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Resumen

Este trabajo se propuso aislar bacterias diazotréficas con actividad promotora del crecimiento vegetal, asocia-
das al cultivo de zanahoria. Se realizaron 3 muestreos, a los 30, 60 y 115 dias, en una granja ubicada en una
zona rural del municipio de Manizales (Caldas). El aislamiento de las bacterias diazotrdficas se efectué en me-
dios de cultivo semisolidos libres de nitrogeno. A los aislamientos obtenidos se les realizé descripcion macro
y microscopica, identificacion bioquimica y molecular. Se evaluaron caracteristicas como determinacién de
compuestos inddlicos, actividad nitrogenasa y solubilizacion de fosfatos. Como cepa patrén se emple6 Glu-
conacetobacter diazotrophicus ATCC 49037. Se recuperaron 20 aislamientos asociados a la rizosfera 'y 12 al
rizoplano. La identificacién molecular mostr6 cinco géneros presentes: Rhizobium, Achromobacter, Bacillus,
Enterobacter y Stenotrophomonas. La produccion de compuestos inddlicos presenté concentraciones entre
9,73y 112,8 ug/mL. La cepa patron presentd una actividad mayor, con una produccién de compuestos indé-
licos de 172,5 ug/mL. En la actividad nitrogenasa los aislamientos GIBI411, 394 y 399 tuvieron una actividad
mayor o similar a la cepa patrén. Los aislamientos méas eficientes en la solubilizacién de fosfato tricalcico
fueron GIBI378 y 385. La solubilizacién de fosfato de aluminio se valoré por el indice de produccion de
acido, siendo los aislamientos GIBI378, 391, 387 y 388 los de mejor comportamiento en esta variable. Los
aislamientos encontrados son candidatos potenciales para desarrollar nuevos procesos biotecnolégicos para la
produccién de nuevos biofertilizantes alternativos, considerando las importantes propiedades de promocién
del crecimiento vegetal determinadas en este trabajo.
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Abstract

This study aimed at isolating diazotrophic bacteria with promoting activity of vegetal growth, associated
to carrot culture. Samples were taken at 30, 60 and 115 days in a farm located in a rural area of the mu-
nicipality of Manizales (Caldas). The diazotrophic bacteria were isolated in semi-solid culture media free
of nitrogen. We described the macro and microscopic features of the obtained isolations, and identified
them biochemically and molecularly. In addition, we evaluated indole compounds, nitrogenase activity
and solubilization of phosphates. Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC 49037 was used as a standard
strain. We recovered 20 isolates associated to rhizosphere and 12 to rhizoplane. The molecular identifi-
cation showed the presence of five genera: Rhizobium, Achromobacter, Bacillus, Enterobacter, and Ste-
notrophomonas. The production of indole compounds presented concentrations between 9.73 and 112.8
pg/mL. The standard strain showed a higher activity, with an indolic compound production of 172.5 ug/
mL. Regarding nitrogenase activity, the isolates GIBI411, 394 and 399 had an activity greater or similar to
the standard strain. The most efficient isolates in the solubilization of tricalcium phosphate were GIBI378
and 385. The solubilization of aluminum phosphate was assessed by the acid production index, with the
isolates GIBI378, 391, 387 and 388 presenting the best behavior. The isolates found are potential candi-
dates for the development of novel biotechnological processes to produce new alternative biofertilizers,
considering the significant plant-growth promotion properties determined in this work.
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I. Introduccion

La evolucion de los sistemas agroindustriales des-
encadeno que las actividades humanas incremen-
taran la contaminacién ambiental, principalmente
por la utilizacién de fertilizantes de sintesis quimi-
ca, empleados para mejorar la calidad del suelo.
La utilizacién de fertilizantes como fuente de ni-
trogeno (N) esta alrededor del 80 % (1), sin embar-
go, después de su aplicacion existen pérdidas por
procesos como la volatilizacién, la desnitrificacion
y el lavado, lo que hace que estos productos sean
contaminantes ambientales (2).

