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RESUMEN

Se evalué el efecto de las épocas climéticas (lluvia y sequia) y del estrato de la muestra
(suelo rizosférico, raices y hojas) sobre la poblacién de los géneros Azotobacter,
Beijerinckia, Derxia, Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobactery Burkholderia en el Euca-
lipto (Eucalyptus sp.). Asi mismo, se evaltio su capacidad en la produccién de com-
puestos indélicos como promotores del crecimiento vegetal y su actividad de reduccién
de acetileno como indicador de la fijacién biolégica de nitrégeno. Los resultados no
registraron diferencias estadisticas significativas en el test de Tukey (P = 0,05) en la
poblacién con respecto a la época climatica. Con respecto al estrato de muestra, los
aislamientos tentativos de Herbaspirillum sp. y Azospirillum sp. presentaron diferencias
significativas en suelo rizosférico y raices. Se obtuvieron 44 aislamientos de los cuales
se agruparon por caracterizacién fenotipica como: 14 presuntivos de Beijerinckia sp., 12
de Azotobacter sp., ocho de Derxia sp., cuatro de Herbarpirillum sp., cinco de Azospirillum
sp., uno de Gluconacetobacter sp. y uno de Burkholderia sp. Por su alto potencial fueron
seleccionados y criopreservados los aislamientos C27, C26 y C25, las cuales presentaron
los mejores valores de eficiencia in vitro, superando valores de produccién de las cepas
de referencia utilizadas (A. chroococcum (AC1) y A. brasilense (SP7)).

Palabras clave: fijacién biolégica de nitrégeno, compuestos inddlicos, promocién del
crecimiento vegetal.
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ABSTRACT

The effect of climatic seasons (rainy and dry) and the stratum sample (rhizospheric soil,
roots and leaves) the population of the genera Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter and Burkholderia in soil rhizosphere, roots and leaves of
Eucalyptus (Eucalyptus sp.). It also assesses their ability to produce indoles compounds as
plant growth promoters and their acetylene reduction activity as an indicator of biological
fixation of nitrogen. The results showed no statistically significant differences in the
Duncan test (P = 0.05) in the population with respect to the climate epoch, suggesting that
these bacteria are able to tolerate stress conditions by different physiological mechanisms.
With respect to the stratum sample isolates attempts of Herbaspirillum sp. and Azospirillum
sp. significant differences in rhizospheric soil and roots. We obtained 44 isolates of which
were grouped by phenotypic characterization as 14 suspected of Beijerinckia sp., 12
Azotobacter sp., 8 Derxia sp., 4 Herbaspirillum sp., 5 Azospirillum sp., 1 Gluconacetobacter sp.
and 1 Burkholderia sp. Due to their high potential were selected isolates C27, C26 and
C25. These four strains present the best values of efficiency in vitro, exceeding production
values of the reference strains used (A. chroococcum (AC1) and A. brasilense (SP7)).

Key words: Biological nitrogen fixation, indolic compounds, plant growth promotion.
INTRODUCCION

Los sistemas silvopastoriles son sistemas de produccién pecuaria en donde las lefiosas
perennes (drboles o arbustos) interacttian con los componentes tradicionales (forrajeras
herbdceas y animales) bajo un sistema de manejo integral. Estos sistemas retinen la pro-
duccién comercial de madera junto con la ganaderia, siendo una alternativa viable para
el buen uso de la tierra y el cuidado de la misma. Los arboles pueden ser de vegetacién
natural o plantada con fines maderables, para productos industriales, o como arboles
multipropdsito en apoyo especifico para la produccién animal (Castellano et al., 1989).
El Eucalipto (Eucalyptus sp.), es una especie arbérea adaptada para las practicas silvo-
pastoriles, porque tiene copas estrechas que permiten la penetracién de una cantidad
razonable de luz directa o difusa hasta el nivel del suelo permitiendo el crecimiento
de plantas forrajeras apropiado, proporciona sombra a los animales protegiéndolos
durante la época de sequia y ademds establece barreras contra el viento que evitan la
erosién de los suelos por arrastre del mismo, entre otros (Couto, 1994; Dell, 1995).

