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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la capacidad de produccién de Acido Indol Acético (AIA) e
identificar la presencia del gen nifH en cepas nativas fijjadoras de nitrégeno se
reconstituyeron en medio Ashby las cepas (ClZ, C2Z, CIE, C2E, C3E, C4E, C5E, C1T,C2T,
C3T, CA4T, C5T, C1BR, C2BR, C3BR, C4BR, C5BR, CT, C1CO, C4CO, C5CO, CICA, C3CA,
C4CA y C5CA) aisladas previamente por Jiménez, 2007, adicionalmente se realizé una
fermentacion discontinua en medio BT durante cuatro dias para inducir la produccién de
AlA y se cuantifico la cantidad producida de cada cepa utilizando el reactivo de Salkowsky,
encontrandose diferencias  significativas entre las cepas evaluadas respecto a la
concentraciéon de AIA y se determiné que en los aislamientos C1CA, C1E, C4E y CA4T se

obtuvieron las mayores concentraciones producidas.

Complementariamente, se pudo confirmar mediante la evaluacién de la produccién de AIA
que las cepas C1CA, C1E y C4T pertenecientes al grupo | del ARDRA corresponden a

bacterias de la especie A. vinelandii.

Para identificar la presencia del gen nifH se realiz6 la extraccion de ADN de cada una de las
25 cepas y posteriormente se realizé una PCR para la amplificacion del gen funcional nifH
utilizando la los primers for A y rev. De la cual solo se obtuvo banda de amplificacion en 9 de
las 25 muestras analizadas (ATCC, C2E, C1T, C5E, C3BR, C5CA, C1CA, C3E y C4T).



ABSTRACT

With the aim to evaluate the production of Indole Acetic Acid (IAA) and the presence of nifH

gene in indigenous fixing nitrogen isolates, these were isolated in Ashby medium (ClZ,

C2z, CIE, C2E, C3E, C4E, C5E, C1T,C2T, C3T, C4T, C5T, C1BR, C2BR, C3BR, C4BR,
C5BR, CT, C1CO, C4CO, C5CO, CICA, C3CA, C4CA and C5CA), these isolates were
previously isolated by Jiménez, 2007. Moreover, there were made a batch culture using BT
medium to induce the production of IAA and it was quantified using Salkowsky reagent. It

was found significantly differences between the isolations and it was determined that C1CA,

C1E, C4AE and CA4T produced the major quantity of IAA.

In addition, it was confirmed through evaluation of IAA production that isolations C1CA, C1E

and CA4T, which belong to group | of ARDRA, correspond to A. vinelandii species.

In order to identify the presence of nifH gene it was made the DNA extraction of each
isolation, after that, it was made a PCR to amplified the functional nifH gene using for A and
Rev primers. From this process it was obtained 9 amplification bands of the 25 samples

analyzed (ATCC, C2E, C1T, C5E, C3BR, C5CA, C1CA, C3E and C4T).



1. INTRODUCCION

Desde que la revolucion verde se desarrolld en Colombia, se han incrementado el uso de
técnicas agricolas para mejorar el rendimiento de los cultivos. La implementacion de
monocultivos, fertilizantes quimicos y abonos para mejorar la productividad del cultivo y la
fertilidad del suelo causan efectos nocivos para el ambiente, como la acumulaciéon de
nitratos en el suelo que se movilizan hacia aguas subterraneas por lixiviacion, asi como

eutrificacion de ecosistemas acuaticos, entre otros.

Es por esto que se hace necesario en los cultivos colombianos el desarrollo de esquemas
de agricultura sostenible amigables con el medio ambiente. Como respuesta a esta
necesidad, se han realizado investigaciones sobre microorganismos promisorios capaces de
promover el crecimiento vegetal, por la producciéon de diferentes metabolitos que generan
una respuesta benéfica en la planta y en su entorno, sin generar un impacto negativo en el

ambiente.

Las rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR) y las micorrizas arbusculares son los
principales componentes biolégicos usados para la elaboracion de inoculantes microbianos
ya que mejoran la asimilacién de nutrientes de la planta y por lo tanto pueden aumentar la
eficiencia de los fertilizantes quimicos y abonos. Dentro de las PGPR se encuentran
bacterias fijadoras de nitrdgeno que juegan un papel fundamental dentro de los
agroecosistemas, ya que se ha demostrado que el nitrégeno es uno de los factores
limitantes para el adecuado desarrollo de las plantas en algunos cultivos; la explicacion
radica en que el nitrégeno molecular no puede ser asimilado directamente por las plantas,
sin embargo, éste se transforma en una molécula de nitrégeno asimilable por medio del
proceso de fijacion bioldégica que solo realizan algunas bacterias, como las de la familia

Azotobacteraceae.