Las sales organicas estan constituidas por N, repre-
sentado en aminoacidos y proteinas, que son de
vital importancia para el desarrollo de las plantas y
sus procesos fisiolégicos. Aunque los compuestos
de N orgénico en las plantas solo constituyen el 2
% 0 menos, estas requieren alrededor de un 25%
en la produccion de energia para los procesos de
germinacién (brotes) y fructificacién de las raices
(3). La zanahoria (Daucus carota) es un cultivo
de gran importancia en la alimentacion humana,
por su alto contenido de vitaminas, fuente de o y
[-caroteno, contenido de fibra y molibdeno, que
es importante para el metabolismo de las grasas
y carbohidratos (4). El cultivo de zanahoria tiene
requerimientos de fertilizacion especificos; una co-
secha de zanahoria de 24 t/ha consume del suelo
32 kg de nitrégeno, 18 kg de fésforo y 100 kg de
potasio. El aporte de nitrégeno en forma de nitrito
acelera el cambio de coloracién de amarillo a rojo,
sin embargo, el exceso induce un desarrollo foliar
excesivo, disminucion de carotenos y aumento de
nitratos (5).

Las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(BPCV) estan asociadas a muchas de las especies
de plantas que estan presentes en la mayoria de
los ambientes (6). Se encuentran ampliamente re-
presentadas en diversidad de géneros microbia-
nos, permitiendo aumentar la disponibilidad de
nutrientes, transformarlos a formas asimilables por
la planta y producir sustancias promotoras del cre-
cimiento (fitohormonas) (7). Dentro de las BPCV se
encuentran las bacterias diazotrdéficas, con capaci-
dad para fijar el nitrogeno atmosférico. Por todos

estos motivos y considerando la necesidad de dis-
poner de insumos organicos menos contaminan-
tes, mas amigables con el planeta, eficientes, que
no provengan de compuestos fésiles, para tener
una agricultura sostenible, es necesario realizar
investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias.
En este caso, es importante el estudio de comuni-
dades bacterianas diazotréficas con caracteristicas
promotoras de crecimiento vegetal para desarrollar
propuestas de inoculantes microbianos provenien-
tes de aislamientos nativos, que mejoren la pro-
duccion de los cultivos en comparacién con los
fertilizantes de sintesis quimica.

Il. Materiales y métodos

Se realizaron tres muestreos aleatorios en tiempos
diferentes de un mismo cultivo de zanahoria: a los
30, 60 y 115 dias. El cultivo de zanahoria estaba
establecido en la Granja Tesorito, de la Univer-
sidad de Caldas, ubicada en el sector de ‘Malte-
ria’ de la ciudad de Manizales, departamento de
Caldas, a una Altitud de 2344 m s.n.m., Latitud
5°1,77 Norte, Longitud 75°26,147 Qeste. En cada
tiempo de evaluacién se recolectaron cuatro mues-
tras de zanahoria, dos de cada surco seleccionado
aleatoriamente; igualmente, se tomaron muestras
de suelo de la rizosfera de cada sitio. Las muestras
fueron almacenadas de manera individual en bol-
sas con cierre hermético.

