detectd la presencia de metano en ninguna de las muestras de ambas digestiones. Este comportamiento
del proceso de DA se ha reportado previamente (Gulhane et al., 2017) y se asocia a la acumulacién de acidos organicos
en el medio de digestion, ocasionando la inhibicion de los microorganismos metanogénicos, los cuales requieren de un
pH cercano al neutro para su crecimiento (Deublein y Steinhauser, 2008). Por su parte, la acumulacion de AGVs indica
que estos compuestos no fueron consumidos por los microorganismos acetogénicos durante los procesos de DA. Lo
anterior indica que el GA3 y el IAA se produjeron en condiciones acidas, durante las etapas de hidrélisis y acidogénesis
de las DA de estiércol de vaca.
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Figura 1. Seguimiento de pH de las digestiones anaerdbicas de estiércol de vaca a pH inicial 5.5 (DAL) y
8.5 (DA2) a 37 °C.
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Figura 2. Acidos grasos volatiles (AGVs) de las digestiones anaerobicas de estiércol de vaca a pH inicial
5.5(a); y 8.5 (b) a 37 °C.

Produccién de fitorreguladores

Los resultados obtenidos muestran que la produccién de IAA y GA3 fue diferente en las DAs a pH inicial de 5.5
(DA1) y 8.5 (DA2). La produccion de GA3 en DAL fue mayor que en DA2, alcanzando una concentracion maxima de
48.8 mg I a los 20 d de proceso (Figura 3a). No obstante, el analisis estadistico muestra que no hubo diferencia
significativa entre las concentraciones de GA3 a partir de los 8 d, implicando que a los 8 d se podria obtener la maxima
concentracion, disminuyendo el tiempo de proceso (Cuadro 1). Por su parte, la maxima concentracion de GA3 obtenida
en DA2 fue de 48 mg I* a los 8 d de proceso. No obstante, el analisis estadistico muestra que no hubo diferencia
significativa entre esta concentracion y la obtenida a los 4 d. Para las DASs evaluadas, utilizar un pH inicial de 8.5y 4 dde
proceso resultan condiciones interesantes, ya que se obtiene el 84% de la concentracion maxima (DA2 en 20 d)
disminuyendo considerablemente el tiempo de proceso.
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Cuadro 1. Prueba de medias (LSD P<0.05) de la concentracion de GA3 y IAA a los diferentes tiempos de
las digestiones anaerobicas a pH inicial 5.5 (DA1) y 8.5 (DA2) a 37 °C.

. GAs IAA

Tiempo (d) DAL DA2 DAL DA2
0 72C 69B 06C 08A
4 257B 40.8 A 49 A 04B
8 38.4 A 48 A 19B 0C
12 42.8 A 195B 02C 0C
16 41.4 A 77B 1.4 BC 0C
20 48.6 A 19B 38A 0C

Las letras diferentes en columna indican diferencia estadisticamente significativa.

En comparacion con los resultados obtenidos, Xin et al. (2016) obtuvieron una concentracion maxima de GA3 de
16 mg I* a los 14 d de la DA de estiércol de vaca (pH inicial 8.68); ademés de una concentracion maxima de 47 mg I* en
la DA de estiércol de cerdo (pH inicial 8.41). Los resultados obtenidos de la produccion de GA3 en DALy DA2 también
muestran una diferencia en la acumulacion de dicho fitorregulador. Mientras que en DAL el GA3 se acumul6 hasta el
final del proceso, en DA2 la concentracion de GA3 disminuyd a partir de los 8 d indicando que dejé de producirse y fue
degradado. En este sentido, se ha reportado que el GA3 tiende a degradarse en medio acuoso (Pérez et al., 1996). La
produccion de IAA dnicamente se observo en la DAL, la méxima concentracion se obtuvo a los 4 d con 4.9 mg I* (Figura
3h).
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Figura 3. Produccion de GA; (a); IAA (b); durante las digestiones anaerébicas de estiércol de vaca a pH
inicial de 5.5 (DA1) y 8.5 (DA2) a 37 °C.

Alos 20 d se observ6 un nuevo pico de produccion de IAA, sin embargo, la concentracion fue menor a la obtenida
alos 4 d de proceso. Este segundo pico de produccion de IAA podria estar asociado a la lenta degradacion de las proteinas
del sustrato durante la DA, ya que se reporta que el precursor del IAA es el triptéfano (Xin et al., 2018). Comparando los
resultados, Scaglia et al. (2015) reportaron la presencia de IAA en el digestato de la DA de estiércol de cerdo en una
concentracion de 9.94 mg I, el pH del digestato fue de 8.63 en contraste con las condiciones &cidas en al cuales se produjo
el IAA en este trabajo.
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Analisis de correlacion

Como se muestra en la Figura 4, en DAL la concentracion de IAA exhibe una correlacion positiva de r = 0.8 con la
abundancia relativa de los géneros Romboutsia, Paeniclostridium, Clostridium sensu stricto 1 y Clostridium sensu stricto
13, todos estos géneros pertenecientes al orden Clostridiales. En este sentido se ha reportado la produccion de IAA por
algunas especies del género Clostridium como Clostridium sticklandii, Clostridium drakei y Clostridium scatologenes
(Attwood et al., 2006; Whitehead et al., 2008). En DA2 los taxones que presentaron alta correlacion (r = 1) con la
concentracion de IAA fueron Clostrdiales family X111 AD3011, Mollicutes RF39 y Sharpea, sin embargo, el IAA no se
produjo durante este proceso.
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Figura 4. Mapa de calor de correlaciones de Pearson de la abundancia relativa de los taxones a nivel género
y la concentracion de GAs a los 0, 4, 8 y 20 d, de las digestiones anaerébicas a pH inicial 5.5
(DAl) y 8.5 (DA2).

Con respecto a las correlaciones de la concentracion de GA3 y la abundancia de taxones, en la Figura 4 se muestra
que en DALl Romboutsia, Paeniclostridium, Ruminococcaceae, Fonticella y Cellulosilyticum presentaron una
correlacion positiva de r= 0.8, asi como Peptostreptococcaceae, Terrisporobacter, Caproiciproducens y Clostridium
sensu stricto 1 y Turicibacter presentaron una correlacion positiva de r = 1. Todos estos taxones pertenecen al orden
Clostridiales excepto Turicibacter. En DA2, el Gnico taxon que present6 alta correlacion con la concentracion de GA3
fue Lachnospiraceae NK3A20 (r = 0.8). Las altas correlaciones positivas encontradas sugieren que la produccién de IAA
y GA3 podria estar asociada a los taxones mencionados durante la DA de estiércol de vaca.

CONCLUSIONES

El pH inicial de la digestién anaerdbica de estiércol de vaca influye sobre la produccion y acumulacion de IAA 'y GA3.
A pH inicial de 5.5 se obtuvo la mayor concentracion de GA3 (48.6 mg I) a los 20 d, mientras que el IAA Unicamente
se produjo a pH inicial de 5.5 con una méxima concentracion de 4.9 mg I, El ABA no se produjo bajo las condiciones
evaluadas. Por su parte, la alta correlacion encontrada entre la concentracién de fitorreguladores (IAA 'y GA3) vy la
abundancia relativa de algunos taxones del orden Clostridiales, sugieren que estos microorganismos podrian estar
asociados con la produccién de IAA 'y GA3. Finalmente, el IAA y GA3 se produjeron en condiciones anaerdbicas acidas,
indicando que estas condiciones podrian favorecer la produccion de dichos compuestos.
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