Los microorganismos fijadores de nitrégeno atmosférico, como Azotobacter sp., tienen un
efecto positivo en el ambiente en el que se encuentran ya que degradan plaguicidas,
aumentan la solubilizacion del fésforo organico e inorganico del suelo, son promotores de
crecimiento vegetal, producen sustancias antibioticas que inhiben el crecimiento de hongos
fitopatdgenos, entre otras, manifestandose en plantas sanas que se desarrollan
adecuadamente 'y en un aumento en la productividad de los cultivos. La familia
Azotobacteraceae se encuentra representada por bacterias fijadoras de nitrégeno

atmosférico de vida libre, que se encuentran presentes en el suelo cerca a las raices de las



plantas asi como en habitats acuaticos. Azotobacter spp. y Azomonas spp. son los dos
géneros representantes, y han sido ampliamente analizados para la elaboracién de
bioinoculantes en cultivos debido a sus facultades en el mejoramiento del desarrollo de las

plantas.

La taxonomia de la familia Azotobacteraceae se ha realizado tradicionalmente a través de
andlisis morfoldgicos vy fisioldégicos. En el caso de Azotobacter sp, microscopicamente se
observa bajo la coloracién de Gram como bacilos Gram negativos, en algunas ocasiones se
pueden observar pequenas cadenas de bacilos, y en cultivos viejos se observan quistes que
producen como estructura de resistencia; con el fin de confirmar su ubicacién taxondémica e
inclusive para su identificacion se realizan pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa,
reduccion del nitrato, utilizacion de azucares, acidos organicos y alcoholes entre otros.
Actualmente, una de las formas mas confiables para la identificacion de bacterias fijadoras
de nitrégeno es mediante el empleo de herramientas moleculares que permiten analizar de

una manera mas detallada la taxonomia de este grupo.

Una de las técnicas moleculares mas utilizada es el analisis de la secuencia del gen
ribosomal 16S que ha sido una herramienta poderosa para esclarecer la filogenia y
taxonomia de la mayoria de bacterias. Sin embargo, la caracterizacion de genes funcionales
como aquellos que estan involucrados en la fijacion de nitrégeno, puede suministrar
informacion mas especifica acerca de la capacidad metabdlica y la filogenia de los
microorganismos fijadores de nitrégeno. Dentro de los grupos de genes funcionales de las
bacterias fijadoras de nitrégeno se encuentra el operon nifHDK del cual se generan los
componentes | y Il de la nitrogenasa. El complejo nitrogenasa es el encargado de la fijacion
del nitrégeno atmosférico realizando un proceso de reduccion del nitrégeno molecular hasta

transformarlo en amonio.

En este trabajo se utilizd el gen funcional nifH codificante de la dinitrogenasa reductasa para
identificar cepas nativas de bacterias fijadoras de nitrégeno. Este gen presenta al igual que
el gen ribosomal 16S, secuencias conservadas que permiten comparar filotipos de bacterias
diazétrofas y de esta forma establecer la relacién con los patrones de agrupamiento
obtenidos previamente con base en el andlisis del gen ribosomal 16S. Se encuentra
documentado que las bacterias diazétrofas son buenas productoras de fitohormonas por
esta razon en este trabajo se evalud la capacidad de las cepas nativas fijadoras de nitrégeno
para producir AlA, ya que esta se encuentra involucrada en el aumento de la productividad

vegetal.



2. MARCO TEORICO

Dentro del contexto histérico de la agricultura colombiana el problema del uso indiscriminado
de productos quimicos surge entre los afios 1960 y 1970 cuando aparece la revolucion
verde como respuesta a las grandes demandas de alimentos debido al incremento incesante
de la poblacion mundial. Esta revolucion se basa en la implementacién de monocultivos, en
la mecanizacién y en el empleo masivo de fertilizantes quimicos, aplicacion de herbicidas y
pesticidas (Ruiz, 2002).

Los fertilizantes quimicos son aquellos en los que los nutrientes basicos se presentan como
sales inorganicas obtenidas por extraccion o por procesos industriales fisicos o quimicos
(NTC1927, 2001), buscan mejorar el rendimiento y la cantidad de produccién de la planta
dejando en un segundo plano la calidad del cultivo. De esta manera, el uso inadecuado de
estos productos ha producido desde entonces efectos negativos en el ambiente, como: 1)
Erosion del suelo que anteriormente era feértil, 2) Salinizacion, 3) Pérdida de biodiversidad
genética, 4) Contaminacién de aguas superficiales, lagos, rios etc., y 5) compactacion del
suelo (Corrales, 2003; Gliessman, 1997; Ruiz, 2002; Silguy, 1999)

Bajo esta perspectiva, se han buscado nuevas formas de fertilizacion que no generen un
impacto nocivo en el ambiente. Como por ejemplo, implementar la utilizacion de

bioinoculantes en los cultivos colombianos para desarrollar una agricultura sostenible.