El aislamiento de las bacterias diazotrdéficas se rea-
lizd a partir del rizoplano presente en la ectoder-
mis de la zanahoria y del suelo de la rizosfera. El
material vegetal se lavé con agua de la llave y, pos-
teriormente, con agua destilada (8). Se realizaron
cortes de la ectodermis, se pesaron y homogenei-
zaron, empleando un mortero estéril. Se utilizé un
volumen de solucién salina al 0,85 %, con Tween®
80 suficiente para obtener una dilucién 1/10, y se
continuaron realizando diluciones seriadas hasta
10°. Las muestras de suelo también fueron dilui-
das hasta 107, para su procesamiento. Los medios
semisolidos libres en nitrégeno, NFB (9), JNFB (10)
y LGI-P (8) fueron inoculados por triplicado con
0,1 mL de las diluciones comprendidas entre 10
y 10° (11). Los medios se llevaron a incubacion a
30 °C (7-5 dias). Se consideraron cultivos positivos
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para bacterias diazétrofas, aquellos con formacion
de una pelicula superficial en el medio. Se realizé
reinoculacién de los cultivos positivos, en los mis-
mos medios semisolidos del aislamiento primario.
Posteriormente se realizé aislamiento de las bac-
terias asociadas a las peliculas recuperadas, en los
medios de cultivo solidos NFB, JNFB y LGI-P, los
cuales se incubaron durante 5 dias a 30 °C. Las
colonias recuperadas se sembraron nuevamente
en los medios semisélidos, para verificar su com-
portamiento frente a la fijacién bioldgica de nitré-
geno.

A los aislamientos de bacterias diazotroficas recu-
peradas se les realizé descripcion macroscépica en
agar papa (9) y microscopica por medio de colo-
racion de Gram. La identificacién bioquimica se
realiz6 por métodos convencionales e incluyé las
pruebas de determinacion de oxidasa, catalasa, re-
duccién de nitratos, utilizacién de urea, hidrolisis
de la gelatina y crecimiento en diferentes fuentes
de carbono, como glucosa, sacarosa, inositol, sor-
bitol, arabinosa, galactosa y rafinosa (12).

Se realizé identificacion molecular de los aisla-
mientos obtenidos, a través de la extraccion del
ADN por medio del Kit PureLink Genomic DNA,
recomendado para bacterias Gram negativas; lue-
go, se realizé la cuantificacion de acidos nucleicos
por espectrofotometria, utilizando el NanoDrop™
2000 a 260 nm, y se calculé la razén 260/280 y
260/230 en busqueda de determinar la concen-
tracion y calidad del ADN, respectivamente. Para
continuar con el proceso se realizo la amplifica-
cion del ADNr de la subunidad 16S, para lo cual
se utilizaron cebadores universales RB; este pro-
cedimiento se llevo a cabo en un termociclador
MS mini bajo los siguientes parametros de ampli-
ficacién: desnaturalizacion inicial 95 °C por 10
minutos, desnaturalizacion adicional por 1 minu-
to a 92 °C, 35 ciclos de 72 °C cada uno durante
2 minutos. La amplificacion por PCR del ADN se
verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1 %, utilizando como buffer de carga EZ-VISION
ONE. La secuenciacién de los productos de la PCR
se realizé en la compaiiia Macrogen® (Republica
de Corea). Se realizd un andlisis de calidad de las
secuencias obtenidas mediante el programa CLC

MainWorkbench (Qiagen Company, EUA), usando
como criterio de aceptaciéon un valor Phred mayor
a 30 por base. Las secuencias fueron comparadas
con la base de datos nt del NCBI, utilizando el pro-
grama BLASTN ver. 2.2.27 + (13). Se consideraron
como un acierto (hit) los alineamientos con un
valor-e inferior a 1x10%, con una similitud y co-
bertura superior al 80 % de la region amplificada
con los primers que amplifican la regién inicial del
gen 16S (800 pb). El resultado fue validado usando
BLASTN ver. 2.2.27 +, contra la base de datos ta-
xonémica RDP (Ribosomal Database Project; RDP
Release 11, Update 3: September 17, 2014).

La actividad nitrogenasa de las bacterias fue de-
terminada en el medio de cultivo correspondiente
al del aislamiento primario (NFB, JNFB o LGI-P)
sin indicador de pH, mediante el método de Re-
duccion del Acetileno (ARA) (14-16), con algunas
modificaciones. Una suspension de 20 ul, a una
concentracion de 108 células/MI, fue inoculada en
5 mL de medio LGI-P, los cuales fueron incubados
a 30 °C durante 48 h. Posteriormente, se sustituyo
el 10 % v/v de la atmosfera del vial de cultivo con
el gas acetileno. Luego de la incubacién durante
24 h a 30 °C, se analizaron muestras de gas de 500
uL en un cromatografo de gases-masas acoplado
con un detector de ioinizacion de llama GCMS-
QP2010 PLUS (Shimadzu®), usando una columna
GS-Alumina (Agilent Technologies®). Cada muestra
se evalud seis veces. Los resultados obtenidos se
expresaron en nmol de acetileno reducido/(mL x h)
y en nmol de acetileno reducido/(108 células x h).

