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Resumen

Como parte de las estrategias de una agricultura sostenible, se hace necesario disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados de síntesis, mediante la utilización de los biofertilizantes. En particular, los géneros Azotobacter y Azospirillum son utilizados como agentes promotores de crecimiento vegetal debido a su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico y producir hormonas de tipo indólico. Por tal razón, en este estudio se aislaron bacterias diazotróficas de los géneros Azotobacter y Azospirillum a partir de la rizósfera de cultivos de algodón en el Espinal (Tolima). Las poblaciones microbianas se caracterizaron fenotípicamente en los medios de cultivo semiespecíficos: Ashby y LG (Azotobacter sp.) y NFb, LGI y Batata (Azospirillum sp.). La promoción de crecimiento vegetal se determinó mediante la actividad de la enzima nitrogenasa por medio de la técnica de reducción de acetileno y producción de índoles por el método colorimétrico de Salkowsky. Se obtuvieron 9 aislamientos tentativos de Azotobacter sp. y 4 de Azospirillum sp. Se presentaron diferencias significativas en la prueba de reducción de acetileno con las cepas presuntivas de Azotobacter sp.: NAT 9 (206.43 nmol C2H2 mL-1.h-1), NAT 4, (292.77 nmol C2H2 mL-1.h-1), y NAT 6 (460.60 nmol C2H2 mL-1.h-1) y en la producción de índoles de las cepas NAT 19 (19.87 μg.mL-1) y NAT 13 (20.08 μg.mL-1). Por su eficiencia in vitro en la promoción de crecimiento vegetal se seleccionaron las cepas NAT9, NAT4, NAT6, NAT19 y NAT13 para ser evaluadas como principio activo en futuros inoculantes para el algodón en esta zona del departamento del Tolima. 
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Abstract

As part of strategies for sustainable agriculture, it is necessary to reduce the use of synthetic nitrogen fertilisers through the use of biofertilisers. In particular, the genera Azotobacter and Azospirillum are used as plant growth promoters because of their ability to fix atmospheric nitrogen and indolic type hormones. For this reason, in this study were isolated diazotrophic bacteria of the genera Azotobacter and Azospirillum from the rhizosphere of cotton crops in Espinal (Tolima). The microbial populations were characterized phenotypically in specific semi culture media: Ashby and LG (Azotobacter sp.) and NFb, LGI and Batata (Azospirillum sp.). The promotion of plant growth was determined by the enzyme nitrogenase activity through acetylene reduction technique and production of indoles by the salkowsky colorimetric method. 9 isolates were obtained tentative Azotobacter sp. and 4 of Azospirillum sp. Significant differences in acetylene reduction test with presumptive strains of Azotobacter sp.: NAT 9 (206.43 nmol C2H2 mL-1.h-1), NAT, 4, (292.77 nmol C2H2 mL-1.h-1), and NAT 6 (460.60 nmol C2H2 mL-1.h-1) and indole production strains NAT 19 (19.87 μg.mL-1) and NAT 13 (20.08 μg.mL-1). In vitro efficiency in promoting plant growth were selected strains NAT9, NAT4, NAT6, NAT19 and NAT13 to be evaluated as active in future inoculants on cotton in this part of the department of Tolima.
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El crecimiento y rendimiento del algodón, al igual que la mayoría de plantas de interés agrícola, muestran gran dependencia del nitrógeno y el agua durante su ciclo vegetativo; por lo tanto el nitrógeno es un factor determinante en el plan de fertilización de síntesis en el cultivo de algodón. No obstante, el uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados genera problemas económicos, sociales y ambientales, y como consecuencia se ocasionan pérdidas significativas en términos de producción (Conalgodón, 2007).

El suelo es considerado un compuesto heterogéneo definido por sus propiedades físicas, químicas y biológicas, que en el medio mantiene la interacción y equilibrio dinámico entre sus componentes. Se considera que los organismos del suelo, que están conformados básicamente por bacterias, hongos y artrópodos, desempeñan una participación importante en el ciclaje de nutrientes (Paul y Clark, 1996).

Los microorganismos del suelo tienen una importancia sobresaliente en condiciones naturales, por su cantidad y principalmente por su amplio espectro de actividades, que en muchos de los casos inciden en los seres superiores, compartiendo un hábitat determinado. Cuando al sistema se incorporan plantas, las circunstancias para los microorganismos cambian radicalmente, debido a que las plantas son las principales proveedoras de sustratos nutritivos para el suelo, siendo aprovechados por los microorganismos cuando estos se encuentran cerca a la raíz y se desarrollan en ella (Box, 1996).