Esencialmente, un bioinoculante esta definido como una sustancia producida a partir de
sustratos organicos, cuya accion potencia el metabolismo de microorganismos que poseen
una funcion determinada. (ICA, 2006); para la elaboracion de éstos se utilizan rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) (Adesemoye y Kloepper, 2009), definidas como
bacterias de crecimiento libre que colonizan la superficie de las raices y contribuyen al
crecimiento de las plantas por mecanismos directos como la fijacion de nitrégeno, la
produccion de fitohormonas y el mejoramiento de la nutricion de la planta. Las PGPR
aumentan la concentracion de foésforo disponible para las plantas debido a procesos de
solubilizacién de fosfatos inorganicos y a la produccion de sideréforos quelantes del hierro
(Ryu et al., 2003 y 2004). Indirectamente, las PGPR benefician el crecimiento de las plantas
por interacciones bioldgicas como el antagonismo, parasitismo, antibiosis, competiciéon por
nutrientes y espacio con microorganismos que pueden inhibir el crecimiento de las plantas e

incluso ser patégenas. (Rao y Kishore, 2006)



2.1 Uso de bacterias fijadoras de nitrégeno en la agricultura

Como una alternativa al uso de fertilizantes quimicos, se han desarrollado una serie de
estudios para la implementacion de biofertilizacion (Hernandez, 2009) que aporten al
desarrollo sostenible y ecolégico de los cultivos sin causar ningun efecto negativo en el

ambiente.

Este tipo de biofertilizacién a diferencia de los fertilizantes inorganicos no causa efectos
perjudiciales al ambiente ya que las bacterias diazétrofas se situan principalmente en la
rizosfera de la planta por lo que le proveen el nitrdgeno que necesitan para desarrollarse, no
generan acumulacion de nitrégeno en el suelo como sucede con la otra forma de
fertilizacion. Se estima que un 45% a 50% de los agroquimicos adicionados al suelo se
pierden por procesos naturales de lixiviacion y desnitrificacion; durante el proceso de
lixiviacién se transportan nutrientes, cationes basicos y pesticidas (Hernandez, 2009; Tapia
et al., 2007). El porcentaje que se pierde por escorrentia puede llegar a convertirse en fuente
de contaminacién para aguas subterraneas, lagos, rios, etc., por lo tanto resultar siendo
perjudicial para el bienestar del ecosistema, los animales y el ser humano (Ritter et al.,
2005).

Para la elaboracién de biofertilizantes se han empleado principalmente los microorganismos

pertenecientes a los géneros Azospirillum, Rhizobium y Azotobacter

2.2 Estrategias para la fijacién de Nitrégeno
La fijacion biologica de Nitrogeno atmosférico puede llevarse a cabo de forma Simbiotica o

Asimbidtica

2.2.1 Fijacion Simbidtica de Nitrégeno

Inicialmente una relacion simbidtica es aquella que beneficia mutuamente a dos organismos
distintos. Asi, la relacion entre las plantas leguminosas y las bacterias que desarrollan
nédulos en sus raices, es una relaciéon simbidtica. Las dos especies (planta-bacteria)
interaccionan de tal manera que la planta le provee sustancias organicas e inorganicas a la

bacteria y esta ultima le proporciona nitrégeno. (Mayea et al., 1991)

La mayoria de las especies de la familia Leguminosae forman asociacion, especialmente

frecuente en las subfamilias Papilionoideae y Mimosoideae y escasa en Cesalpinoideae.



En las raices de estas plantas aparecen cuando son infectadas por Rhizobium unas
tumoraciones de distinta forma y tamafio, nddulos donde se lleva a cabo la fijacion de

nitrégeno (Olivares, 2008)

2.2.2 Fijacién Asimbidtica de Nitrégeno
Los principales microorganismos que realizan este proceso son los pertenecientes a los
géneros Azotobacter, Azospirillum, Azotomonas, Beijerinckia, Clostridium, Bacillus,

Desulfomonas, Herbaspirillum, Klebsiella pneumoniae. (Rodriguez et al., 2003)

Estos microorganismos de vida libre estan asociados a las particulas del suelo e interactuan
con las plantas ya que se encuentran situados en la rizésfera donde los granulos de suelo se
encuentran adheridos a las raices. Los microorganismos fijan nitrégeno que puede ser

utilizado por la planta para realizar sus procesos de desarrollo. (Pefia y Reyes, 2007)

2.3 Importancia del género Azotobacter

Azotobacter es uno de los géneros pertenecientes a la familia Azotobacteraceae, se
encuentran en la subdivision alfa de las Proteobacterias. Se pueden encontrar en diversos
ambientes como en suelo y agua. Son quimioheterétrofos, aerobios, tienen la capacidad de
fijar nitrdgeno atmosférico de forma no simbidtica en bajas tenciones de oxigeno, su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30°C, ademas poseen un rango de pH
relativamente amplio para su crecimiento, oscila entre un pH de 48 y 85.
Microscépicamente se observan como bacilos Gram negativos y Gram variables bajo la
coloracion de Gram, las células normalmente estan organizadas en parejas o en cadenas
cortas, cada una de éstas tiene un tamafio de aproximadamente 2 ym a 4 um, siendo las de
mayor tamafo las células de Azotobacter chroococcum. Adicionalmente, forman quistes
como estructuras de resistencia, son fisiologica y citologicamente diferentes a las células
vegetativas. Pueden ser observadas en cultivos viejos o inducir se produccion en medios
libres de nitrébgeno suplementados con alcohol butilico. También presentan inclusiones
intracelulares de poli-B-hidroxibutiratos como reserva de carbono. Macrocépicamente, se
observan como colonias mucoides, en estados iniciales son traslucidas y posteriormente
toman un coloracién opaca, dependiendo de la especie de Azotobacter producen pigmentos
en medios libres de nitrdgeno adicionados con benzoato. Bioquimicamente, son oxidasa y
catalasa positivo, producen sulfuro de hidrogeno e hidrolizan el almidén. (Hendrik, 2006;
Pequefio, 1969; Soma et al., 1997)