Actualmente, el establecimiento y la dificil adaptacién de especies arbéreas del Euca-
lipto en sistemas silvopastoriles en el Caribe seco ha generado altas tasas de mortalidad
de las mismas, debido a que las plantulas no se establecen en las condiciones de tras-
plante a campo, representando cuantiosas pérdidas econémicas para su produccién.
Teniendo en cuenta lo anterior, se crea la necesidad de mejorar las condiciones de nutri-
cién, vigorosidad en la etapa de vivero y por ende su facil adaptacién en campo de estas
pldntulas, mediante précticas biotecnoldgicas sostenibles que garanticen el buen desarro-
llo de las mismas. Una alternativa viable que contribuye a mejorar esta problematica es
la utilizacién de bacterias fijadoras de nitrégeno. La presencia de estos microorganismos
benéficos asociados a cultivos de interés agricola es de vital importancia, debido a que
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establece y acelera procesos bioquimicos que influyen sobre el crecimiento y desarrollo de
las mismas, lo que esta asociado con un incremento de elementos quimicos disponibles
y la produccién de sustancias de crecimiento o de control de patégenos (Barea et al.,
2005). El objetivo de esta investigacién fue aislar y caracterizar bacterias fijadoras de
nitrégeno asimbidticas asociadas al Eucalipto (Eucalyptus sp.), con el propésito de selec-
cionar cepas diazotréficas promisorias eficientes, que contribuyan con el crecimiento,
desarrollo y establecimiento de esta especie forestal en condiciones de vivero.

MATERIALES Y METODOS

DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS EPOCAS DE LLUVIA Y SEQUIA SOBRE LAS POBLACIONES DE
ALGUNAS BACTERIAS DIAZOTROFICAS EN EL EUCALIPTO (Eucalyptus sp.)

Se tomaron muestras de suelo rizosférico, raices y hojas del Eucalipto en época de lluvia
y sequia en la Estacién Experimental Motilonia de Corpoica. A partir de ésta se realiza-
ron las diluciones seriadas hasta 10-6 en tubos con 9 mL de solucién salina al 0,85% de
NaCl. Se inocularon 0,1 mL de cada dilucién por triplicado, en viales de 5 mL de medio
semisdlido NFb, JNFb, LGI, LGI-P y JMV para el recuento de Azospirillum spp., Herbaspirillum
spp., Azospirillum amazonense, Gluconacetobacter diazotrophicus y Burkhloderia spp. respectiva-
mente (Ddbereineretal., 1995). Para el aislamiento de Azotobacter spp. se realizé la técnica
de siembra de grdnulos de suelo en medio Ashby (Fenglerowa, 1965; Novo, 1993).

Las hojas y raices del Eucalipto se lavaron con agua destilada, se cortaron en fragmentos
de aproximadamente 1-2 cm de largo y se pesé 1 g de este material vegetal. De igual for-
ma, se desarrollé el protocolo de desinfeccién y se realizé la técnica de diluciones seria-
das ya descrita anteriormente. Las diluciones fueron inoculadas de igual forma que la
muestra de suelo rizosférico (Dobereiner et al., 1995).

Los frascos con medio semisélido inoculados se incubaron durante cinco dias a 32 °C
y se cuantificaron las bacterias diazotréficas mediante el método del Numero Mds
Probable (NMP) de acuerdo a las metodologias descritas por Débereineret al.,1995. Para
el recuento de Azotobacter sp., se realizé la técnica de recuento en placa, sembrando las
diluciones seriadas de suelo rizosférico sobre el medio de cultivo sélido LG (Dobereiner
etal., 1995). El andlisis de la informacién se proceso mediante la prueba de comparacién
de Tukey con 5% de probabilidad utilizando el programa estadistico SPSS Versién 17.0.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS OBTENIDOS

A partir de la formacién de pelicula se realizé el repique en el medio de cultivo especifico
sélido con 20 mg.L" de extracto de levadura como fuente de nitrégeno. Luego se
repicaron e incubaron en medio de cultivo semisélido y posteriormente, se repicaron
nuevamente en medio de cultivo Batata e incubado por tres dias mds a 32 °C. Las bac-
terias aisladas se agruparon siguiendo algunas caracteristicas macroscépicas (forma,
borde, pigmentacién, superficie, consistencia, olor, entre otras) y caracteristicas micros-
copicas de las colonias (morfologia celular; Texeira et al., 2005).

