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Resumen

Los esquemas actuales de nutricion vegetal implican el uso
extensivo de fertilizantes quimicos que acarrean consigo
numerosos efectos secundarios entre los cuales destacan la
contaminacion de los mantos freaticos y la progresiva erosion
del suelo, lo cual reflejalaimperiosanecesidad de alternativas
que permitareemplazar de formaeficiente aquellos esquemas.
La alternativa propuesta por este trabajo, desarrollado en las
instalaciones de la Universidad Tecnologica de Izacar de
Matamoros en 2013, es impulsar el uso de biofertilizantes
elaborados abase de bacterias autoctonas delaregion, paralo
cual, se realizaron ensayos in vitro e in planta que demuestran
suefecto como promotores de crecimiento vegetal por medio
demecanismos como lafijacion biologicadenitrogeno (FBN)
y la produccion de reguladores de crecimiento. Se aislaron
dos cepas empleando medios de cultivo carentes de nitrogeno,
ambas caracterizadas de forma parcial, la primera de ellas
pertenece al género Azospirillum denominada M1 aislada de
raices de Jatropha, la segunda del género Gluconacetobacter
denominada G1 aislada de raices de caiia de azlcar. En los
ensayos realizados en esquejes de pitahaya, plantas de maiz
y cafia de azucar tanto in vitro como in planta se observo que
ambas cepas poseen la capacidad de promover la formacion
de raices laterales y que el nimero de estas es mayor en
comparacion con testigos no inoculados, del mismo modo,
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Abstract

The current patterns of plant nutrition involve extensive use
ofchemical fertilizers that bring with it numerous side effects
among which pollution of groundwater and progressive soil
erosion, reflecting the urgent need for alternatives that allow
replace efficiently those schemes. The proposal for this work
alternative, developed in the facilities of the Technological
University of [zucar de Matamoros in 2013, is to promote
the use of bio-fertilizers prepared from indigenous bacteria
in the region, for which, were performed assays in vitro and
in planta demonstrating its effect as plant growth promoters
through mechanisms such as biological nitrogen fixation
(FBN) and the production of growth regulators. Two strains
were isolated using media lacking culture nitrogen, both
characterized in part, the first of which belongs to the genus
Azospirillum called M1 isolated from roots of Jatropha, the
second genus Gluconacetobacter called G1 isolated from
roots of sugar cane. In tests on cuttings of dragon fruit,
corn plants and sugarcane both in vitro and in planta it was
observed that both strains have the ability to promote the
formation of lateral roots and that the number of these is
higher compared to witnesses not it inoculated likewise, it
was observed that the strain M1 has a similar effect on the
G1 rhizogenesis strain and co-inoculation of both strains in
these plant models.
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se observd que la cepa M1 posee un efecto semejante en
rizogénesisal delacepaG1y quelacoinoculacion de ambas
cepas en estos modelos vegetales.

Palabras clave: autoctonas, bacterias, biofertilizantes.

Introduccion

Para obtener rendimientos 6ptimos en cualquier cultivo de
interés agrondmico, se requieren cantidades importantes
de fertilizantes quimicos; sin embargo, su uso impacta
negativamente en la rentabilidad del mismo, ademas
de incrementar el problema de la salinidad debido a las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo. Una alternativa
al uso de fertilizantes quimicos son los microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (PGPR) denominados
“bioestimulantes”, “biofertilizantes” o “inoculantes”
(Cardenas et al.,2010).

Los microorganismos mas utilizados con este fin son
las bacterias pertenecientes a los géneros, Rhizobium,
Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter y
Pseudomonas, asi como hongos micorricicos del género
Glomus que generalmente provienen de otras regiones lo
cual limita su accionar afectando de este modo el proceso
de produccion (Hirsch et al., 2001; Sevilla et al., 2001). Asi,
los estudios sobre adaptacion y eficiencia biofertilizante de
nuevas cepas deberan conducirse en las regiones donde habran
de utilizarse. La inoculacion con Azospirillum brasilense es
altamente benéfica en gramineas como maiz, cafia de azucar,
pastos y sorgo, pues aportade 30a 50% de nitrogeno de dichos
cultivos (Martinez et al.,2003; Viviene et al., 2004). Ademaés
defijarnitrogeno, estabacteria es capaz de producirhormonas
de crecimiento vegetal como acido indol acético (AIA),
generando un crecimiento importante del sistema radicular,
incluyendo su mayor absorcion y de los propios fertilizantes
quimicos aplicados (Aguilar et al., 2008).

Gluconacetobacter diazotrophicus, microorganismo cuyo
descubrimiento abrié un nuevo capitulo en la fijacion de
nitrogeno en plantas no leguminosas, potencial que se
ampli6 cuando Fuentes et al. (1999) demostraron que libera
hasta 50% del nitroégeno fijado y produce diversas auxinas,
principalmente AIAy citocininas (Leeetal.,2004; Madhaiyan
etal.,2006). Pertenece ala familia Acetobacteraceae, laquea
suvezseinsertaen la subclase a-proteobacteria. No obstante,
es evidente que aiin queda mucho porinvestigar en el campo
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Introduction

For optimal performance in any crop agronomic interest,
significant amounts of chemical fertilizers are required;
however, use a negative impact on its profitability, and
increase the problem of'salinity due to the physicochemical
characteristics of the soil. An alternative to the use of
chemical fertilizers are promoters of plant growth or
microorganisms (PGPR) called "bioestimulantes",
"biofertilizers" "inoculants" (Cardenas et al., 2010).