Es una bacteria que produce hormonas de crecimiento vegetal como auxinas, compuestos
fendlicos (Jackson et al., 1964; Roldan et al., 1997) giberelinas, citoquinas, entre otras, por
lo tanto se comporta como promotor de crecimiento vegetal, ademas incrementa la
velocidad de germinacion de semillas, estimula la formacién de raices, fortalece los
mecanismos naturales de defensa de la planta ya que induce resistencia sistémica,
incrementa la respuesta a la fertilizacion quimica u organica, reduce las pérdidas de
nitrégeno por lavado, aumenta la tolerancia al estrés hidrico y al ataque de plagas o
enfermedades (Fornasero et al., 2009), adicionalmente, Azotobacter produce sustancias
antifungicas que juegan un papel importante para inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos. Poly et al., (2001) establecen que los organismos diazétrofos del suelo son la

fuente mas importante de nitrégeno dentro de los ecosistemas de produccién primarios.

2.4 Complejo Nitrogenasay fijacién de nitrégeno

La nitrogenasa es un sistema compuesto por dos proteinas que catalizan la reduccion del
nitrégeno atmosférico hasta transformarlo en amonio. El triple enlace de la molécula (N=N)
tiene una energia de 950 Kj/mol por lo que es necesario un alto gasto energético (entre 18 y
24 ATP) en el proceso de reduccion. (Lafiez, 2005; Rees y Howard, 2000)

El complejo nitrogenasa esta formado por dos metaloproteinas: el componente | (240 kDa) y
el componente Il (60kDa) (Lei et al.,2000); el primero conocido también como dinitrogenasa
o proteina MoFe dependiente de Molibdeno, es un heterotetramero compuesto por dos
subunidades alfa (ap) y dos subunidades beta (82) que a su vez son codificadas por los
genes nifD y nifK respectivamente. Las subunidades a y B muestran pliegues de
polipéptidos similares y algunas extra hélices. Ligado al componente | se encuentra la
dinitrogenasa reductasa o proteina Fe (componente II), contiene un centro activo compuesto
por cuatro moléculas de hierro y cuatro de azufre (4Fe-4S) encargado de donar los
electrones al sustrato, es un homodimero con dos subunidades idénticas codificadas por los
genes nifH (Hendrik, 2006; Rees y Howard, 2000; Young, 2005)

Los genes que codifican las subunidades del complejo nitrogenasa se encuentran en un
cluster dentro del genoma, usualmente en un orden caracteristico. De acuerdo a su

organizacion originan tres tipos de nitrogenasa, A, B y C. (Young, 2005)

La capacidad de fijar nitrégeno atmosférico se distribuye ampliamente a nivel taxonémico,

presentandose algunas diferencias entre las nitrogenasas codificadas por los distintos



microorganismos. Este complejo nitrogenasa se encuentra en mayor proporcion en el

dominio bacteria y en algunas especies de archeas metanogénicas. (Young, 2005)

Las enzimas nitrogenasas son muy similares entre si. Estudios filogenéticos han demostrado
que se derivan de un ancestro comun, no obstante sus diferencias pueden deberse a la
transferencia horizontal del material genético o por una pérdida independiente de

informacion genética en algunos linajes. (Young, 2005)

Dentro de la filogenia de las nitrogenasas existen ramificaciones notorias pero la
organizacion de las subunidades son casi invariables, por lo tanto hay suficientes
caracteristicas conservadas para guiar un lineamiento de las secuencias de cada uno de los
polipéptidos de las subunidades (Young, 2005)

2.5 Herramientas para la caracterizacion molecular de Azotobacter sp.
2.5.1 Andlisis del gen ribosomal 16S

Los genes ribosomales de la subunidad pequefa (rRNA 16S) son excelentes marcadores
para realizar estudios filogenéticos ya que brindan la informacion necesaria para la
clasificacion e identificacion de bacterias. Las caracteristicas que los definen como
marcadores confiables son; a) a diferencia de otros tipos de RNA celular, el rRNA posee
hasta mas de 16.000 copias necesarias para la sintesis de proteinas, b) son ubicuos, c) su
estructura y funcion es constante, d) presenta regiones comunes en todos los organismos ya
que son altamente conservados, sin embargo, contiene sitios especificos donde se
concentran variaciones entre las secuencias (Rodicio y Mendoza, 2004; Schmid y Hartmann,
2007)