Por esta razón, la reducción creciente del uso de fertilizantes de síntesis química, solamente es posible mediante el empleo de tecnologías limpias, las cuales incluyen el uso de plantas mejoradas genéticamente y especialmente de biofertilizantes. Las RPCV ó rizobacterias promotoras crecimiento vegetal (PGPR’s sigla en inglés) pueden ser agentes protectores frente a patógenos (Lemanceau y Alabouvette, 1993; Cook, 1993), fertilizadores biológicos del suelo gracias a su capacidad para movilizar nutrientes (Zhoinska et al., 1992). Además, pueden sintetizar fitohormonas que inducen a cambios en la fisiología de las plantas, permitiendo mejorar los procesos de floración, germinación y establecimiento de la plántula entre otras funciones. (Schippers et al., 1995; Probanza et al., 1996; Gutiérrez et al., 1996).

La tendencia mundial dentro del marco de una agricultura sostenible aboga por tecnologías que contribuyan con la recuperación y mantenimiento del suelo mediante estrategias que mejoren su calidad y productividad, soportados en herramientas biotecnológicas económicamente viables. La utilización de microorganismos diazotróficos con potencial biofertilizante es una excelente alternativa para el desarrollo de una agricultura sustentable.

El uso de fertilizantes biológicos permite incorporar poblaciones benéficas y eficientes, con el fin de restaurar las propiedades de los suelos y la dinámica rizósferica deteriorada por el manejo tradicional del mismo. El objetivo de este estudio fue seleccionar y caracterizar rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas al cultivo del algodon, con el propósito de ampliar el banco de cepas promisorias que puedan constituirse en herramientas viables y potenciales, que sustituyan a la fertilización nitrogenada de síntesis, utilizada tradicionalmente.


Materiales y métodos

Toma de muestra. Las muestras fueron tomadas a partir de suelo rizosférico del cultivo de  algodón (Gossypium hirsutum), ubicado en el centro de investigación Nataima de Corpoica, vereda San Francisco, municipio del Espinal, Tolima (N 04°11.361’ W 0.74°57.519, clima cálido semiárido y 432 msnm). En las dos campañas anteriores se cultivó soja y sorgo dulce, respectivamente. El muestreo se realizó en transectos en forma de Zig-Zag, tomados a 20 cm de profundidad entre 150-200 gr., obteniendo 3 submuestras que conformaron una muestra compuesta. Este material se recolectó en bolsas plásticas y posteriormente fue transportado bajo refrigeración como material inicial para desarrollar el protocolo de aislamiento en el Laboratorio de Microbiología de Suelos del Centro de Biotecnología y Bioindustria (CBB) de Corpoica.

Caracterización fenotípica de cepas nativas diazotróficas asimbióticas

Aislamiento. Se removieron las raíces en condiciones estériles para obtener el suelo adherido a éstas. Se tomó una muestra de 10 g de éste y se diluyó en 90 mL de NaCl estéril al 0.85%, con una agitación de 100 rpm durante 15 min. Se realizaron diluciones seriadas con base 10 desde 10-2 hasta 10-7, se inoculó 0,1 mL en medios de cultivo semiespecíficos libres de nitrógeno para el recuento:

· NFb para Azospirillum sp. (Tarrand et al.,1978; Döbereiner et al.,1995)
· LGI para Azospirillum amazonense. (Tarrand et al., 1978; Döbereiner et al.,1995)

Para el aislamiento de Azotobacter sp., se realizó la técnica de siembra de gránulos de suelo en medio de cultivo Ashby (Fenglerowa, 1965; Novo 1993; Obando et al., 2010). Para el recuento, se sembraron las diluciones seriadas del suelo rizosférico sobre el medio de cultivo sólido LG (Döbereiner et al., 1995).

Caracterización bioquímica

Prueba de motilidad. Para los medios semisólidos NFb y LGI, se tomó con el asa una película de la superficie del medio, inmediatamente se colocó en un portaobjetos y se aplicó una gota de NaCl estéril al 0.85%. Seguidamente, se observó al microscopio óptico. Para el caso del medio de cultivo sólido Ashby, se aplicó el mismo procedimiento, pero tomando con el asa una colonia y homogenizándola en el portaobjetos de acuerdo a la metodología descrita por Holt y Krieg (1994) y Holt et al. (2000).