Los compuestos indélicos totales se determinaron
mediante espectofotometria, empleando el reacti-
vo de Salkowski (17-19). Se partié de una colonia
recuperada en medio Agar Papa Dextrosa, la cual
se pas6 a un medio DYGS vy se incubo en agitacion
a 30 °C, a 150 rpm, entre 24 y 48 horas. Se rea-
lizaron dos lavados con agua destilada estéril y se
preparé el inéculo con una concentracion de 108
células/mL. La produccion de compuestos indolicos
se indujo mediante la adicion de L-tript6fano (1,01
%) (Panreac®, EUA) en medio DYGS, a 30 °C y
150 rpm durante 60 horas. La determinacién de
compuestos indélicos se realizo en el sobrenadan-
te mediante reaccién con reactivo de Salkowski y
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lectura de absorbancia a 540 nm. Cada muestra se
proceso por triplicado. Los niveles de compuestos
indolicos se estimaron a partir de una curva patrén
de 150 ppm de 4cido indolacético (MERCK®, EUA)
y se expresaron en gg/mL.

La solubilizacion de fosforo se valoré empleando
el medio NBRIP con verde de bromocresol (22
mg/L) (20), el cual fue suplementado individual-
mente con 5 g/L de Ca,(PO,), 0 AIPO,. En cada pla-
ca de medio se deposité un volumen de 20 uL, por
triplicado, proveniente del inoculo. Se realizaron
lecturas a las 24, 48 y 72 horas, en las cuales se de-
terminé el didmetro de la colonia y el diametro de
los halos de solubilizacion, con el fin de calcular
el indice de solubilizacién (21) y el porcentaje de
eficiencia de solubilizacién (22). Adicionalmente,
se evalud la produccién de acidos organicos me-
diante el viraje del indicador de pH del medio de
cultivo.

Con los resultados obtenidos se realizo andlisis de
varianza en el programa R, version 3.4.0, paquete
agricolae version 1.2-8. Se hizo comparacién de
medias a través de la prueba de particion de pro-
medios o test de Duncan (valor-p < 0,05).

I1l. Resultados y discusion

Se obtuvieron 32 aislamientos de bacterias diazo-
troficas, de los cuales, el 18,75 % mostraron, en
la coloracién de Gram, bacilos Gram positivos,
y el 81,25 %, bacilos Gram negativos. De acuer-
do con las caracteristicas macro- y microscopicas
evidenciadas, se identificaron 6 morfotipos en las
bacterias aisladas. El morfotipo 1 presenté colonias
cremosas, brillantes, mucoides, de bordes irregula-
res en Agar Papa Dextrosa (APD), y en el analisis
microscépico se observaron bacilos Gram negati-
vos (100x). En el morfotipo 2 se observaron bacilos
Gram negativos con caracteristicas macroscopicas
de colonias brillantes, color crema, con bordes
regulares. El morfotipo 3 presenté colonias secas,
opacas, de bordes irregulares en agar APD y baci-
los Gram positivos en la coloracién de Gram. El
morfotipo 4 presento bacilos Gram negativos y co-
lonias mucoides, blancas con bordes irregulares.
El morfotipo 5 esta representado por bacilos cortos
Gram negativos con colonias cremosas, brillantes,

convexas, con bordes regulares en agar APD. Pos-
teriormente, se realizaron pruebas bioquimicas a
los aislados, donde se determind la produccién de
enzimas, dando como resultado que el 100 % de
los aislados producen la enzima catalasa; el 97 %,
la enzima ureasa; el 44 %, la enzima oxidasa, y
ninguno de los aislados produjeron enzimas del
tipo proteasas. Las fuentes de carbono mas utili-
zadas por los aislados correspondieron a citrato,
glucosa, rafinosa y arabinosa, con un 75 %, 44 %,
44 % y 41 %, respectivamente.

