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RESUMEN

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera
de la planta, lo cual favorece su crecimiento y desarrollo. En este trabajo se aislaron 32 cepas nativas de
bacterias diazotrofas, a partir de muestras de suelo rizosférico de diferentes cultivos, identificadas mediante los
medios de cultivo tradicionales y el sistema BBL CRYSTAL. La identificacion bioquimica se realiz6 a través de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction). Nueve aislados se deter-
minaron como Stenotrophomonas maltophilia y uno como Azotobacter vinelandii, de los cuales tres
coincidieron en la identificacion bioquimica y la molecular. Se realizé un ensayo en invernadero para evaluar el
efecto fertilizante en plantas de maiz, segun un disefio experimental de bloques al azar y nueve tratamientos,
por triplicado: tratamiento 1: A. vinelandii ATCC 9046; tratamientos del 2 al 7 para los seis aislados; tratamiento
8 para fertilizacion quimica; y tratamiento 9 para suelo sin fertilizacion (testigo). Los aislados M8-10, M10-1 y
M11-3, identificados como S. maltophilia por PCR, tuvieron mejores resultados en la emergencia de las
plantas, el diametro del tallo y la longitud de las hojas y los tallos. Finalmente se determind que M10-1 mostrd
valores de emergencia y crecimiento de la planta por encima de la media y el limite superior, con respecto a los
demas aislados y controles, lo cual lo convierte en un potencial biofertilizante.
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ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria are capable of adapting, colonizing and persisting in the plant rhizosphere,
which favors plant growth and development. In this work 32 native strains of diazotrophic bacteria were
isolated, from rhizospheric soil samples of different crops, identified through traditional soil cultures and the
BBL CRYSTAL system. The biochemical identification was made through polymerase chain reaction (PCR).
Nine isolates were determined as Stenotrophomonas maltophilia and one as Azotobacter vinelandii, of
which three coincided in the biochemical and molecular identification. A greenhouse trial was conducted to
evaluate the fertilizer effect on corn plants, according to a randomized block design and nine treatments, in
triplicate: treatment 1: A. vinelandii ATCC 9046; treatments from 2 to 7 for the six isolates; treatment 8 for
chemical fertilization; and treatment 9 for soil without fertilization (control). The isolates M8-10, M10-1 and
M11-3, identified as S. maltophilia by PCR, had better results in plant emergence, stem diameter and leaf and
stem length. Finally, M10-1 was determined to show plant emergence and growth values higher than the mean
and upper limit, as compared with the other isolates and controls, which makes it a potential biofertilizer.
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INTRODUCCION

La actividad bioldgica de los suelos tiene un
papel preponderante en el logro de cultivos de alto
rendimiento. Los microorganismos en asociacion con
los cultivos son importantes, como insumos, para el
mejoramiento de la produccion y el control ambiental,
ademads permiten el mantenimiento de la biodiversidad
y la sostenibilidad de los ecosistemas (Carvajal y
Mera, 2010).

Las bacterias de vida libre, o en simbiosis, que
habitan la rizosfera pueden estimular el crecimiento
de las plantas a través de diferentes procesos,
como la sintesis de reguladores del crecimiento vege-
tal, la fijacion de nitrogeno, la solubilizacién de
nutrientes, la produccion de siderdéforos y el
control de fitopatégenos del suelo (Torriente, 2010).
Los microorganismos mas estudiados pertenecen a
los géneros Azotobacter, Stenotrophomonas,
Azospirillum, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas
y Bacillus, entre otros; estos se denominan bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, del inglés
Plant Growth Promoting Rhizobacteria), algunos PGPR
transforman el nitrégeno atmosférico en amonio (pro-
ceso conocido como fijacion bioldgica de nitrogeno)
para que pueda ser incorporado a la biosfera, lo cual
representa un beneficio econdmico y reduce el im-
pacto negativo en el ambiente, debido al uso exagerado
de insumos quimicos en la producciéon agricola
(Bruinsma, 2003).

Se requiere el aislamiento e identificacion de
microorganismos nativos con propiedades que
promuevan el crecimiento vegetal y presenten mayor
permanencia en el campo, como Azotobacter
vinelandii, Stenotrophomonas maltophilia y
Burkholderia cepacia, y asi poder evaluar el poten-
cial biofertilizante en cultivos de interés agronémico.
Para la identificacion de las bacterias diazotrofas se
emplean técnicas convencionales o basadas en sus
propiedades bioquimicas, tales como: la descripcion
de sumorfologia celular, la coloracion Gram, el anali-
sis de su capacidad para crecer en condiciones
aerobias o anaerobias, o el analisis de requerimientos
de sustratos especiales para su cultivo; estas técni-
cas permiten su identificacion hasta género.
Para la caracterizacion de especies, subespecies,
serovariedades o cepas, se precisa de técnicas mas
sensibles y especificas, como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) que identifica una secuencia
unica en el ADN.