Prueba de catalasa. Con un asa de siembra se tomó una colonia pura de 24 a 48 h de incubación y se extendió sobre un portaobjetos. Luego se agregó una gota de H2O2 al 30%. La formación de burbujas indicó la liberación de O2 característico de un resultado positivo de acuerdo a la metodología descrita por Holt y Krieg (1994) y Holt et al. (2000).

Determinación de la actividad de reducción de acetileno (ARA). Los cultivos bacterianos obtenidos se inocularon en frascos con capacidad de 10 mL con 3 mL de medio semisólido. Luego se incubaron con tapón de algodón durante 24 h a 32 ºC. Se reemplazó el tapón de algodón por un tapón de caucho y se selló herméticamente. Se sustituyó el 10% de la atmósfera del frasco de cultivo con acetileno y se incubó durante una hora a 32°C (Eckert et al., 2001; Obando et al., 2010).  

La concentración de etileno se midió inyectando 1 mL de la atmósfera del frasco de cultivo en un cromatógrafo de gases (Perkin Elmer) con detector de ionización de llama (FID) y una columna (Poropak) N 200/300 Mesh de seis pies y tres mm de diámetro. Se utilizó como gas de arrastre nitrógeno a flujo de 4.2 mL min-1 con un tiempo de retención aproximado del etileno de 59 seg y para el acetileno de 1.20 min. La actividad de reducción de acetileno para cada aislamiento, se calculó según la altura del pico de etileno en el cromatograma extrapolando en la ecuación Log10Y = y = 0,1456x + 0,548 con R² = 0,9971 (Eckert et al., 2001; Obando et al., 2010).  

Determinación de Compuestos Indólicos. Los compuestos Indólicos se calcularon utilizando el ensayo colorimétrico descrito por Glickmann y Dessaux (1995), se empleó el medio de cultivo K-lactato con triptófano (Carreño-López et al., 2000). La incubación se llevó a cabo durante 72 horas a 150 rpm en completa oscuridad. El reactivo utilizado fue el PC (12 gL-1 FeCl3 en 7.9 M H2SO4). Se tuvo en cuenta una relación de 1:1 entre el reactivo PC y el sobrenadante dejando reaccionar durante un tiempo de 30 minutos. Los compuestos indólicos, se analizaron por espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm.

Se utilizaron como controles positivos en la investigación, las cepas de referencia AC1 (Azotobacter chroococcum) y Sp7 (Azospirillum brasilense).

Resultados y discusión

Se obtuvo un total de 60 aislamientos de la rizósfera de algodón (Gossypium hirsutum). Con la técnica de gránulos de suelo se obtuvo un porcentaje de recuperación promedio de 83.75% de bacterias presuntivas de Azotobacter sp. en medio Ashby, en el cual se observó la formación de película de mucígel alrededor de los gránulos. Mediante esta técnica se recuperaron 48 cepas, 9 de las cuales cumplieron con los criterios macroscópicos y microscópicos de selección descritos para Azotobacter sp. (Novo, 1993; Obando et al., 2010) (figura 1). 













Figura 1. a). Caracterización macroscópica de la cepa NAT 19 en medio Asbhy, identificada preliminarmente dentro del género Azotobacter. b). Característica microscópica de la cepa NAT 19. Cocobacilos Gram (-) con formación de quistes.

Para el caso de Azospirillum sp. se seleccionaron 4 cepas que presentaron la capacidad de vivir en condiciones de microaerofília y que presentaron las características descritas por Tarrand et al. (1978) y Döbereiner et al. (1995). Los resultados obtenidos demuestran que Azotobacter sp. (83.75% de recuperación de cepas y un recuento de 6.3x105 cel.g-1) predominó en el recuento de población con respecto a Azospirillum sp. en suelo rizosférico (NFb: 2x104 celg-1 y LGI: 1x104 celg-1). 

La formación de película de mucígel alrededor de los gránulos en medio Ashby permite inferir que es producido por bacterias aeróbicas presuntivas de Azotobacter sp. debido a sus condiciones habituales de crecimiento en fuentes cálcicas, evidenciada en la solubilización del carbonato de calcio presente en el medio (Borda et al., 2009).