SELECCION DE LAS CEPAS DIAZOTROFICAS EFICIENTES
Para la determinacién de la eficiencia in vitro se utilizaron como controles positivos las
cepas Azospirillum brasilense (Sp7) y Azotobacter chroococcum (ACT).
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ACTIVIDAD DE FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO - ACTIVIDAD DE REDUCCION DE ACETILENO
(ARA)

Los cultivos bacterianos obtenidos se inocularon en frascos con capacidad de 10 mL
con 3 mL de medio semisélido y se incubaron con tapén de algodén durante 24 horas
a 32 °C. Posteriormente, se reemplazé el tapén por uno de caucho y se sellé hermé-
ticamente. Se sustituyé el 10% de la atmdsfera del frasco de cultivo con acetileno y se
incubé durante una hora a 32 °C (Eckert et al., 2001; Valero, 2002).

La concentracién de etileno se midié inyectando 1 mL de la atmésfera del frasco de
cultivo en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer con detector de ionizacién de llama
y una columna Poropak N 200/300 mesh de 6 pies y 3 mm de didmetro. El nitrégeno
se utilizé como gas de arrastre en un flujo de 4,2 mL/min. con un tiempo de retencién
aproximado del etileno de 59 seg y para el acetileno de 1,20 min. La actividad de re-
duccién de acetileno para cada aislamiento, se calculé segtin la altura del pico de etileno
en el cromatograma extrapolando en la ecuacién LogioY = 1,351x + 0,736 (R* = 0,964),
obtenida de la regresién lineal de la curva de calibracién construida a partir de dilu-
ciones seriadas de etileno en concentraciones de 1, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000, en
las mismas condiciones del cromatdégrafo (Corpoica, 2009).

SINTESIS DE COMPUESTOS INDOLICOS - PRODUCCION DE ACIDO INDOLACETICO (AlA)

Se tomaron los cultivos bacterianos y se realizaron suspensiones celulares ajustadas al
tubo N.° 5 del patrén de turbidez de Mc Farland. Asi mismo, se cuantificé su concen-
tracién por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) sobre agar semi-
sélido. El recuento se realizé a las 72 horas y se ajusté la concentracién celular con
solucién salina (0,85% NaCl) hasta obtener 1x10” UFC/mL. Se inoculé al 2%, 30 mL de
caldo Dygs y se incub6 durante 48 horas a 32 °Cy 120 rpm. La biomasa obtenida se cen-
trifugé a 8.000 rpm durante 10 min. Se descarté el sobrenadante y las células se sus-
pendieron en 30 mL de buffer fosfato estéril 0,06 M. De esta suspensién celular se
tomaron 100mLy se inocularon 50 mL de caldo BT modificado, sin solucién de vitaminas
y con una concentracién de 20g/L de triptona como precursor del dcido indolacético y
0,2 g/L de NH4Cl como fuente de nitrégeno. Se incubaron en oscuridad y agitacién de 120
rpmy 32 °C durante 48 horas (Celis y Gallardo, 2007; Radwan et al., 2004a).
Posteriormente, se centrifugaron 10 mL del caldo microbiano a 8.000 rpm durante 10
min, se tomaron 2 mL del sobrenadante y se adicionaron 8 mL de reactivo de Salkowsky
hasta obtener la coloracién rosada (Confirmativa de presencia de compuestos indé-
licos). Se realizé la lectura de la absorbancia de las muestras a 535 nm en espectro-
fotémetro Spectronic 601 Milton Roy. La concentracién de 4cido indolacético (AlA)
se calculé mediante la concentracién de compuestos inddlicos, utilizando la ecuacién
Y=0,0033X-0,0311 (R? = 0,9855) donde, Y = Absorbancia de la muestra a 535 nmy
X = pM de AlA. Esta ecuacién se obtuvo realizando regresién lineal a la curva de
calibracién construida a partir de diferentes concentraciones de acido indolacético,
AlA (25, 50, 100,150, 200, 250 y 300 pM) con la adicién del reactivo de Salkowsky y
leidas a 535 nm en el mismo espectrofotémetro (Kuss, 2006). Para calcular la
concentracién de AlA producido por mg de células, se determiné el peso seco de las
células separadas de los 10 mL de muestra (Radwan et al., 2004b).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS EPOCAS DE LLUVIA Y SEQUIA SOBRE LAS POBLACIONES DE
ALGUNOS GENEROS DE MICROORGANISMOS DIAZOTROFICOS EN Eucalyptus sp. EN CODAZzI
(CEsAR, COLOMBIA)

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza muestran que la densidad pobla-
cional es homogénea en las dos épocas climdticas analizadas; es decir, la ocurrencia de
las bacterias diazotréficas pertenecientes a los géneros preliminarmente identificados:
Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, Azotobacter, Beijerinckia y Derxia,
aislados a partir de muestras de suelo rizosférico, raices y hojas, no tuvo diferencias
significativas (P<0,05) en los periodos de lluvia y sequia, se infiere que no hay influencia
de la época climatica en el establecimiento de las bacterias diazotréficas.