De los 32 aislamientos de bacterias diazotroficas
obtenidos, 20 provenian de rizosfera y 12 de ri-
zoplano. El 81,25 % de los aislamientos fueron
recuperados en el primer muestreo, correspon-
diente a los 30 dias de establecimiento del cultivo.
Lo anterior se puede explicar debido a que en los
primeros dias del cultivo ocurren estadios como
la germinacion, desarrollo de las hojas, formacién
del tallo principal y despliegue completo de cotile-
dones, en los cuales hay una alta actividad micro-
biana en la rizosfera (23), la cual se pudo expresar
en el primer tiempo de evaluacién a través de los
aislamientos obtenidos.

En la identificacién molecular de los 32 aislados
se obtuvieron como resultado cinco géneros bacte-
rianos, siendo Stenotrophomonas sp. el de mayor
representacion, con el 37,5 %, seguido de géneros
como Bacillus, Achromobacter y Rhizobium, cada
uno con el 18,8 % de representacién. El género
de menor representacién fue Enterobacter, con un
acierto del 6,25 %. Aunque han sido poco estudia-
das las poblaciones bacterianas diazotréficas pre-
sentes en el cultivo de zanahoria, se han realizado
estudios en los cuales se han encontrado diferen-
tes géneros de bacterias asociados al cultivo, como
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp., Pantoea
spp., Enterobacter spp., Bacillus spp., Klebsiella
spp., Stenotrophomonas spp. (24) y Gluconaceto-
bacter diazotrophicus (25). Los géneros Bacillus
spp., Achromobacter spp. y Enterobacter spp. se
han descrito como promotores de crecimiento
vegetal en especies forestales alto-andinas colom-
bianas (26), y los géneros Achromobacter spp. y
Enterobacter spp., como solubilizadores de fosfato
y fijadores de nitrogeno. El género Stenotropho-
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monas spp. también ha sido aislado e identificado
a partir de cultivos de cana de azucar (27).

Los valores de ARA en los aislamientos evaluados
oscilaron entre 0,0073 y 9,2940 %. La mejor acti-
vidad la presenté el aislamiento GIBI411, corres-
pondiente a B. weihenstephanensis, el cual tuvo
un porcentaje mayor de reduccién del acetileno
(9,294 %) que la cepa patrén (5,807 %), con dife-
rencias estadisticas significativas. Los aislamientos
GIBI394 y 399 tuvieron un rendimiento estadis-
ticamente similar al obtenido con la cepa ATCC
49073 (Tabla I). La produccién de compuestos in-
dolicos por los aislamientos evaluados presentaron
diferentes concentraciones, que van desde 9,73
hasta 172,5 ug/mL. La cepa patron tuvo el mejor
rendimiento en la produccion de compuestos in-
dolicos (172,50 ug/mL), seguida por los aislamien-
tos GIBI381 y 402, con diferencias estadisticas sig-
nificativas, y un promedio de 60 ug/mL por debajo
de los valores obtenidos con la cepa patrén (Tabla

D).