Los resultados obtenidos demuestran que Azotobacter sp. prevalece en suelo rizosférico con respecto al recuento de Azospirillum sp., lo cual se puede argumentar que Azospirillum sp. es predominante en otros estratos. Esto podría ser atribuido a que las interacciones planta-suelo-microorganismos están gobernadas por las condiciones del ambiente, por la naturaleza, estado fisiológico y vigor de las plantas en desarrollo, las características del suelo, el régimen hídrico y el manejo agronómico; los cuales son factores de selección de la dinámica poblacional bacteriana. El mayor número de unidades formadoras de colonias de bacterias diazotróficas de vida libre implica un incremento en la disponibilidad de nutrientes en el suelo, por lo tanto esta propiedad se va a reflejar en otros parámetros como el crecimiento y producción en el caso del algodonero (Vallejo et al., 2007).

La presencia de Azotobacter sp. en la rizósfera del cultivo de algodón es de vital importancia para el desarrollo posterior de la plántula en sus próximos estadíos. Como lo ha sugerido Pérez (1999), aunque la permanencia de estas bacterias en el suelo es de tiempo muy limitado, la acción que producen durante su ciclo de vida proporciona una gran cantidad de materiales como son: exudados, azúcares, vitaminas, aminoácidos y otras sustancias en la rizósfera, así como las mismas células bacterianas, que constituyen una materia orgánica activa y pueden enriquecer el sustrato en ese componente. Así mismo, la capacidad de Azotobacter sp. para suministrar nutrientes y estimular el crecimiento de las plantas depende de su exitoso establecimiento alrededor de las raíces. Por estas razones, se hace necesario explicar el papel de ésta bacteria en la rizósfera y la gran importancia que desempeña en este estrato para lograr resultados efectivos con su aplicación como inoculante biológico (Zuberer, 1990). 

Así mismo, se ha reportado que las zonas cálidas tropicales muestran una alta incidencia, con poblaciones de hasta 100 millones de células por gramo de suelo rizosférico cultivados con trigo, algodón y leguminosas (Abd-El-Malek, 1971). Se puede inferir que las condiciones de zona cálida del C.I Nataima (El Espinal, Tolima), donde se encuentra el cultivo del algodonero favorecen el establecimiento de Azotobacter sp. 

En relación a Azospirillum sp., Döbereiner y Day (1975), reportaron que estas especies son menos competitivas en la ocupación de sustratos ya colonizados por Azotobacter sp. De igual forma, todas las especies pueden desarrollar mecanismos de colonización en otros estratos de la planta, es por esto que se han encontrado en mayor número colonizando las raíces, ubicadas en las capas de mucígel ó penetrando las células corticales de la raíz de diferentes plantas (Umalí-García et al., 1980; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). No obstante, ciertas especies de Azospirillum sp., tienen mecanismos específicos para interactuar con las raíces y colonizar su interior y hasta ir penetrando el tejido foliar, a través de la actividad enzimática celulolítica y pectinolítica, invadiendo los espacios intercelulares e incluso translocándose a través de los vasos vasculares hacia el tallo y las hojas (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).   

La identificación de los microorganismos a nivel de género se llevó a cabo mediante observaciones microscópicas con coloración y pruebas bioquímicas examinadas de acuerdo a los métodos descritos por Garrity et al. (2004) y Tarrand et al. (1978). Los resultados obtenidos en las pruebas de motilidad y reacción de la enzima catalasa se describen en la tabla 1.




Tabla 1. Prueba fenotípica de motilidad y prueba bioquímica de catalasa de los aislamientos de Azotobacter sp. y Azospirillum sp.
	Cepa
	Motilidad
	Catalasa
	Reacción

	Azosp* NAZ 1
	+
	+
	Moderada

	Azosp* NAZ 3
	+
	-
	-

	Azosp* NAZ 2
	+
	+
	Baja

	Azosp* NAZ 6
	+
	-
	-

	Azot**NAT 18
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 4
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 6
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 23
	-
	+
	Moderada

	Azot**NAT 9
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 13
	-
	+
	Baja

	Azot**NAT 17
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 16
	-
	+
	Abundante

	Azot**NAT 19
	-
	+
	Baja

















Géneros presuntivos: * Azospirillum  **Azotobacter 

Los resultados obtenidos en estas pruebas para el género tentativo de Azospirillum  demostraron que todos los aislamientos presentaron motilidad positiva y dos cepas (NAZ 1 y NAZ 2) presentaron reacción positiva a la catalasa, siendo seleccionados estos aislamientos de acuerdo con los criterios de selección descritos por Tarrand et al. (1978). 

De acuerdo a esto, se evidencia la importancia de la motilidad presente en este género, debido a que la dispersión de la rizobacteria desde el suelo ó punto de inoculación, hacia el gradiente quimioatrayente de las semillas en el desarrollo de la germinación; los exudados radicales de la planta consolidan la colonización de las raíces (Bacilio-Jiménez et al., 2003).