Este comportamiento puede ser atribuido a caracteristicas fisiolégicas de los géneros
diazotréficas, asi como a la capacidad de modificar los patrones metabdlicos propios
de cada género cuando las condiciones edaficas se alteran, principalmente la disponibi-
lidad de carbono y nitrégeno, contenido de humedad, tensién de oxigeno (Sadasivan
y Neyra 1987).

Pifiero etal., 1988,y Combe et al., 1994, sefialan que la eficiencia fotosintética, las exigen-
cias nutricionales y la resistencia a condiciones desfavorables, entre otras, son caracteris-
ticas que estdn ligadas a la especie de las plantas que pueden presentar influencia en la
eficiencia de fijacién de nitrégeno por las bacterias asociadas a éstas, igualmente la di-
versidad genética de éstas diazotrdficas estd relacionada con el genotipo de la planta.

EFECTO DEL ESTRATO DE MUESTRA SOBRE LA POBLACION DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ASOCIADAS A Eucalyptus sp. EN CODAZzzI (CESAR, COLOMBIA)

Las poblaciones de bacterias diazotréficas no presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al estrato de la planta del que fueron aisladas, con excepcién del
grupo tentativo de Herbaspirillum (Medio de cultivo JNFb) con el cual presenté una mayor
poblacién en la muestra de raices (Tabla 1) y Azospirillum (Medio de cultivo NFb), que
presenté una mayor poblacién en las muestras de raices y suelo rizosférico (Tabla 2).

Estrato Herbaspirillum ) Nimero de células g
Raices 1,65322
Suelo rizosférico 0,6494°
Hojas 0,1396°

Tabla 1. Nimero de bacterias diazotréficas del género Herbaspirillum asociadas a Eucalyptus sp. en tres
estratos de muestreo en Codazzi (Cesar, Colombia). (1) Andlisis estadisticos con datos transformados
en Log. Medias seguidas con la misma letra en cada medio evaluado no presentan diferencia
significativa entre si por el Test de Tukey (P<0,05).

La presencia de Herbaspirillum sp. en las raices confirma su condicién de microorganismo
enddfito. No obstante, estudios realizados por Baldani et al., 1986, reportaron que H.
seropedicae estd estrechamente asociada con las raices de arroz (Oryza sativa), maiz (Zea
mays) y sorgo (Sorghum bicolor) contribuyendo notablemente en la fijacién biolégica de
nitrégeno. Asi mismo, Olivares et al., 1996, describié el aislamiento de H. seropedicae, a
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Estrato Azospirillum Numero de células g
Raices 1,9509*
Suelo rizosférico 1,1178°
Hojas 0.8169°

Tabla 2. Ndmero de bacterias diazotréficas del género Azospirillum asociadas Eucalyptus sp. en tres
estratos de muestreo en Codazzi (Cesar, Colombia). (1) Andlisis estadisticos con datos transformados
en Log. Medias seguidas con la misma letra en cada medio evaluado no presentan diferencia
significativa entre si por el Test de Tukey (P<0,05).

partir de raices de Gandul (Cajanus cajan) demostrando que ademads de aislarse en
especies gramineas, también puede obtenerse a partir de raices de especies leguminosas.
Igualmente, respecto a H. seropedicae, Barraquio et al., 1997, determinaron que ésta
coloniza las regiones subepidérmicas en las raices del arroz. Posteriormente, Valverde
etal., 2003, describen el aislamiento de Herbaspirillum lusitanum, especie endéfita aislada
de nédulos de frijol (Phaseolus vulgaris) que tiene la caracteristica tinica de comportarse
como rizobio, al interactuar asociativamente con esta especie leguminosa y en este
estudio muy posiblemente de forestales.