El género Rhizobium spp. predominé en las mues-
tras provenientes del rizoplano, lo que concuerda
con los aislamientos realizados de este microorga-
nismo a partir de muestras de rizosfera proveniente
de diferentes plantas, como la canola (28); igual-
mente, este género bacteriano ha sido recuperado
de nédulos de arbustos, cuyos aislamientos han
presentado una produccion de acido 3-indolacéti-
co de 99,7 ug/mL (29), que es un valor contrastan-
te en comparacién con el de los 6 aislamientos ob-
tenidos en este estudio (GIBI391, 385, 383, 388,
375y 406), con resultados de 70,22, 69,43, 46,89,
43,24, 41,34 y 27,36 ug/MIl, respectivamente. Ba-
cillus spp. es un género ampliamente reportado
como promotor del crecimiento vegetal (30); en-
tre los aislamientos recuperados de este género, el

mayor rendimiento en la produccién de compues-
tos indolicos correspondié al GIBI410, con 68,88
ug/MI, y el menor, al GIBI376, con una concentra-
cion de 11,72 ug/mlL, con diferencias estadisticas
significativas entre ellos. Este resultado contrasta
con lo reportado por Angulo et al. (31), quienes
caracterizaron rizobacterias promotoras del cre-
cimiento vegetal en plantulas de Eucalyptus, ob-
teniendo aislamientos de B. weihenstephanensis
que demostraron una produccién de compuestos
indolicos entre 5,38 y 6,35 ug/mL.

Los aislamientos del género Enterobacter spp.
(GIBI381 y 413) tuvieron una produccién de com-
puestos indélicos de 112,80 y 74,80 ug/MI, res-
pectivamente, valores cercanos a los obtenidos en
el estudio realizado por Attar et al. (32), con una
produccién de 80 ug/MI; este género también ha
sido aislado de cana de azucar (27) y de cultivos
de maiz, donde la produccién de compuestos in-
dolicos fue de 26,94 ug/mL (33).

Finalmente, a los aislamientos recuperados se les
determiné la capacidad de solubilizacion de fos-
fato en medio NBRIP con fosfato tricalcico y fos-
fato de aluminio. El aislamiento GIBI378, corres-
pondiente a B. aerophilus, presentd los mayores
valores en el IS en fosfato triclcico y en el IPA
en fosfato de aluminio (3,037 y 11,250), con di-
ferencias estadisticas significativas con respecto a
la cepa patrén ATCC 49037, que presentd un IS
en fosfato tricalcico de 2,727 y un IPA 10,139 en
fosfato de aluminio (Tabla I). Es importante realizar
pruebas de laboratorio con estos aislamientos en
medio liquido y con el empleo de otras fuentes de
fosforo, antes de realizar evaluaciones en campo y
realizar la caracterizacion de los acidos implicados
en la solubilizacion (34, 35).
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Tabla 1. Caracterizacion fisiolégica de los aislados.