The most commonly used for this purpose microorganisms
are bacteria belonging to the genera, Rhizobium,
Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter and
Pseudomonas, as well as mycorrhizal fungi of the
genus Glomus which generally come from other regions
which limits their actions thereby affecting the process
production (Hirsch et al., 2001; Sevilla et al., 2001).
Thus, studies on adaptation and biofertilizer efficiency of
new strains shall be conducted in the regions where they
are to be used. Inoculation with Azospirillum brasilense
is highly beneficial in grasses such as corn, sugar cane,
grasses and sorghum, as it provides 30 to 50% nitrogen of
these crops (Martinez et al., 2003; Viviene et al., 2004).
Besides fixing nitrogen, this bacterium is able to produce
plant growth hormones such as indole acetic acid (AIA),
generating significant root growth, including increased
absorption and chemical fertilizers own applied (Aguilar
etal.,2008).

Gluconacetobacter diazotrophicus, microorganism whose
discovery opened a new chapter in nitrogen fixation in non-
leguminous plants, potential expanded when Fuentes et al.
(1999) showed that releases up to 50% of fixed nitrogen and
produces various auxins, cytokinins and mainly AIA (Lee et
al.,2004; Madhaiyan et al., 2006). The Acetobacteraceae,
belongs to the family, which in turn is inserted into the
a-proteobacteria subclass. However, it is clear that there is
still much research in the field of biofertilization, regarding
the effect which can produce adequate incorporation of
G. diazotrophicus the plant system, given the benefits and
potential of this organism. The objective of this research is
to isolate and characterize microorganisms of the genders
Azospirillum and Gluconacetobacter as promoters of plant
growth, promising for the production of bio-fertilizers which
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de la biofertilizacion, con respecto al efecto que puede
producir laadecuada incorporacion de G. diazotrophicus al
sistema planta, dadas lasbondades y potencialidades de este
microorganismo. El objetivo de esta investigacion es aislar
y caracterizar microorganismos de los géneros Azospirillum
y Gluconacetobacter como promotores de crecimiento
vegetal, promisorios para la elaboracion de biofertilizantes
que permitan disminuir los esquemas tradicionales de
fertilizacion quimica y que a su vez generen un impacto
positivo sobre el suelo donde son aplicados.

Materiales y métodos

Obtencidon de aislamientos de Azospirillum y
gluconacetobacter. Azospirillum se aislo en medio de cultivo
PY, adicionado con 20 pg mL-1 de acido nalidixicoy 10 pug
mL-1 de tetraciclina (Caballero-Mellado et al. (1992). Para
el caso de Gluconacetobacter se emple6 el medio de cultivo
LGIsemisolido tomando cortes deraices de 2 cm de longitud
de Jatrophay de Cafade azucar, se lavaron y esterilizaron en
superficie con etanol al 70% por 5 min, enjuagadas en agua
destilada estéril y transferidas alos medios de cultivo arriba
mencionados, permaneciendo en incubacion por espacio de
10 diasa 30 °C (Reis et al., 1994).

Caracterizacion de las cepas aisladas. Se seleccionaron
los medios de cultivo con crecimiento positivo y se siguid
la metodologia descrita por Dobereiner et al. (1995)
para la identificacion de Azospirillum y por Collins y
Lyne (1980) para Gluconacetobacter. En ambos casos se
determin6 también la capacidad para crecer en diferentes
fuentes de carbono segliin la metodologia propuesta
por Barbosa (2006). Adicionalmente se desarrollé un
protocolo de amplificacion por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa de los genes DNAr 16S usando los
iniciadores F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"y R
5"-TACCTTGTTTTACGACTT-3" los cuales generan un
amplificado descrito por Singh et al. (2013) de 1499 pb en
Azospirillumsp.yAC5’-CTGTTTCCCGCAAGGGAC-3’
y D1 5'-GCGCCCCATT GCTGGGTT-3’ que generan un
amplificado descrito por Sievers et al. (1998) de 445 pb
en Gluconacetobacter sp., adicionalmente se emplearon
los iniciadores 1 440 5'-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3'
y AD 5-TGCGGCAAAAGCCGGAT-3' que generan un
producto descrito por Kirchhof et al. (1998) de 411 pb del
gen ADNr 23S de Gluconacetobacter diazotrophicus y
AzD 5" GTGAGTAACACGTGGGAACCTG 3" y AzR

would enable the traditional patterns of chemical fertilization
and that in turn generate a positive impact on the ground
where they are applied.