El objetivo del trabajo fue identificar, mediante BBL
Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit y PCR,
microorganismos diazétrofos aislados a partir de
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muestras de suelo rizosférico en cultivos de interés
agrondmico, asi como comprobar su efecto biofer-
tilizante en plantas de maiz.

MATERIALESY METODOS

Recoleccidn y caracterizacion de las muestras
de suelo. Las muestras se tomaron de suelos
rizosféricos de 16 sitios diferentes, con cultivos de
pastos, café, cafia de azlicar, maiz y frutales; estos se
ubican en el municipio de Chinacota, Norte de
Santander, Colombia. Para la recoleccion, el transpor-
te y la conservacion de las muestras se emplearon las
metodologias propuestas por Cline (1944)y Sosa (2002).
Se realiz6 un analisis fisicoquimico en el laboratorio de
suelos agricolas de la Universidad Francisco de Paula,
en Santander —Cutcuta, Colombia— (Olarte etal., 1979),
y un analisis de la materia seca; se determiné el pH, el
fosforo, el potasio, el calcio y el magnesio.

Aislamiento mediante medios selectivos. El aisla-
miento de las bacterias diazdtrofas se realizo mediante
los medios Winogradsky y Agar Ashby. A continua-
cion se determinaron las caracteristicas macroscopicas
y microscopicas de los aislados puros. Para la
clasificacion de los aislados se utiliz6 la siguiente no-
menclatura: aislado M3-1, donde: M corresponde a la
muestra de suelo; 3, al nimero de muestra; y 1, al
numero de cepas puras obtenidas.

Caracterizacion bioquimica mediante BBL
CRYSTAL. Se realiz6 la identificacion bioquimica me-
diante BBL Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit. E1
sistema de identificacion incluye pruebas para la fer-
mentacion, la oxidacion, la degradacion y la hidrolisis
de diversos sustratos.

Identificacién molecular. Para el aislamiento del
ADN de los aislados y el control A. vinelandii ATCC
9046, se utilizo el UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit de MoBio. En la identificacién molecular
se emplearon los cebadores especificos nifH-g1-for
GGTTGTGACCCGAAAGCTGA y nifH-gl-rev
GCGTACATGGCCATCATCTC, para A. vinelandii
(Biirgmann, Wilmer, Sigler y Zeyer, 2003; Levy-Booth
y Winder, 2010); SM1-for CAGCCTGCGAAAAGTA
y SM4-rev TTAAGCTTGCCACGAACAG, para S.
maltophilia (Whitby et al., 2000; Kiskova et al., 2012);
y Gle-for GCCATGGATACTCCAAAAGGAY G2c-rev
TCGGAATCCTGCTGAGAGGC, para B. cepacia
(Whitby et al., 2000; Rashamuse, Burton y Cowan,
2007). Las muestras de ADN fueron amplificadas en
un volumen final de 50 pl, el cual contenia 1X buffer
para PCR; 2,5 mM MgCl,, 200 mM dNTP, 1 U de
Taq polimerasa (Bioline), 1 pM de cada primery 2 pl
de ADN. Las condiciones de la amplificacion
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consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95°C
por cinco minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C por
un minuto, 60°C por 30 segundos y 72°C por un minu-
to; y una extension final a 72°C por 7 minutos. Los
productos de la PCR fueron visualizados en geles de
agarosa al 1 % y tefiidos con bromuro de etidio.

Efecto biofertilizante. Se realiz6 un ensayo en in-
vernadero con plantas de maiz para evaluar el
porcentaje de emergencia de estas, el didmetro del
tallo y la longitud de las hojas y de los tallos; se com-
paro el efecto de seis aislados identificados por PCR
(M-1, M8-4, M8-9, M8-10, M10-1 y M11-3) con el de
la fertilizacion quimica y un testigo. Los tratamientos
se inocularon en 80 mL de medio liquido LB (10 g de
triptona, 10 gde NaCly 5 g de extracto de levadura/L),
con agitacion constante a temperatura ambiente por
24 horas, hasta alcanzar una concentracion minima de
108 células/mL (escala de Macfarland). La inoculacion
de las semillas se realizd segun lo propuesto por
Utria-Borges et al. (2008). En el ensayo se utilizo un
disefio experimental de bloques al azar y nueve trata-
mientos, por triplicado: tratamiento 1: A. vinelandii
ATCC 9046; tratamientos 2 al 7 para los seis aislados;
tratamiento & para la fertilizacién quimica; y tratamiento
9 para el suelo sin fertilizacion (testigo). Las compara-
ciones entre las medias se realizaron mediante Duncan
(1955) y se utiliz6 una estadistica ANOVA con el pro-
grama SPSS 15.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion con el uso de medios selectivos y
pruebas bioquimicas. El analisis de las muestras de
suelo rizosférico mostrd un pH entre moderadamente
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acido (5,1) y medianamente alcalino (7,8); promedios
de: materia orgéanica 7,12 %; fosforo 262,5 ppm; potasio
0,58 meq/100 g; calcio 17,6 meq/100 g y magnesio
2,1 meq/100 g; y textura franca y franco-arenosa. Estos
resultados se encuentran dentro de los rangos que fa-
vorecen la permanencia y la actividad de las bacterias
diazoétrofas. No se observd ninguna correlacion entre
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y la cantidad
de aislados obtenidos a partir de cada muestra.