Para el caso del género identificado preliminarmente como Azotobacter, todos los aislamientos presentaron motilidad negativa y catalasa positiva, por lo cual fueron preseleccionadas para continuar con la caracterización de acuerdo a las características descritas por Novo (1993) y Obando et al. (2010). Estos resultados permiten destacar la importancia de las características fenotípicas propias de este género bacteriano, debido a que algunos autores indican que la falta de motilidad por parte de algunos microorganismos como es el caso de Azotobacter sp. puede ser benéfico cuando se realizan inoculaciones en semilla o raíz, ya que se asegura su establecimiento y desarrollo en el sitio de inoculación (Van Veen y Heijnen, 1994). 
 
Así mismo, la reacción favorable a la catalasa en el género Azotobacter, evidencia las ventajas ceñidas a este proceso bioquímico. Según Dobbelaere et al. (2003), algunas enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD), peroxidasa y catalasa producidas por las células microbianas pueden contrarrestar y controlar la formación de radicales libres; adicionalmente aumentan la tolerancia al estrés oxidativo, contribuyendo así a la defensa de las plantas contra patógenos. Se ha reportado que la inoculación con Azotobacter chroococcum en cultivos de remolacha (Beta vulgaris), aumentan la actividad de las enzimas SOD, peroxidasa y catalasa, y del mismo modo el contenido de clorofila y carotenos en las hojas (Dobbelaere et al., 2003).

La prueba de reducción de acetileno se realizó a los aislamientos seleccionados de acuerdo a la caracterización fenotípica establecida. De las 13 cepas seleccionadas previamente, 5 de ellas presentaron mayor actividad de reducción de acetileno (nmol C2H2 mL-1.h-1). Se utilizaron como control positivo las cepas de referencia AC1 y Sp7 (figura 2).
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Figura 2. Prueba de actividad de reducción de acetileno de bacterias aisladas del cultivo de Algodón. Tukey (P<0.05). 

De acuerdo al análisis estadístico de Tukey (P<0.05), se encontraron diferencias significativas en la fijación de nitrógeno, que varían notablemente en los grupos bacterianos conformados; encontrándose que la cepa NAT 6 presentó la mayor actividad de reducción de acetileno con respecto a las demás cepas aisladas.

Los valores sobresalientes en la fijación biológica de nitrógeno fueron presentados por las cepas NAT 9 (206.43 nmol C2H2 mL-1.h-1), NAT 4 (292.77 nmol C2H2 mL-1.h-1) y la cepa NAT 6 (460.60 nmol C2H2 mL-1.h-1). Estos resultados son similares a los reportados por Ranjana et al. (2009), donde encontraron cepas de Azotobacter sp. con producciones de 385.81 nmol C2H2 mL-1.h-1 y 360 nmol C2H2 mL-1.h-1 en suelos de la India cultivados con algodón. 

Igualmente, Pião et al. (2005), reportaron cepas de Azotobacter sp. con 548.7 nmol C2H2 mL-1.h-1 y 818.9 nmol C2H2 mL-1.h-1, provenientes de aislamientos de suelos cultivados con arroz. La cepa NAT 18, mostró una producción de 120 nmol C2H2 mL-1.h-1, siendo este muy cercano a lo descrito por Lu et al. (2009), donde aislaron cepas de Azotobacter sp. a partir del trigo primavera, que alcanzaron una máxima producción de 139.79 nmol C2H2 mL-1.h-1 en la fijación de nitrógeno. 

El aislamiento identificado como NAZ 3, presentó 27 nmol C2H2 mL-1.h-1, valores cercanos a los reportados por Mascarua-Esparza et al. (1988), donde encontraron cuatro cepas de A. lipoferum aisladas de raíces de Opuntia sp. L. y valores de reducción de acetileno entre 17.6 y 21.2 nmol C2H2 mL-1.h-1. Los aislamientos del género tentativo Azospirillum, identificados como NAZ 1, produjeron una cantidad de 6.26 nmol C2H2 mL-1.h-1, en el ensayo de reducción de acetileno. Resultados similares fueron reportados por Mehnaz y Lazarovits (2006), con cepas de Azospirillum sp., donde los aislamientos de A. lipoferum N7 y A. brasilense N8 presentaron una actividad nitrogenasa de 6.6 y 7.95 nmol C2H2 mL-1. h-1, respectivamente, siendo estas bacterias aisladas de raíces de maíz dulce en Canadá.