Materials and methods

Getting isolates of Azospirillum and Gluconacetobacter.
Azospirillum was isolated in culture medium PY,
supplemented with 20 pg mL-1 nalidixic acid and 10 pg
mL" oftetracycline (Caballero-Mellado et al. (1992). Inthe
case of Gluconacetobacterthe culture medium wasused LGI
semisolid taking root cuttings 2 cm length of Jatropha and
sugar cane, washed and surface sterilized with 70% ethanol
for 5 min, rinsed in sterile distilled water and transferred to
the media above culture remaining in incubation for 10 days
at 30 °C (Reis et al., 1994).

Characterization of isolates. Culture media were screened
positive growthand the methodology described by Dobereiner
etal.(1995) was followed for identifying Azospirillum and
by Collins and Lyne (1980) for Gluconacetobacter. In
both cases the ability to grow in different carbon sources
according to the methodology proposed by Barbosa (2006)
was also determined. Additionally an amplification protocol
developedbypolymerasechainreactionofthe DNAr 16S gene
using the primers F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"
and R 5"-TACCTTGTTTTACGACTT-3" which generate
an amplified described by Singh ez al. (2013) of 1499 pb in
Azospirillumsp.andACS5’-CTGTTTCCCGCAAGGGAC-3’
and D1 5'-GCGCCCCATT GCTGGGTT-3’ generating an
amplified described by Sievers et al. (1998) of 445 pb in
Gluconacetobacter sp., additionally were used primers
1 440 5'-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3' and AD
5'-TGCGGCAAAAGCCGGAT-3' generating a product
described by Kirchhof et al. (1998) of 411 pb of gene
ADNTr 23S of Gluconacetobacter diazotrophicus and AzD
5" GTGAGTAACACGTGGGAACCTG 3" and AzR 57
GCTTCCACTTAGACCTCATGCT 3’ that generate an
amplified of 780 pb of gene DNAr 16S of Azospirillum
brasilense.

The reaction mixture consisted of 5 pL of genomic DNA, 2.5
pL of enzyme Buffer 10X, 3 pL of MgC12 50 mM, 1.25 uL
of mixture of ANTPs, 1.25 pL of each primer, 0.2 uL of Taq
Polymerase and water free DNAse to a 25 pL volume. The
reaction was performed ina BioRad® thermocycler Mycicler
of and programmed as follows: Initial denaturation 94 °C
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5" GCTTCCACTTAGACCTCATGCT 3’ que generan un
amplificado de 780 pb del gen DNAr 16S de Azospirillum
brasilense.

Lamezcladereaccion constode 5 pl.de DNA gendémico, 2.5
pL de Buffer enzimatico 10X, 3 uL. de MgCI2 50mM, 1.25
uL de mezcla de ANTPs, 1.25 uLL de cada iniciador, 0.2 uLL
deTaqPolimerasay agualibre de DN Asas hastaun volumen
de 25 pL. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Mycicler de BioRad®y programado de la siguiente manera:
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min, seguida de 30
ciclos con un paso de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min,
alineamiento 71 °C, 66 °C,61°Cy 60 °C por  minpara F-R,
AC-D1, 1440-AD y AzD-AzR respectivamente, Extension
de 73 °Cpor I minparaAC-D1, 1440-AD y AzD-AzR,de2
minutos para F-R, conuna Extension finala 73 °C de 10 min
paratodos los casos. Todos los amplificados fueron corridos
en geles de agarosa al 0.7% tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados bajo unsistema UV de documentacion de geles
GelDocXR+ de BioRad®.

Cuantificacion de ATA. Las cepas aisladas se desarrollaron
enmedio liquido Luria-Bertani (LB) adicionado con triptona
de caseina como fuente de triptdfano, con incubacion a30°C
y 150 rpm de agitacion constante. Ademas de cuantificar el
AlAproducido por cada cepa, se determinaron factores que
podrian afectar la produccion de este metabolito secundario,
las variables a evaluar son la concentracion de triptona en
LB(2,4y8gL"),elpH(4,5,6y7)ylaactividad de agua
(0.01M,0.1My 1M de NaCly 20%y 30% de sacarosa) ésta
ultima cuantificada en medio minimo con sacarosa como
fuente de carbono y adicionado con 0.5 g/L de tript6fano.
Se colectaron alicuotas de 1 mL del cultivo a las 24, 48, 72
y 96 horas de incubacion y se centrifugaron a 9000 rpm por
5 min, el sobrenadante se mezclo con 3 ml del reactivo de
Salkowski preparado segun Glickman y Dessaux (1994)
y se midié en un espectrofotometro UV-VIS Jenway® a
535 nm tomando como referencia una curva patron de AIA
comercial sigma-aldrich®.

Cuantificacion de nitrogeno amoniacal. Para cuantificar el
nitrogeno fijado se inocularon 50 pL de cada suspension
bacteriana en 5 mL de caldo extracto de suelo 10% y en Sml
de Medio Minimo incubando a 30 °C durante 72 h a 120
rpm. Se tomaron 700 pL de cultivo y se agregaron 1.5 mL
de KCI2M, los tubos se agitaron durante 5 minutos y luego
se dejaron en reposo durante 1 h adicional. Posteriormente
se afiadieron 150 pL de solucion alcohdlica de fenol 10%,
150 uL denitroprusiato de sodio 0.5 %y 700 uLde solucion
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5 min, followed by 30 cycles with a denaturation step at 95
°C for 1 min, 71 °C alignment, 66 °C, 61 °C and 60 °C for 1
min for F-R, AC-D1, 1440-AD and AzD-AzR respectively,
extension 73 °C for 1 min for AC-D1, 1440-AD and AzD-
AzR, FR 2 minutes with a final extension at 73 °C for 10 min
all cases. Allamplicons were run on agarose gels stained with
0.7% ethidium bromide and visualized under a system UV
documentation of gel GelDocXR + from BioRad®.