2.5.2 Andlisis de los genes funcionales nifH

Para la caracterizacion molecular de los genes funcionales de microorganismos fijadores de
nitrégeno, como Azotobacter sp., se ha usado ampliamente como marcador el operon
nifHDK debido a que posee secuencias considerablemente conservadas lo que le otorga la

propiedad para realizar estudios de filogenia y taxonomia. (Schmid y Hartmann, 2007)

El gen nifH es ampliamente utilizado para estudios de diversidad. Para esto, los genes son
obtenidos a partir de la clonacién y amplificacion de las secuencias de organismos en los
cuales se ha demostrado su capacidad para fijar nitrdgeno experimentalmente (Young,
2005)



Varias técnicas son ampliamente utilizadas para el analisis de genes nifH como PCR, DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis), RFLP (PCR restriction fragment length
polymorphism) y FLT-RFLP (fluorescently labeled terminal) (Poly et al., 2001).

A diferencia de los analisis filogenéticos basados en las secuencias del RNA ribosomal 16S
(SSU rRNA) la filogenia a partir de las secuencias de la nitrogenasa permite observar una
relacion mas especifica entre las diferentes especies de organismos diazotroficos, por lo
tanto es una herramienta para lograr un mejor entendimiento de los arboles filogenéticos
obtenidos con SSU rRNA (Cole et al., 2003)

Es importante comparar la filogenia realizada a partir de RNAr y de los genes nifH para
evaluar las discordancias o similitudes entre las secuencias obtenidas de cada una, estas
comparaciones son utiles para la identificacion de bacterias diazétrofas en un suelo de uso
agricola, con el fin de determinar la biodiversidad existente de estas bacterias y proporcionar
las condiciones adecuadas para su crecimiento, incluso para la elaboracion de

biofertilizantes con esas cepas autéctonas.

Jiménez, (2007) en investigaciones anteriores realizd una caracterizacion molecular de
cepas nativas colombianas utilizando como marcador molecular el gen ribosomal 16S, en
donde se evidenciaron variaciones en los morfotipos de las cepas analizadas permitiendo

identificar algunas de éstas bacterias.

Poly et al., (2001) determiné que existian algunas variaciones entre secuencias del gen nifH
provenientes de ambientes marinos respecto a las que provenian del suelo. Por otro lado,
Hamelin et al., se baso en la clonacion del gen nifH para realizar un estudio de diversidad
genética de la rizésfera de Molinilia coerulea, encontrando que una secuencia de nifH era
dominante respecto a las demas (Azotobacter vinelandii). En otros estudios, Aziz et al.,
realizaron un estudio comparativo entre los filotipos nifH y los ribotipos RNAr de una
comunidad de cianobacterias, encontrando que no habia gran variabilidad de especies en

esta comunidad.



3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Tradicionalmente la caracterizacion y filogenia de grupos funcionales de microorganismos
como los fijadores de nitrégeno se han basado en analisis morfoldgicos y fisioldgicos, entre
otros. Sin embargo estos analisis no son suficientes ni completamente confiables ya que
pueden arrojar resultados ambiguos por la gran similitud que existe macroscépica y
microscopicamente entre diferentes géneros y especies de bacterias fijadoras de nitrégeno,
por lo tanto se hace necesario el uso de herramientas moleculares que proporcionan
resultados mas confiables sobre la identidad del microorganismo, adicionalmente puede ser
utilizada para estudios filogenéticos La caracterizacion del gen funcional nifH es utilizada
extensamente en estudios de filogenia de organismos diazétrofos porque es un marcador
conservado que permite el analisis entre diferentes filotipos. Adicionalmente, es una
herramienta que permite soportar o discutir los resultados obtenidos previamente,
relacionados con la caracterizacion de bacterias diazétrofas empleando el gen ribosomal
16S.

Por otro lado, una forma de complementar la caracterizacién de bacterias fijadoras de
nitrégeno que pueden ser utilizadas como biofertilizantes es por medio de la evaluacion de
sus caracteristicas fisiolégicas, en el caso de Azotobacter, por la capacidad de producir
promotores de crecimiento vegetal como el AIA. Este trabajo pretende ampliar la
caracterizacion de los aislamientos de bacterias fijadoras de nitrégeno y establecer la posible
relacion entre su ubicacion taxonémica y la capacidad de producir AlA. Los resultados de
este trabajo pueden contribuir en la seleccién de cepas promotoras del crecimiento vegetal
que pueden ser utilizadas en programas de biofertilizacion.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad de produccion de Acido Indol Acetico (AlA) e identificar la presencia del

gen nifH en cepas nativas fijadoras de nitrdgeno

4.2 Objetivos especificos
Cuantificar la produccion de Acido Indol Acetico (AIA) en aislamientos de bacterias
fijadoras de nitrégeno.
Amplificar el gen nifH en diferentes aislamientos de bacterias fijadoras de nitrégeno
empleando iniciadores degenerados
Comparar los resultados de la amplificacion de genes nifH con los obtenidos
mediante la amplificacion del gen 16S rDNA.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Reconstitucién de las cepas