De las 13 cepas evaluadas previamente en la prueba de actividad de reducción de acetileno, 5 cepas presentaron producción de compuestos indólicos (μg/mL). Según los datos obtenidos de acuerdo al Test estadístico de HSD Tukey (P<0,05), se presentaron diferencias significativas en los tratamientos, se observó que hubo diferencias intergrupos de las cepas presuntivas del género Azotobacter mostrando una alta producción con respecto al testigo de NAT 13 y NAT 19, con valores de 19.87 y 20.08 μg/mL, respectivamente. De igual forma, las cepas NAT 6, NAT 23 y NAZ3 presentaron valores de 1.59; 0.82 y 1.08 μg/mL, respectivamente, en esta prueba (figura 3).
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Figura 3.  Producción de compuestos indólicos de los aislamientos obtenidos del cultivo de Algodón. Tukey (P<0.05). 

Estos resultados, son similares a los reportados por Torres et al. (2000), los cuales realizaron el aislamientos de 18 cepas del género Azotobacter de 20 cultivos de arroz en el Tolima (Colombia) que produjeron importantes concentraciones de ácido indolacético (AIA), incluyendo A. vinelandii con 32.22 μg AIA/.mLy A. chroococcum con 30.07 μg AIA/mL por medio de la técnica colorimétrica. De igual forma, Ravikumar et al. (2004), reportaron cepas aisladas de Azotobacter chroococcum con una producción máxima de ácido indolacético de 18.5 μg/mL, seguido por A. beijerinckii con 16.5 μg AIA/mL y A. vinelandii 13.8 μg AIA/mL. Por otra parte, Escobar et al. (2011), reportaron cepas de Azotobacter spp. con producciones entre los 7.10 y 57.99 μg AIA/mL aisladas de suelos rizósfericos de hortalizas como tomate, lechuga, zanahoria, cebolla y espinaca. Así mismo, autores como Lara et al. (2011), encontraron bacterias del género Azotobacter con producciones entre 44.276 y 3.164 μg AIA/mL, y Zaied et al. (2009), utilizando cepas transconjugadas de Azotobacter chroococcum (NRRL B 14346) y la cepa Azotobacter chroococcum ARC Ru22 en medio con triptófano obtuvieron 12 recombinaciones con producciones de entre los 20.39 y los 4.35 μg AIA/mL.

Por su parte Lara et al. (2011), mencionan la importancia de la aplicación de la cepas nativas del género Azotobacter, en semillas de pasto angleton (Dichanthium aristatum). Los resultados obtenidos demostraron que el 67.66% de  material vegetal inoculado con la cepa nativa, mostraron un mayor promedio de alturas del tallo, longitud de hojas y un notable desarrollo vegetativo de la planta. Así mismo, varios autores han encontrado que la aplicación de bacterias como Azotobacter sp. y Azosprillum sp. a semillas antes de la siembra, mejora la germinación y el desarrollo de plantas (Constantino et al., 2010), debido a que estos géneros bacterianos son conocidos por sus bondades, aparte de tener la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico, también sintetizan sustancias biológicamente activas del tipo ácido indol acético (AIA), entre otras (González-López et al., 2005; Perrig et al., 2007). 

Con respecto a Azospirillum sp., la cepa testigo Sp7 (Azospirillum brasilense) registró el valor más alto de producción con 40.2 μg AIA/mL. De los aislamientos nativos la cepa que presentó una mayor producción fue NAZ 3 (tentativa de éste género) la cual arrojó un valor de 1.08 μg AIA/mL, valor cercano al reportado por Perrig et al. (2007), quienes registraron una producción de 2.9 μg AIA/mL, por la cepa Az39 recomendada para maíz y trigo en Argentina. Kuss en 2006, también reportó cepas de Azospirillum sp. con una producción de 2.79 μg AIA/mL, aisladas de raíces de arroz en Brasil.  

Conclusiones

La caracterización fenotípica y bioquímica de los aislamientos obtenidos permitió seleccionar bacterias eficientes en la promoción de crecimiento vegetal in vitro, mediante las actividades de reducción de acetileno y producción de compuestos indólicos, con valores comparables con cepas de referencia internacional.

Se seleccionaron 5 cepas promisorias (NAT9, NAT4, NAT6, NAT19 y NAT13) que mostraron un gran potencial como bacterias promotoras de crecimiento vegetal y que pueden  ser evaluadas como principio activo en futuros inoculantes para el algodón en esta zona del departamento del Tolima.
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