Quantification of AIA. Isolates were grown in liquid Luria-
Bertani (LB) supplemented with tryptone casein as a source
of tryptophan, with incubation at 30 °C and 150 rpm constant
shaking. In addition to quantifying the AIA produced by
each strain, factors that could affect the production of the
secondary metabolite were determined, the variables to be
evaluated are the concentration of tryptone in LB (2, 4 and
8 g L), the pH (4, 5, 6 and 7) and water activity (0.01M,
0.1M and 1M NaCl and 20% and 30% sucrose) quantized
latter in minimal medium with sucrose as carbon source and
supplemented with 0.5 g/Ltryptophan. The 1 mL aliquots of
culture were collected at 24, 48, 72 and 96 hours incubation
and centrifuged at 9 000 rpm for 5 min, the supernatant
mixed with 3 ml of reagent Salkowski prepared according
Glickman and Dessaux (1994) and it was measured ina UV-
VIS spectrophotometer Jenway®at 535 nm with reference to
a standard curve of ATA comercial sigma-aldrich®.

Quantification of ammonia nitrogen. To quantify the fixed
nitrogen 50 pL of each bacterial suspension was inoculated
into S mL of'soil extract broth 10% and Sml minimal medium
incubatingat 30 °C for 72 hat 120 rpm. 700 uL of culture was
takenandadded 1.5 mL of KCI12M, the tubes were vortexed
for 5 minutes and then allowed to stand for an additional 1
h. Subsequently was added 150 mL of an alcoholic solution
of phenol 10%, 150 uL of 0.5% sodium nitroprusside
and 700 uL of oxidant solution. It stirs to mix and then
rested for 1 hour blue coloration was observed, making
reading spectrophotometer at 633nm. Concentrations
were calculated on a calibration curve obtained with serial
dilutions of a solution of 100 ppm of ammonium chloride
(Garcia et al., 2010).

Effect of inoculation in corn, sugar cane and pitahaya.
The effect of inoculating as determined the strains in vitro
assays in maize seeds germinated on agar water plates for
48 h inoculated with 1X107 UFC of M1 and G1 grown
Doébereiner et al. (1995) in LB liquid medium supplemented
with 8 g L' tryptone, incubated for 72 h at 30 °C and 150
rpm constant stirring, once germinated seeds were placed in
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oxidante. Se agitd para mezclar y luego de 1 h de reposo
se observo una coloracion azul, realizando la lectura en
espectrofotometro a 633 nm. Las concentraciones se
calcularon en una recta patron obtenida con diluciones
sucesivas de una solucion de 100 ppm de cloruro de amonio
(Garcia et al., 2010).

Efecto delainoculacion en maiz, cafia de aziicar y pitahaya.
Sedetermind el efecto de lainoculacion de las cepas aisladas
en ensayos in vitro en semillas de maiz germinadas en
placas de agar agua por 48 h inoculadas con 1X10"UFC de
M1 y G1 crecidas segun Dobereiner et al. (1995) en medio
liquido LB adicionado con 8 g L' de triptona, incubado
durante 72 ha 30 °Cy 150 rpm de agitacion constante, una
vez germinadas, las semillas fueron colocadas en solucion
nutritiva y se realizaron inoculaciones simples de cada
modelo bacterianoy coinoculacion, las semillas inoculadas
se dejaron en incubacion por espacio de 10 dias y se valord
su efecto midiendo la masa radicular y el nimero de raices.
Adicionalmente se realizaron ensayos in situ en cafa de
azucar variedad ATE MEX 9640 la cual se inocul6 10 dias
después de germinacioén con suspensiones bacterianas
que contenian 1X10" UFC/mL (Cadrol), los tratamientos
fueron distribuidos en bloques completamente al azar con
5 repeticiones, las variables a medir fueron grosor de tallo,
altura, peso y niimero de brotes a los 12 meses después de
siembra (Dibut et al., 2005). Finalmente se valoraron los
mismos modelos microbianos en Pitahaya propagada ex
vitro a través de esquejes los cuales fueron inoculados 20
dias después de trasplante con 50 mL de una solucién que
contenia 1X108 UFC mL"!, empleando como referencia un
control - no inoculado y un control + con enraizador Radix
1500%, en este caso se midio la masa radicular y el nimero
de raices a los 60 dias pos inoculacion.

Analisis estadistico. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado y los datos fueron sometidos a un analisis
estadistico de varianza y de comparacion de medias de Tukey
aunnivel de significancia p<0.05 utilizando el paquete SAS
(Statistical Analysis System).