En relacién a Azospirillum sp., su capacidad de colonizacién en todas las estructuras de
la planta ha sido descrita en diversas investigaciones Steenhoudt y Vanderleyden, 2000;
Brasil et al., 2005; Brasil et al., 2006; Kuss, 2006, a pesar de que es considerada una
rizobacteria y coloniza principalmente la zona de elongacién de los pelos radiculares,
también se ha encontrado en el interior de las raices y en la parte aérea de varias especies
vegetales (Brasil et al., 2005; Brasil et al., 2006; Kuss, 2006).

La presencia de esta bacteria en raices y suelo rizosférico ha sido reportado en nume-
rosos estudios que indican que la quimiotaxis a los exudados de la raiz es uno de los
factores que influyen en la colonizacién de los microorganismos en la rizésfera Schmid,
1991. Tanto en A. lipoferum como en A. brusilense se ha demostrado una fuerte actividad
quimiotdctica hacia diversos azdcares, cidos orgdnicos y aminodcidos Baraketal., 1982;
Baraketal., 1983; Heinrich etal., 1985; Reinhold et al., 1985, asi como hacia compuestos
aromaticos Lépez-De Victoria et al., 1993, y exudados radicales (Heinrich et al., 1985;
Gafnyetal., 1986).

Otros posibles factores de la presencia de esta bacteria en los dos estratos mencionados
anteriormente, se atribuye a la capacidad de producir sideréforos por algunas cepas de
A. brasilense Tapia-Herndndez et al., 1992, lo cual pudiera ser de gran importancia du-
rante la colonizacién del ambiente rizosférico y de la superficie de las raices, al ejercer
efectos antagdnicos contra otros microorganismos rizosféricos, incluyendo fitopaté-
genos (Caballero, 2000).

Asi mismo, diferentes estudios han mostrado que A. brasilense tiene la capacidad para
adherirse a las raices de plantas gramineas como el mijo, pasto pangola Umali-Garcia
etal., 1980, trigo Jain etal., 1984,y maiz Gafnyetal., 1986, asi como a las raices de plan-
tas de otras familias que incluyen al algodén y tomate Lambrecht, 2000, e incluso a su-
perficies inertes como poliestireno y arena (Levanony etal., 1991).

La capacidad de Azospirillum sp. para adherirse a las raices en gramineas, como en el caso
del mijo, es significativamente mayor que la mostrada por otras bacterias de la comunidad
rizosférica como Rhizobium sp., Azotobacter sp., Klebsiella sp. o Pseudomonas sp., e incluso que
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ON FENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS OBTENIDOS

diazotréfico en estudio (Tabla 3).

z

posibilidad de que una proteina de la membrana externa de Azospirillum sp. participe en
género

el proceso de adherencia a las raices de las plantas. En diversos casos, se ha reportado la
aparicién de material fibrilar que contribuye al anclaje de Azospirillum sp., a las raices de
Se seleccionaron 44 aislamientos de hojas, raices y suelo asociados al Eucalipto. Se
escogieron las colonias que presentaron caracteristicas morfoldgicas propias de cada

E. coli (Umali-Garcia et al., 1980). Burdman et al., 2000, refieren en su investigacién la
diversas plantas de interés agricola (Umali-Garcia et al., 1980; Levanony et al., 1991).
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Al analizar la seleccién de géneros diazotréficos presuntivos asociados al Eucalipto, se
evidencié preliminarmente que predominaron en las dos épocas climaticas las pobla-
ciones bacterianas tentativas de los géneros Beijerinckia (diez aislamientos), Azotobacter
(12 aislamientos) y Derxia (cinco aislamientos) los cuales fueron aislados principalmente
de la raizy rizésfera, lo cual permite inferir que las bacterias colonizaron de forma local
o sistematica los tejidos radiculares del Eucalipto (Sturzet al., 2000).

De acuerdo a estos resultados, existe un predominio en las dos épocas climdticas (lluvia
y sequia) de estos tres géneros tentativos, que pertenecen a la familia Azotobacteriaceae,
la cual se denomina como grupo principal de bacterias diazotréficas aerobias heterd-
trofas. Segtin Sturzet al., 2000, |la densidad y diversidad de microorganismos son suscep-
tibles a variar dependiendo de la especie vegetal, edad y estado nutricional de la planta,
de las caracteristicas fisico quimicas del suelo, de su manejo y de las condiciones am-
bientales. Esta familia presenta particularmente caracteristicas fundamentales de resis-
tencia a condiciones adversas, como la produccién de granulos de poli-b-hidroxibutirato
(PHB) en condiciones de estrés y sequia, intervalos amplios de tolerancia al pH, pro-
teccién a la enzima nitrogenasa mediante diversos mecanismos, predominancia habitual
en suelos tropicales, entre otros.