En medios selectivos se obtuvieron 32 aislados
puros, los cuales se correspondieron con bacterias
fijadoras de nitrégeno. El analisis con el sistema BBL
CRYSTAL permiti6 identificar Klebsiella pneumoniae
subesp. ozaenae, Klebsiella oxytoca o Serratia
rubidea, K. oxytoca o K. pneumoniae, K.
pneumoniae, K. oxytoca, S. maltophilia, Aeromonas
hydrophila o Enterobacter sakazakii, E. cloacae o
E. sakazakii, E. cloacae, B. cepacia, B. cepacia
o Pseudomonas fluorescens y Serratia fonticula.

Identificacion molecular. En el analisis molecular
de A. vinelandii mediante PCR, con la utilizacion de
los cebadores nifH-gl1-for y niH-gl-rev (fig. 1a), se
observo una banda de 370 pb en el aislado M8-4, que
es una amplificacién adecuada seguin sefialan
Biirgmann etal. (2003) y Levy-Booth y Winder (2010).
En la identificacion de S. maltophilia, los cebadores
SM1-for y SM4-rev reconocieron los aislamientos M1,
M2, M4-1, M6-3, M8-3, M8-9, M8-10, M10-1 y M11-3
(fig. 1b), y amplificaron una banda de 531 pb, que
se corresponde con lo planteado por Whitby
etal. (2000) y Kiskovaetal. (2012) (fig. 1b). La ampli-
ficacion con el uso de los cebadores G1c-for y G2c¢-rev
para la identificacion de B. cepacia no mostrd
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a. Cebadores nifH-g1-forB y nifH-g1-rev para la identificacion de A. vinelandii. Lineas 1-6: M6-6, M7, M8-1,
MS8-2, M8-3, M8-4. Lineas: 8-11: M8-5, M8-6, M8&-7, M8&-8. Linea 12: control A. vinelandii ATCC9046.
Linea 13: control negativo. Linea 7: Marcador de peso molecular Hyperladder Il de Bioline. Se observa en las
lineas 6 y 12 una banda de aproximadamente 370 pb. b. Cebadores SM1-SM4, para la identificacion de S.
maltophilia. Lineas 1-7: M8-9, M8-10, M9-1, M10-1, M10-2. Lineas 7-9: M11-2, M11-3, M12, M8-8. Linea
10: control negativo. Linea 6: Marcador de peso molecular Hyperladder Il de Bioline. Se observa en las lineas

1, 2,4y 8 una banda de aproximadamente 531 pb.

Figura 1. Identificacion, mediante PCR, de A. vinelandii y S. maltophilia.
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resultados, lo que posiblemente se debi6 a que nin-
guno de los aislamientos analizados molecularmente
correspondia a esta. El andlisis de los cebadores
Glc-fory G2c-rev —realizado en BLAST—mostr6 una
alta especificidad para el género Burkholderia, ya
que reconocio las especies B. cepacia, B. cenocepacia
y B. ambifaria.

Al comparar los resultados de PCR con los de
BBL CRYSTAL se hallé que el aislamiento M8-4
correspondi6 a A. vinelandii mediante PCR; mientras
gue con bhioquimica, a S. maltophilia. Los aislados
M2, M8-9 y M8-10 se identificaron por PCR y BBL
CRYSTAL como S. maltophilia.

Através de bioguimica los aislados M4-1, M6-3 y
M11-3 se identificaron como B. cepacia; M10-1 como
Klebsiella sp.; M-1 como K. pneumoniae y M8-3
como E. cloacae; y por PCR fueron identificados como
S. maltophilia.