Resultados y discusion

Se obtuvieron cepas en cadauno de los medios de cultivo con
morfologia colonial y caracteristicas fenotipicas sugerentes
de los géneros Azospirillum la cual fue denominada M1y
Gluconacetobacter denominada G1 descritas por Hynes et

nutrient solution and simple inoculations of each bacterial
model were performed and co-inoculation, the inoculated
seeds were allowed to incubate for 10 days and its effect
was assessed by measuring the root mass and number
of roots. Further field tests were conducted in sugarcane
variety ATE MEX 9640 which was inoculated 10 days
after germination with bacterial suspensions containing
1X10" UFC/mL (Table 1), treatments were distributed in
a randomized complete block design with 5 replications,
the were measured variables stem thickness, height, weight
and number of sprouts at 12 months after planting (Dibut et
al.,2005). Finally the same microbial models in pitahayas
propagated ex vitro through cuttings which were inoculated
20 days after transplantation with 50 mL of a solution
containing 1X10® UFC mL" using as reference control were
assessed - uninoculated and control + with Radix rooting
1500®, in this case the root mass and number of roots at 60
days post inoculation was measured.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en cafia de azicar.
Table 1. Treatments evaluated in sugar cane.

Numero Tratamiento
1 G1* (200 mL/bloque)
2 M1(200 mL/bloque)
3 G1(100 mL/bloque) + M1 (100 mL/bloque)
4 FQ
5 Testigo

*G1= Gluconacetobacter sp., M1= Azospirillum sp., G1-M1= coinoculacion
Gluconacetobacter sp. 'y Azospirillum sp., FQ= fertilizacién quimica al 100%
(220-80-80) con nitrato de potasio, fosfato diamonico y cloruro de potasio. El
testigo y los tratamientos 1, 2 y 3 tuvieron fertilizacion quimica al 30%.

Statistical analysis. All assays were performed in triplicate
and data were subjected to statistical analysis of variance
and mean comparison Tukey at a significance level
of p< 0.05 using the SAS package (Statistical Analysis
System).

Results and discussion

The strains were obtained in each of the culture media and
colony morphology suggestive phenotypic characteristics
of Azospirillum genus which was called the M1 and
Gluconacetobacter called G1 described by Hynes et
al. (2008); Cavalcante et al. (1988), isolated from root
samples of jatropha and sugar cane respectively (Table
2). Additionally it observed microscopically that the M1
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al.(2008); Cavalcante et al. (1988), aisladas de muestras de
raiz dejatrophay de cafia de azlicar respectivamente (Cuadro
2). Adicionalmente se observa al microscopio que la cepa
M1 posee movilidad en espiral y forma ovoide, en medio
Nfb con rojo congo se observan colonias rojo escarlata con
bordes redondeados y ligeramente mucoides de acuerdo a
Pérez y Casas (2005), parala cepa G1 se observan colonias
anaranjadas mucoides de forma irregular con produccion
de acido en medio LGI y colonias café-marron en agar
papa dextrosa, con capacidad de tolerar concentraciones de
sacarosa de hasta 30% y con produccion de acido acético
(Fuentes et al., 2001).

Cuadro 2. Caracterizacion bioquimica y uso de fuentes de
carbono de las cepas M1y G1.
Table 2. Biochemical characterization and use of carbon
sources M1 and G1 strains.

Cepa Gram Cat * Ox Mov Sac Glc Lac Cit Xil Man Mal
EtGliIno Ac
MIB(-)++++-+++++-+++

GIB(-)+-+++++/-++++/-+++

*Cat= catalasa; Ox= oxidasa; Mov= movilidad; Sac= sacarosa; Glc= glucosa;
Lac=lactosa; Cit=citrato; Man=manitol; Mal=maltosa; Et=etanol; Gli=glicerol;
Ino=inocitol; Ac=acetato sodico, (+) crecimiento abundante, (-) sin crecimiento,
(+/-) crecimiento ligero.

Losresultados de caracterizacion bioquimicay morfologica
para las cepas M1 y G1 coinciden con las descripciones
del manual de clasificacion de bacterias de Bergey para los
géneros Azospirillumy Gluconacetobacterrespectivamente
(Holtet al., 1994).

El protocolo de PCR del gen DNAr 16S de las cepas M1 y
G1 amplifican productos de 1.5 Kby 450 pbrespectivamente
(Figura 1), en concordancia a lo reportado por Singh et al.
(2013)ySieversetal.(1998). Laamplificacion del gen DNAr
23S para la cepa G1 gener6 un producto estimado de 410
pb reportado para especies del género Gluconacetobacter
(Kirchhof et al., 1998).

Cuantificacion de AIA. Enla cuantificacion de este regulador
de crecimiento se encontr6 que la produccion maxima de
AlA ocurre aconcentraciones de 0.01 M de NaCl tanto para
M1 comoparaG1 alas 96 horas deincubacion (Figura2) con
valoresde 19.19y27.28 mg L respectivamente, del mismo
modo se observa que la concentracion de AIA disminuye de
manera considerable para ambas cepas conforme el estrés
osmotico es mas severo (Spaepen et al., 2007). Finalmente
se encontrd que G1 continua presentando buen crecimiento
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strain has mobility spirally ovoid, amid Nfb with congo
red observed scarlet red colonies with rounded and slightly
mucoid edges according to Pérez and Casas (2005), for the
G1 strain observed orange mucoid colonies of irregular
shape with acid production in the middle LGI and coffee-
brown potato dextrose agar colony, able to tolerate sucrose
concentrations up to 30% and production of acetic acid
(Fuentes et al., 2001).