Se utilizaron 25 cepas nativas (ClZ, C2Z, CIE, C2E, C3E, C4E, C5E, C1T,C2T, C3T, CA4T,
C5T, C1BR, C2BR, C3BR, C4BR, C5BR, CT, C1CO, C4CO, C5CO, CICA, C3CA, C4CA Yy
C5CA) aisladas previamente por Jiménez, 2007 a partir de suelos de cultivos de Zanahoria
(Z2), Espinaca (E), Tomate (T), Brécoli (BR), Calabacin (CA) y Coliflor (CO) y una cepa
control de Azotobacter vinelandii ATCC 12518, fueron resuspendidas en 10 ml de caldo
nutritivo en tubos falcon de 50 ml y se llevaron a incubar de forma inclinada durante 24 horas

a temperatura ambiente y 150 rpm.
5.2 Siembra en medio especifico

Para observar las colonias caracteristicas de Azotobacter se tom6 una muestra de cada una
de las cepas reconstituidas anteriormente y se sembrd por agotamiento en cajas de Petri
con Agar Ashby Manitol (Anexo1) (Torres et al., 2000) se incubaron por 5 dias a 34°C.
Posteriormente se observaron las caracteristicas macroscépicas de las colonias y

microscoépicas mediante coloracion de Gram.

5.3 Caracterizacion fisiolégica de los aislamientos

5.3.1 Evaluacién de la produccidn de acido indol acético (AIA)
5.3.1.1 Fermentacion discontinua

Para evaluar la produccién de AIA de cada una de las cepas de bacterias fijadoras de
nitrégeno se prepard un indculo axénico de cada una de éstas incluyendo la cepa control
Azotobacter vinelandii ATCC 12518, utilizando solucién salina al 0.85% con el fin de obtener
una absorbancia de 0,2 a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotdmetro Génesis
20 (Celis y Gallardo, 2008).

La fermentacién discontinua se llevo a cabo en frascos de vidrio de 100ml con un VET de
20 ml de medio BT (Anexo 2). El inéculo correspondié al 1% del VET. Esto con el fin de
obtener una concentracion inicial de 10° células/ml. El cultivo fue incubado en un agitador de
orbita circular INNOVA® 44 a 100 rpm a 16°C durante 4 dias (Celis y Gallardo, 2008; Califa
y Gonzales, 2009).

Cumplido el cuarto dia se procedié a tomar 4,5 ml de caldo de cultivo para centrifugarlos a

4000 rpm por 15 minutos en la centrifuga Clay Adams Dynac Il y luego tomar 1500 ul de



sobrenadante para conservarlo en 3 tubos eppendorf y posteriormente centrifugar a 12000
rpm durante 15 minutos a 5°C en la centrifuga Sorvall Biofuge Primo R. Luego de realizar el
proceso de centrifugacion se tomaron aproximadamente 1200 ul de sobrenadante en tubos
eppendorf que fueron congelados a -20°C hasta la determinacion de la concentracion AlA
(Celis y Gallardo, 2008).

5.3.1.2 Evaluacién de la produccion de AIA empleando reactivo de Salkowsky

Para la deteccion y cuantificacién de auxinas se utilizé la técnica colorimétrica estandarizada

y modificada por Celis y Gallardo (2008) utilizando el reactivo de Salkowsky que utiliza como

base para su preparacion acido sulfurico (H,SO, 7.9M y FeCl; 40mM)

5.3.1.3 Curva patrén de AlA

La curva patron se realizd a partir de una solucién stock de Acido Indol Acético comercial
grado reactivo (sigma) con una concentraciéon de 100 pg/ml, a partir del cual se elaboraron
diferentes concentraciones de AlA (2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 ug/ml). Para la
reaccion se utilizaron 500 ul de cada una de las concentraciones y se adiciond 1000 pl del
reactivo de Salkowsky (Celis y Gallardo, 2008), luego se incubaron durante 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente, para su posterior lectura por triplicado a una absorbancia
de 530 nm en el espectrofotdmetro Génesis 20. A partir de los datos obtenidos se establecid

la curva de calibracién y la correspondiente ecuacion de la recta. (Anexo 3)
5.3.1.4 Cuantificacién de la produccion de AIA de cada aislamiento