Solo tres aislamientos coincidieron en la identifica-
cién molecular y la bioguimica, debido probablemente
a que la segunda no es una herramienta lo suficiente-
mente especifica para este fin; mientras que las
técnicas moleculares permiten la caracterizacion de
los microorganismos para lograr su determinacion a
nivel interespecifico o intraespecifico (Bou et al.,
2011). Los individuos de una misma especie no nece-
sariamente tienen los mismos atributos genéticos,
bioquimicos y toxicolégicos. Por otro lado, especies
diferentes pueden mostrar una alta similitud genética,
bioquimicay toxicolégica. Laclasificacion mediante
medios selectivos y pruebas bioquimicas posibili-
ta la identificacion hasta género y, en ocasiones,
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hasta especie. En cambio, las técnicas moleculares per-
miten caracterizar subespecies, serovariedades y cepas
de una forma mas simple, rapida y reproducible en una
gran variedad de microorganismos (Godoy et al., 2008).
Efecto biofertilizante. Los tratamientos que pre-
sentaron mejores resultados en la emergencia de las
plantas, el didmetro del tallo y la longitud de las hojas
y los tallos fueron M8-10, M10-1y M11-3, identifica-
dos como S. maltophilia por PCR (tabla 1). Estos
tuvieron diferencias significativas con respecto al tes-
tigo y a la fertilizaciéon quimica, ademas se observé
una mayor eficiencia en laemergenciay el crecimien-
to en las plantas de maiz. El tratamiento con M10-1
mostr6 una mayor eficiencia en el desarrollo de la plan-
ta, lo que promovio una rapida emergencia y un mayor
tamafio en el diametro del tallo y en la longitud de las
raices y los tallos, asi como un mayor peso seco
(fig. 2). De acuerdo con el andlisis estadistico de los
datos de emergencia y crecimiento de las plantas,
M10-1 presentd valores por encima de la media y limi-
te superior, con respecto a los otros aislados y
controles (tabla 1). Es importante destacar que el res-
to de los aislados tuvo resultados adecuados, sin
diferencias significativas con respecto a M10-1, por
lo cual se convierten en potenciales biofertilizantes.
El efecto beneficioso de las rizobacterias radica
en diferentes mecanismaos, tales como: la produccion
de sustancias estimuladoras del crecimiento,
sidero6foros y antibidticos; asi como la induccion de
resistencia en la planta y la fijacién del nitrégeno
(Torriente, 2010). Por ello el aislamiento de bacterias
diazotrofas, su identificacion mediante métodos

Tabla 1. Efecto biofertilizante de los aislados diazétrofos en plantas de maiz.

Tratamiento Emergencia (%) Diametro  Longitud  Longitud  Longitudde  Peso
4 dias 6 dias 9 dias del tallo de lahoja  del tallo las raices seco
(cm) (cm) (cm) (cm) ()]

Azotobacter 70 97 100 0,32 0,31 9,7 18,20 14,50
M1 72 93 100 0,35 0,34 10,4 19,60 12,20
M8-4 69 93 97 0,31 0,36 10,1 19,00 12,00
M8-9 77 96 100 0,33 0,37 9,8 18,40 15,00
M8-10 83 100 100 0,38 0,39 10,2 19,20 16,90
M10-1 88 100 100 0,50 0,42 12,7 24,00 24,00
M11-3 83 97 100 0,40 0,38 11,2 21,00 15,30
Fertilizacion 23 60 79 0,40 0,34 8,5 16,00 13,90
quimica

Testigo 57 78 90 0,23 0,28 7,50 14,10 11,00
Andlisis estadistico

Media 69,11 90,44 96,22 0,36 0,35 10,01 18,83 14,98
Desviacion 19,64 13,20 7,25 0,08 0,04 1,48 2,81 3,86
Limite inferior 54,01 80,29 90,64 0,30 0,32 8,87 16,67 12,01
Limite superior 84,21 100,59 101,80 0,42 0,39 11,15 20,99 17,94
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a. Aislado M10-1, evaluacion del crecimiento radicular a los 20 dias.
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b. Comparacion del tamafio del tallo con el tratamiento sin inoculacion y con
el tratamiento inoculado con el aislado M10-1, a los 20 dias.
Figura 2. Efecto biofertilizante en plantas de maiz.

confiables y la evaluacién de su capacidad como
promotoras del crecimiento vegetal, ademés de ser
una opcidn en procesos investigativos con fines
agricolas, es una buena alternativa para mejorar
la nutricion y la calidad de los cultivos, lo que
contribuye al mejoramiento del sistema planta-suelo-
microorganismo.

Se concluye que los resultados obtenidos median-
te técnicas convencionales suelen ser poco fiables y
provocan errores en el momento de definir el géneroy
la especie de un microorganismo del suelo. Ademas,
el ensayo que se aplico para la evaluacion de la capa-
cidad de algunos aislados respecto a la promocion
del crecimiento vegetal permitié evidenciarlos como
potenciales biofertilizantes; ello se comprobard en un
estudio a nivel de invernadero, con un suelo no
estéril, para compararlo con los microorganismos
nativos y condiciones controladas, con posibilida-
des de ser aplicados en campo en cultivos de interés
agronémico.
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