The results of biochemical and morphological
characterization for M1 and G1 strains match the
descriptions of manual classification of bacteria Bergey
for the genders Azospirillum and Gluconacetobacter
respectively (Holt ef al., 1994).

The PCR protocol of DNA 16S gene M1 and Gl strains
amplified products 1.5 Kband 450 pb respectively (Figure
1), according to what reported by Singh et al. (2013) and
Sieversetal. (1998). The gene amplification DNAr 23S for
G1 strain generated a 410 pb product estimated reported
for species of the genus Gluconacetobacter (Kirchhof et
al., 1998).

123456

5 Kb

1.5Kb

1 Kb ——>

<— 500 pb
500 pp ——>

100 pb ——>

Figural. Productos de amplificacion por PCR de los genes
DNAr 16S de G1 y M1 y DNAr23S de G1. Carril
1 MPM 100 pb, carril 2 DNAr 16S de G1, carril 3
DNAr 23S de G1, carril4 DNAr 16S M1 iniciadores
F-R, carriles 5 DNAr 16S M1 iniciadores AzD-AzR,
carril 6 MPM 500 pb.

Figure 1. The PCR amplification products of DNAr 16S of G1
and M1 and DNAr23S genes of G1. Lane 1 MPM 100
pb, lane 2 DNAr 16S of G1, lane 3 DNAr 23S of G1,
lane4 DNAr 16S M1 primers F-R,lanes SDNAr 16S
M1 primers AzD-AzR, lane 6 MPM 500 pb.

Quantification of AIA. In quantifying this growth regulator
it found that the maximum production of AIA occurs at
concentrations of0.01 M of NaClboth M1 to G1 at 96 hours



Valoracion de cepas silvestres de Azospirillum sp. y Gluconacetobacter sp. como promotoras de crecimiento vegetal 1619

yproduciendo este compuesto, a concentraciones menores, of'incubation (Figure 2) with values 0f 19.19 and 27.28 mg
aun a 20 y 30% de Sacarosa (6.24 y 7.46 mg L' de ATIA L'respectively, justas itis observed thatthe concentration of
respectivamente) lo cual nos habla de su capacidad para AlA decreases significantly for both strains under osmotic
tolerar altas concentraciones del carbohidrato contrario a stress it is more severe (Spaepen et al., 2007). Finally
M1 cuya produccion se reduce hasta 0.8 y 1.1 mg L' a las it was found that G1 continues to present good growth
mismas concentraciones de sacarosa, probablemente debido and producing this compound, at lower concentrations,
auna disminucion en su crecimiento bajo éstas condiciones. even at 20 and 30% sucrose (6.24 and 7.46 mg L' of ATA
307 s NaCl0.01 M a) 25 et NaCl0.01 M b)
= =NaClO.IM | geee? e = NaCl0.1 M
25 |=+=NaClIM | L eee*"® =+ =Nal
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Figura 2. Produccion de acido indol acético con estrés osmotico inducido por diferentes concentraciones de NaCl y sacarosa en
medio minimo a) cepa G1;y b) cepa M1.

Figure 2. Production of indole acetic acid with osmotic stress induced by different concentrations of NaCl and sucrose in minimal
medium a) strain G1; and b) strain M1.

Se encontrd que el pH dptimo para la produccion de AIA es respectively) which speaks of its ability to tolerate high
de 7 tanto para M1 como para G1 (Cuadro 3) y que ambas concentrations of carbohydrate contrary to M1 whose
cepas ven afectadala produccion de este metabolito a valores production is reduced to 0.8 and 1.1 mg L! at the same
depH inferiores, semejante alo reportado por Sahasrabudhe concentrations of sucrose, probably due to a decrease in
(2011), cabe resaltar que G1 presenta mayor tolerancia their growth under these conditions.
y por ende mayor produccion de AIA que M1 a valores
inferiores de pH. También se observa que la concentracion It was found that the optimum pH for the production of
de triptona influye de manera directa en la produccion de AIA is 7 for both M1 to G1 (Table 3) and both strains
este compuesto, de forma que concentraciones elevadas are affected production of this metabolite to lower pH
de esta proteina incrementan de manera considerable la values, such as reported by Sahasrabudhe (2011) , it
cantidad de triptéfano y la produccion de AIA en ambas should be noted that G1 has greater tolerance and thus
cepas, lo cual indica la posibilidad de que la sintesis de este increased production of AIA M1 at lower pH values. It
metabolito secundario siga rutas dependientes de triptéfano is also noted that the concentration of tryptone directly
(Aguilar et al., 2008). Seglin se observa en el Cuadro 2, G1 affects the production of this compound, so that high
es capaz de produciruna cantidad significativamente mayor concentrations of this protein increase considerably the
del regulador de crecimiento en comparacion con M1y la amount of tryptophan and production of AIA in both
co-inoculacion no presenta incremento estadisticamente strains, indicating the possibility of that the synthesis of
significativo en cada valor de pH cuando se comparacon G1, the secondary metabolite follow dependent pathways of
estos resultados coinciden con lo reportado por Lara et al. tryptophan (Aguilar ef al., 2008). As shown in Table 2,
(2012)y Cheangetal.(2005)enrelacionalacantidad de AIA Gl isable to produce significantly more growth regulator
producido por cepas de Azospirillum y Gluconacetobacter. compared to M1 and co-inoculation no statistically
significant increase in each pH value when compared
Cuantificacion denitrogeno amoniacal. Enla determinacion with G1, these results are consistent with reported by
deamonio se observa que tanto M1 como G1 son capaces de Lara et al. (2012) and Cheang et al. (2005) in relation to
fijar nitrogeno (Cuadro 4), se muestra que en caldo extracto the amount of AIA strains produced by Azospirillum and