A partir del sobrenadante obtenido con anterioridad (numeral 5.4.1.1) se tomaron 500 ul y se
dejaron reaccionar con 1000 pl del reactivo de Salkowsky durante 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente, luego se leyeron las absorbancias de cada caldo de cultivo a 530 nm
y se remplazaron estos valores en la ecuacion de la recta previamente definida para

establecer la concentracion de AIA que produjo cada cepa.
5.4 Extraccion de DNA

El protocolo que se empled para la extraccion de DNA fue el utilizado por Jiménez, 2007, el
cual consiste en: a partir de un cultivo de Azotobacter en 5 ml de caldo nutritivo se toman 1.5
ml del cultivo distribuido en dos tubos eppendorf de 1.5 ml los cuales son centrifugados a
13000 rpm durante 2 minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspenden las células en
50 pl de TE 1X (Anexo 4) posteriormente se unen las dos suspensiones en un tubo
eppendorf de 1.5 ml ; Se agrega 1ml de TE 1X y se lava suavemente, agitando los tubos



para resuspender las células; luego centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos y descartar el
sobrenadante; resuspender las células en 350ul de TE 1X y adicionar 5 yl de lisozima
(50mg/ml) y 2 pl de RNAsa A (10mg/ml); se incuba por 10 minutos a 37°C para adicionarle
posteriormente 3 pl de proteinasa K (20mg/ml) y 30 yl de SDS al 10%; Se incuba por 15
minutos a 65°C hasta observar una solucién transparente indicando lisis celular; adicionar
350 ul de Fenol Cloroformo Isoamilico (25:24:1) (Anexo 4) y mezclar por inversion 5 veces;
seguido a esto se centrifuga el tubo a 13000 rpm durante 7 minutos. Luego de este
procedimiento, se transfiere cuidadosamente el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf
evitando tomar la interfase y el fenol; teniendo esto, se adicionan 350 pl de Cloroformo
isoamilico (24:1) se mezcla por inversién 5 veces y se centrifuga a 13000 rpm por 7 minutos.
Seguidamente se transfiere el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml que contiene 1ml
de etanol absoluto y se mezcla suavemente hasta observar el material genético suspendido;
para luego centrifugarlo a 13000 rpm por 10 minutos y descartar el etanol; inmediatamente
se adicionan 500 yl de etanol al 70% para lavar el pellet y centrifugar a 10000 rpm por 5
minutos; se descarta el sobrenadante rapidamente sin eliminar el pellet. Se deja secar a
temperatura ambiente colocando el tubo invertido sobre una toalla de papel por 15 minutos,

y finalmente se resuspende en 50 ul de agua destilada estéril.
5.5 Determinacién de la cantidad, purezay calidad del DNA

La cantidad de DNA extraido se determind espectrofotométricamente utilizando el equipo
Thermo Scientific NanoDrop™. colocando 2pl de la muestra de DNA extraido en el lector
optico del equipo en una absorbancia de 260 a 280nm (Volkman et al., 2006). Para
determinar la pureza se calculd la relacidn Aggopzso, definiendo como pureza de DNA

adecuada cuando la relaciéon se encuentra entre 1.8 y 2.0. (Thakuria et al., 2008)

Paralelamente se realizd la verificacion de la calidad del DNA extraido mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%("/,) en TBE 1X (0.09M de Tris-base, 0.09 de borato
de sodio y 2.4 mM de EDTA, pH 8.3) a 80V por 1 hora, el gel se tifid con bromuro de etidio
(0.5ug/ml) por 15 min y se lavd con agua destilada por 5 min. (Aquilanti et al., 2004). El DNA
fue visualizado en un equipo Gel Documentation de Biorad® y el tamafio del ADN de alto
peso molecular fue determinado por comparacion visual con un marcador de peso molecular
de 1kb (Bioline®). Finalmente, la imagen se capturd y analizé con el Software Quantity One
1-D Analysis (Biorad®).



5.6 Amplificacion del gen funcional nifH

La amplificacién del gen funcional nifH se llevé a cabo utilizando los primers degenerados
For A vy Rev (GCIWTITAYGGNAARGGNGG y GCRTAIABNGCCATCATYTC,
respectivamente) Birgmann (2004) que amplifican una regién de 464 pb desde la posicion
19 hasta la 482. El volumen final utilizado fue de 25 yl compuesto por 1X de Buffer, 1,5mM
de MgCl, , 0,2 mM de dNTPs, 1uM de primer For A, 1uM de primer Rev y 1 U Taq

Polimerasa.

La PCR se inicia con la denaturacion del DNA exponiéndolo a 95°C por 5 minutos,
posteriormente se sometera a 30 ciclos con un paso de denaturacion a 94°C por 1 minuto,
un paso de hibridaciéon a 50°C por 1 minuto, un paso de elongacion a 72°C por 1 minuto y
finalmente una extension final a 72°C durante 7 minutos. Para este procedimiento se utilizé

un termiciclador (My cycler de Biorad®).

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1% TBE 1X visualizados en
un transiluminador de luz ultravioleta y las imagenes de los geles se almacenaron y

analizaron en el Software Quantity One 1-D Analysis (Biorad®).



6. RESULTADOS
6.1 Caracterizacién macroscépicay microscépica de bacterias fijadoras de nitrégeno

Se evalué la morfologia de las colonias crecidas en agar Ashby manitol, observandose
colonias traslicidas, lisas, regulares, tanto pequefias (C2BR, C3BR, C2E, C5BR) como
medianas (C5CA); igualmente se observaron colonias medianas, color crema, irregulares y

brillantes.