De otra parte, la mayoria de los grupos presenta aislamientos en periodos de lluvia y
sequia, por lo cual se permite nuevamente inferir que la época climdtica no influyé
significativamente en la poblacién de bacterias diazotréficas de esta especie arbérea.
Sin embargo, pudo presuntivamente alterar la densidad poblacional de las mismas, de
acuerdo con el bajo nimero de aislamientos que preliminarmente fueron clasificados
como Azospirillum sp. (cinco aislamientos), Herbaspirillum sp. (tres aislamientos),
Gluconacetobacter sp. (un aislamiento) y Burkholderia sp. (un aislamiento).

PRUEBA DE ACTIVIDAD DE REDUCCION DE ACETILENO (ARA)

Se presentaron diferencias estadisticas (P<0,05) en las medias de ARA, en la actividad
de reduccién de acetileno en las cepas C27 (8,51x10% nmol/mL.min), C25 (5,49x108
nmol/mL.min)y la C26 (7,58x10® nmol/mL.min) con respecto a las cepas de referencia
utilizadas (AC1y SP7; Fig. 1).

60
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Figura 1. Produccién de ARA, en diferentes bacterias aisladas de Eucalipto (Eucalyptus sp.) (P< 0,05).
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Las bacterias diazotréficas mds conocidas por su eficiencia forman parte de las familias
Azotobacteriaceae, Spirillaceae y Bacillaceae. Del género Azotobacter se han descrito
varias especies: Azotobacter chroococcum, A. vinelandii, A. agilis y A. paspali; las cuales han
sido ampliamente estudiadas por su potencial como fijadoras de nitrégeno (Martinez-
Viera 1986; Itzigsohn et al., 2000).

De acuerdo a los andlisis obtenidos, la capacidad de fijacién de nitrégeno varié sig-
nificativamente en los aislamientos, lo cual se observé en la notable diferencia en los
valores de eficiencia en la actividad de reduccién entre los grupos, esto es debido pro-
bablemente a que el genotipo de las bacterias influye sobre la cantidad de nitrégeno
fijado por las mismas (Eckert et al., 2001).

La cepa C27 correspondiente a la especie tentativa de Azotobacter vinelandii presenté la
mayor reduccién de acetileno (8,51x10° nmol/mL.min), probablemente la constitucién
biolégica de esta bacteria pudo influir en este proceso, debido a que Azotobacter vinelandii
fija nitrégeno en condiciones de aerobiosis gracias a que posee un sistema bien inte-
grado de proteccién de la enzima nitrogenada. Dicho sistema comprende: proteccién
conformacional, proteccidn respiratoria, autoproteccién y otros cambios morfolégicos
y fisiolégicos que le permiten crecer diazotréficamente en condiciones totalmente
aerébicas (Marchal y Vanderleyden, 2000).

Las cepas C25y C26 (tentativas de Azotobacter chroococcum) presentaron valores estadis-
ticamente significativos (P<0,05) en la reduccién del acetileno (7,41x10% nmol/mL.min)
y (7,58 x10® nmol/mL.min), con respecto a los beneficios de la actividad fijadora de ni-
trégeno de Azotobacter chroococcum, Martinez et al., 1996, plantean que el efecto de esta
especie sobre la germinacién y crecimiento de plantulas de tomate (Lycopersicum
esculentum) en suelos ferraliticos rojos, resulta igual para todas las variedades analizadas,
sugiriendo la amplia adaptacién y promocién del crecimiento vegetal de esta especie.

PRUEBA DE ACIDO INDOLACETICO (AIA)

Se presentaron diferencias estadisticas (P<0,05) en las medias de AlA en la produccién
de acido indolacético producida por la cepa C27 (tentativa de Azotobacter vinelandii) de
49,57 pg AIA/mL, con respecto a las cepas de referencia utilizadas: Sp7 (40,17 pg
AIA/mL) y AC1 (38,26 pg AIA/mL).