de suelo la cepa M1 produce cantidades significativamente Gluconacetobacter.
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mayores (14.74 pmol L) a las producidas por G1 (5.17
pumol L) y las generadas por la co-inoculacion de ambas
cepas(11.21pumol L"), también se observan concentraciones
mayores de amonio para ambas cepas en caldo extracto
de suelo en comparaciéon con medio minimo. Las
concentraciones de amonio encontradas en este ensayo
concuerdan con las reportadas previamente para cepas de
Azospirillum sp. (Garcia et al., 2010).

Cuadro 3. Produccion de AIA a diferentes valores de pHy
concentraciones de triptona.
Table 3. Production of AIA at different pH values and
concentrations tryptone

Cepa pH Triptona

45672¢grL'4grL'8grL"!
G13.44¢%*9.09¢8.55¢d30.0629.67d19.21b30.06a
M10.08f1.91e7.22d19.72b3.81e9.13¢19.72b
M1-G12.91e8.87c¢d8.91cd28.71a7.03d17.56b28.71a
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Quantification of ammonia nitrogen. In determining
ammonium notes that both M1 and G1 are capable of
fixing nitrogen (Table 4), shows that extract broth soil
strain M1 produces significantly greater amounts (14.74
umol L) to those produced by G1 (5.17 umol L) and
generated by co-inoculation of both strains (11.21 pmol
L"), higher concentrations of ammonium for both strains
are also observed in soil extract broth compared to minimal
medium. The ammonium concentrations found in this study
are consistent with those previously reported for strains of
Azospirillum sp. (Garcia et al., 2010).

Cuadro 4. Cuantificacion de nitr6geno amoniacal en
diferentes medios de cultivo.
Table4. Quantification of ammoniacal nitrogen in different
culture media.

N, amoniacal (umol L)
Cepa Caldo extracto de suelo Medio minimo

*Concentracion de AIA en mg/L, valores con la misma letra son estadisticamente
iguales para p< 0.05.

Efecto de M1y G1 en maiz, cafa de azticar y pitahaya. En la
valoracion de lainoculacion de M1y G1 en distintos modelos
vegetales se observaque ambas cepas poseen efectos positivos
en esquejes de Pitahaya tanto en masa radicular como en
numero de raices pues presentan valores estadisticamente
igualesal control +paraambas variables (Cuadro 5),los efectos
positivos de la inoculacion de cepas del género Azospirillum
en diversos cultivos se han atribuido principalmente al
mejoramiento en el desarrollo de laraiz (Fallik y Okon, 1996;
Burdman et al., 1997; Dobbelaere et al., 2002).

Asimismo, en cafia de azlcar para las variables altura,
numero de brotes y peso se observa que la inoculacion de
G1 presenta valores estadisticamente iguales al control +
en concordancia con lo reportado por Sevilla et al. (1998)
quienes observaronun incremento considerable en labiomasa
de plantas de cafia de azucar inoculadas con promotores
de crecimiento vegetal en comparacion con plantas no
inoculadas, del mismo modo se encontro en esta investigacion
que el efecto de su inoculacion es mayor en comparacion con
los controles negativos empleados para cada modelo vegetal
(Muiiozy Caballero,2003). También puede observarse que la
coinoculacion no posee mayores efectos que lainoculacion
simple de M1 y G1 en las variables medidas para cada
modelo vegetal (Cuadro 5). La produccion de acido indol
acético, y la alta sensibilidad de las raices a dicha hormona
son fundamentales, en la respuesta a la inoculacion de
Azospirillum donde se observa frecuentemente un mayor

G15.17cd*3.21d
M1 14.74a6.89c
M1-G111.21b3.73d

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales para p< 0.05.

Effect of M1 and Gl in corn, sugar cane and pitahaya. In
assessingtheinoculationofM 1 and G1 indifferent plantmodels
it shows that both strains have positive effects on cuttings
pitahaya both root mass and number of roots as they present
statistically equal values at + control for both variables (Table
5), the positive effects of inoculation of strains of the genus
Azospirillum in various crops have been attributed mainly to
the improvement in the development of the root (Fallik and
Okon, 1996; Burdman et al., 1997; Débbelaere et al., 2002).