AIA (ug/ Solubilizacién de fosfatos
Bacterias ARA (%) le)J Fosfato tricalcico | Fosfato de aluminio
IS (mm) ES (%) IS (mm) | IPA (mm)
Rhizobium sp. GIBI375 0,0093¢ 41,344 |1,000™ [0,000" 0,000¢ 0,0008
Bacillus weihenstephanensis GIBI376 0,0086° |[11,72* |1,000™ |0,000" 0,000¢ |0,0008
Bacillus aerophilus GIBI378 0,0092¢ [49,48™ |3,037° 203,704* |1,000° 11,250°
Stenotrophomonas sp. GIBI1379 0,0086¢ |59,20™ |1,000™ [0,000" 1,000° | 1,000f
Stenotrophomonas sp. GIBI380 0,0101¢ |72,16%" |2,121% [112,099% |1,000° |9,694¢
Enterobacter sp. GIBI381 0,0076¢ |112,80° |1,208Y™ |20,8114™ |0,000¢ |0,0008
Stenotrophomonas sp. GIBI382 0,0074¢ |88,04% |2,611¢ 161,111¢ |[1,000> |[10,139°
Rhizobium sp. GIBI383 0,0078¢ |46,89% |1,777% |77,725% |1,000° 5,736¢
Stenotrophomonas sp. GIB1384 0,0077¢ |54,53™ |1,536 53,5717 |1,000° |1,737¢
Rhizobium sp. GIBI385 0,0078¢ |69,43"k |2,920® [197,975% |0,000¢ 0,0008
Achromobacter spanius GIBI387 0,0076° |40,144 1,833% |83,333% |1,014° 11,1112
Rhizobium sp. GIBI388 0,0084¢ |43,24°%9 |1,679%" [67,9018" |1,000° 11,1112
Stenotrophomonas sp. GIBI1389 0,0076¢ |30,32" 1,7698" |76,8528" |1,000" |1,000f
Stenotrophomonas maltophilia GIBI390 |0,0080° |30,42" 0,000° 0,000 0,000¢ |0,000¢
Rhizobium sp. GIBI391 0,0085¢ 70,220k | 1,828 82,840% |1,000° 11,2502
Achromobacter spanius GIB1392 0,0085¢ |78,08% |1,997¢ ]99,683¢ |1,000° |9,889"
Achromobacter spanius GIBI394 6,0560" |75,86%" |2,267¢ 126,698¢ |1,000° 10,000b¢
Achromobacter spanius GIBI397 0,0073¢ |56,94™ |1,022™ [2 222 |0,000¢ |0,0008
Achromobacter xylosoxidans GIB1398 0,0080¢ |63,604 |0,000° [0,000" 0,000¢ |0,0008
Stenotrophomonas maltophilia GIBI399 |5,3180¢ |70,08"k |1,000™ |0,000™" 0,000° |0,0008
Stenotrophomonas maltophilia GIBI400 |0,0081¢ |17,46° 0,000° [0,000™ 0,000¢ |0,000¢
Stenotrophomonas sp. GIBI401 0,0087¢ (39,679 |2,172% [117,196% |1,000° |10,000
Stenotrophomonas rhizophila GIB1402 [0,0082¢ |101,60° [1,397% |39,735% |1,000° |1,000f
Stenotrophomonas sp. GIBI405 0,0076° |66,10% |0,000° 0,000 0,000¢ 0,0008
Rhizobium sp. GIBI406 0,0083¢ [27,36" 0,000° 0,000 0,000¢ 0,0008
Bacillus weihenstephanensis GIB1407 0,0092¢ |16,63° 1,000 |0,000" 0,000¢ |0,0008
Achromobacter spanius G1BI409 0,0085¢ |81,37¢ |1,467" |46,6677 |0,000° |0,0008
Bacillus weihenstephanensis GIBI410 0,0078° 68,887 |0,889" |0,000" 0,000¢  |0,0008
Bacillus weihenstephanensis GIB1411 9,2940*" |9,73! 1,2224 22,2224 10,000 |0,0008
Bacillus weihenstephanensis GIBI412 0,0086¢ |25,65 1,641 |64,074% |0,000° |0,0008
Enterobacter sp. GIBI1413 1,6620¢ |74,808" |1,539" |53,872" |1,000° 5,540¢
Stenotrophomonas maltophilia GIBl414 |0,0082¢ [93,26¢ [1,501" |50,117% |1,000" |10,139°
ATCC49037 5,8070° 172,54 |2,727° 172,745 | 1,000P 10,139°
Letras no comunes en las columnas indica diferencias significativas segin prueba de

Duncan para p<0,05

IV. Conclusiones

Se obtuvieron aislamientos de bacterias diazotrofi-
cas con potencial para la formulacién de inoculan-
tes microbianos para el cultivo de zanahoria, con
diferentes caracteristicas de promocion del creci-
miento vegetal. Los mejores resultados in vitro se

alcanzaron con los aislamientos GIBI411 (B. wei-
henstephanensis), en la actividad de reduccién del
acetileno, la cual esta relacionada con la actividad
nitrogenasa para la fijacién bioldgica de nitrégeno;
GIBI381, de Enterobacter sp., en la produccion de
compuestos indolicos, vy, finalmente, el GIBI378,
de B. aerophilus, en la solubilizacién de fosfato tri-
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célcico y de aluminio. Es importante realizar prue-
bas en campo con estos aislamientos, con el fin de
validar su comportamiento in vivo.
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