Estadisticamente se presentaron diferencias significativas entre la cepa C27 y el resto del
grupo, observandose que la media de produccién de AlA para esta cepa fue superior en
relacién a todas las cepas diazotréficas analizadas en esta prueba (Fig. 2).

Dentro de las especies que han sido reportados como las mayores productoras de AlA
se encuentran Azospirillum brasilense (20-0 mg/mL), Azospirillum lipoferum (16-32 mg/mL),
Rhizobium sp. (22 mg/mL), Xanthomonas sp. (22 mg/mL), Pseudomonas sp. (20-65 mg/mL),
Azotobacter sp. (>22 mg/mL), Acinetobacter sp. (3-18 mg/mL), Bacillus sp. (30-40 mg/mL),
Corynebacterium sp., y Flavobacterium spp., (20-30 mg/mL; Taller y Wong 1989).

Se conoce que algunas especies del género Azotobacter penetran la corteza y producen
fitohormonas como giberelinas, auxinas como acido indolacético, citoquininas y dcido
abscicico estimulando el crecimiento, la produccién de raices laterales y pelos radicales
que a su vez favorecen la absorcién de nutrimentos Freitas et al., 2002 e incrementan el
rendimiento en gramineas (Taller y Wong 1989; Bashan et al., 1986). De igual forma,
resultados reportados por Bhattacharya et al., 1986, demuestran que en determinadas
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Figura 2. Produccién de AIA, en diferentes bacterias aisladas de Eucalipto (Eucalyptus sp.) (P<0,05).

condiciones ambientales el efecto beneficioso de estas bacterias no se debe a la can-
tidad fijada, sino a la presencia de vitaminas y sustancias fisiolégicamente activas que
sintetizan, estimulando el crecimiento y vigorosidad de la planta hospedera.
Rodriguezy Blanco, 1992, realizaron un trabajo experimental en condiciones semicon-
troladas en viveros de café (Coffeea arabica), demostrando que con el uso de Azotobacter
chroococcum habia una mejor uniformidad en las posturas de este cultivo, asi como un
mayor vigor de las mismas, las cuales en el momento de la extraccién del vivero hacia
el campo presentaban un color uniforme en su sistema radicular, caracteristicas de pos-
turas sanas, vigorosas y con alto valor ecoldgico. En este sentido Gonzalez, 1995, al
analizar los resultados de la inoculacién de ocho cepas de Azotobacter sp. sobre los para-
metros de crecimiento y desarrollo de vitroplantas de pifia (Anana comosa cv Cayena
lisa), durante la fase de adaptacién demostraron que en sentido general, todas las cepas
estudiadas estimularon el crecimiento de las vitroplantas, con valores significativamente
superiores al testigo, lo que permite acortar el periodo de adaptacién de las mismas.
Segtin Gonzdlez y Llunch, 1992, la produccién de estas sustancias por Azotobacter sp. se
ve influenciada por el estado fisiolégico de la bacteria y por la edad de los cultivos,
habiéndose demostrado, que la presencia de nitrégeno combinado modifica la produc-
cién de auxinas y giberelinas. De igual forma, se ha reportado que la presencia de exu-
dados radiculares de la planta incrementan considerablemente la produccién de auxinas,
giberelinas y citoquininas por Azotobacter chroococcum Mok y Mok, 2001. De acuerdo a lo
anterior, se infiere que una mayor produccién de exudados radiculares secretados por
Eucalipto (Eucalyptus sp.), ha estimulado una mayor poblacién de microorganismos del
género Azotobacter sp. induciendo en estas bacterias una mayor produccién de fito-
hormonas, especialmente del dcido indolacético.

CONCLUSIONES

Las conclusiones en las condiciones en las que se realizé el presente estudio son las
siguientes:
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No se encontraron variaciones en el tamafio de la poblacién de las especies diazotré-
ficas tentativas de Azospirillum sp., Herbaspirillum sp., Burkholderia sp., Gluconacetobacter
sp., Azotobacter sp., Beijerinckia sp. y Derxia sp., por efecto de épocas climdticas.

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05) para el estrato de mues-
tra, encontrandose las mayores poblaciones en las raices para el caso de los aislamientos
presuntivos de Herbaspirillum sp. y suelo rizosférico para Azospirillum sp. Se seleccionaron las
cepas C27, C26 y C25 por su eficiencia in vitro en la pruebas de ARA y AlA.
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