Cuadro 5. Efecto de la inoculacion de M1 y G1 sobre
pitahayay cafia de azicar.
Table 5. Effect of inoculation of M1 and G1 on pitahaya
and sugar cane.

Cepa Pitahaya Cafia de aztcar

Masa radicular * # raices Altura** Grosor de tallo #
brotes Peso ***
Gl121.2ab39.1ab121.2a3.7a4.1a2.598 ab
M1253a43.1a110.1bc3.5a3.3ab2.456b
M1-G119.4b37.6bc119.5ab3.6a3.9a2.504 ab
Control+22.1a42.2a1183ab3.5a3.9a2.812a
Control-17.2¢34.3¢1004¢3.4a2.9b2.167 ¢

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales para p< 0.05. *masa
radicular medida en gramos, ** Altura medida en centimetros, ***peso medido
en kilogramos.
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desarrollo radical, que se traduce en mayor superficie de
absorcion de nutrientes, y asi, un mayor desarrollo de la
parte aérea de la planta (Cholula, 2005).

La inoculacién sobre semillas de maiz muestra que M1
posee efectos mayores en comparacion con G1 en volumen
radicular (Figura 3), se puede apreciar que la coinoculacion
de ambos modelos bacterianos resulta en un efecto semejante
al mostrado por M1 y que los tratamientos inoculados
poseen mayor volumen radicular que el testigo no inoculado
(Ilyas et al.,2012). Estos resultados ponen de manifiesto la
potencialidad de los modelos microbianos aislados como
promotores de crecimiento vegetal.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados observados en cada uno de los
ensayos se demuestra que las cepas aisladas son promotoras
de crecimiento vegetal caracterizadas de forma parcial
como Azospirillum sp.(G1)y Gluconacetobacter sp. (M1).
Ambos modelos microbianos son capaces de sintetizar
AIA con una produccién mayor por parte de G1, por otro
lado, M1 demuestra mayor capacidad de produccion de
nitrégeno amoniacal. Se encontrd que tanto la concentracion
de Triptona, como el pH y el estrés osmotico son factores
que inciden de manera directa en la produccion de AIA.
Finalmente se puede afirmar que no existe un efecto mayor
en planta generado por la co-inoculacion de ambas cepas
en comparacion con los esquemas de inoculacion simple
en los tres modelos vegetales empleados y finalmente que
tanto G1 como M1 inoculadas arazén de 200 mL/36 m? con
concentracion de 1X10" UFC mL"! logran disminuciones
de hasta del 70% en los esquemas de fertilizacion quimica
en Cafia de azlcar obteniendo variables de rendimiento
semejantes al control +, porlo que estos modelos microbianos
pueden ser considerados promisorios en la elaboracion de
biofertilizantes en esta region.
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Also, sugar cane for the variables height, weight and number
of outbreaks observed that inoculation of G1 presented
statistically equal to the control values + in accordance
with those reported by Sevilla et al. (1998) who observed a
significant increase in plant biomass sugar cane inoculated
with promoters of plant growth compared to uninoculated
plants, likewise found in this investigation that the effect of
inoculation is larger compared to negative controls used for
each model plant (Mufioz and Caballero, 2003). It can also
be seen that co-inoculation has no greater effect than the
simple inoculation of M1 and G1 in the variables measured
foreach plantmodel (Table 5). The production of indole acetic
acid, and the high sensitivity of the roots to the hormone are
fundamental, inresponse to inoculation of Azospirillum where
is often observe more radical development, which results
in higher surface absorption of nutrients, and so, further
development of the aerial part of the plant (Cholula, 2005).

The inoculation of maize seeds shows that M1 has higher
effects compared to G1 in root volume (Figure 3), we can
see that the co-inoculation of both bacterial models results
in a similar to that shown by M1 effect and the inoculated
treatments have greater root volume than the uninoculated
(Ilyas et al., 2012). These results demonstrate the potential
of microbial models isolated as plant growth promoters.

Figura3. Efecto de M1y G1 sobre semillas de maiz germinadas
en agar agua, a) semillas inoculadas con G1; b)
semillas inoculadas con M1; c) semillas inoculadas
G1-M1; y d) semillas no inoculadas.

Figure 3. Effect of M1 and G1 germinated corn seeds on agar
water, a) seeds inoculated with G1;b) seed inoculated
with M1; c) seed inoculated G1-M1; and d) non-
inoculated seeds.

Z |

Conclusions

According to the results observed in each of the tests it
demonstrated thatisolates are promoting plant growth partially
characterized as Azospirillumsp.(G1)and Gluconacetobacter
sp. (M1). Both microbial models are capable of synthesizing
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shows increased production capacity of ammonia nitrogen.
It was found that both the concentration of Tryptone, such
as pH and osmotic stress are factors that directly affect
productionin AIA. Finally we can say that there is no greater
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compared with schemes simple inoculation in three plant
models used and finally that both G1 and M1 inoculated at
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mL"! achieve reductions of up to 70% in the schemes of
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performance control +, so these microbial models can be
considered promising in the development of bio-fertilizers
in this region.
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