Luego de realizar una observacién microscopica de las células de cada aislamiento se
encontraron bacilos Gram negativos tanto grandes como pequefios, y en algunos cultivos se

observo la formacién de quistes, caracteristicos del género Azotobacter.
6.2 Caracterizacion fisioldgica de los aislamientos
6.2.1 Cuantificacién de la produccién de AIA de cada aislamiento

La cuantificacion de la produccién de compuestos inddlicos para cada uno de los
aislamientos se realizé por triplicado, utilizando el Test de Salkowsky modificado por Celis y
Gallardo (2008). Estos resultados se presentan en la tabla 1. Se observé que al adicionar el
reactivo de Salkowsky al extracto crudo de cada uno de los aislamientos, se producia una
coloracion cuya intensidad fue proporcional a la concentracion de compuestos inddlicos

presentes en las muestras.

Tabla 1. Cuantificacion de la produccion de AlA de cada aislamiento

CEPA pg/ml CEPA pg/ml CEPA ug/mil
ATCC 51,7 CaT 33,8 Cc4Cco 6,2
C1E 38,9 C5T 4,0 C5CO 5,7
C2E 11,7 C1BR 4,3 C1CA 40,0
C3E 4,7 C2BR 4,4 C3CA 4,2
CAE 38,5 C3BR 3,2 CACA 5,3
C5E 3,4 C4BR 5,3 C5CA 10,1
CiT 3,1 C5BR 7,6 Cl1z 4,4
c2T 3,7 CT 1,5 C2z 3,7
C3T 3,2 C1co 3,9

<@ Aislamientos pertenecientes al grupo | del cladograma elaborado anteriormente por Jiménez (2007) a partir del
analisis ARDRA con las enzimas Alul, Hpall y Rsal. (Anexo 7)

<> Aislamientos pertenecientes al grupo Il del cladograma elaborado anteriormente a partir del analisis ARDRA
con las enzimas Alul, Hpall y Rsal (Anexo 7)

< Aislamientos pertenecientes al grupo lll del cladograma elaborado a partir del analisis de agrupamiento
ARDRA con las enzimas Alul, Hpall y Rsal (Anexo 7)



6.2.2 Extraccion de DNA

Luego de realizar el protocolo de extraccion utilizado por Jiménez (2007), se logroé extraer
DNA de las 25 cepas. Sin embargo, la cantidad de ADN obtenida fue variable y en algunos
casos fue tan poca que no pudo ser visualizada mediante electroforesis (Figura 1). El hecho
de no observar una banda de alto peso molecular en el gel de agarosa no significa que esta
muestra no pueda ser utilizada en los ensayos de amplificacién del gen nifH. Se encuentra
documentado (White, 1993) que a partir de cantidades pequefias de DNA (< 10 ng/ul) se
puede lograr la amplificaciéon de genes que se encuentren en mas de una copia en el

genoma bacteriano:
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del DNA de 9 cepas fijadoras de nitrogeno. 1) C1T, ,
3) C2T, 5) C3T, 6) C4T,7) C5T, 8) CT, 9) C1E, 10) C23,11) C3E C4E 12) C5E, 13) C1CA, 14) C4CA,
15) C5CA, 16) CIBR, 17) C2BR, 18) C3BR, 19) C4BR, 20) C5BR, 21) C1Z, 22) C2Z, 23) C1CO, 24)
ATCC Fuente: Autor...

6.3 Amplificacion del gen funcional nifH

Para la amplificacién del gen nifH se realizaron ensayos preliminares utilizando los primers
degenerados forA y rev reportados por Birgmann (2004). Los resultados obtenidos,
mostraron una o dos bandas de amplificacion en nueve de las 25 muestras analizadas
(ATCC, C2E, C1T, C5E, C3BR, C5CA., CICA, C3E y C4T) (Figura 2).



Figura 2. Amplificacién del gen funcional nifH en 9 aislamientos de bacterias fijadoras de nitrégeno. 1)
MPM(100pb) 2) ATCC, 3) C2E, 4) CA4T, 5) C1CA, 6) C3E, 7) C1T,8) C5E, 9) C3BR, 10) C5CA y 11)
agua estéril. Fuente: Autor

Con el fin de determinar la cantidad de DNA adecuada para obtener una buena amplificacion
se hicieron diluciones 1/20 para las muestras de DNA mas concentradas + 680 ng/ul (ATCC,
C2E, C1T, C5E, C3BR y C5CA), diluciones 1/10 para las muestras de DNA con
concentracion media + 235 ng/ul (CICA y C3E), y se tomaron 2 pl directamente de la
muestra C4T que fue en la que menor cantidad de ADN se obtuvo. + 9.5 ng/ul De cada una

de las muestras diluidas se tomaron 4 pl para realizar la amplificacion.



7. DISCUSION DE RESULTADOS

En el sector agricola la ausencia de nitrégeno en forma asimilable para las plantas
representa un factor limitante para el crecimiento de cultivos debido a que estos compuestos
son relevantes para la sintesis de moléculas fundamentales como los acidos nucleicos y las
proteinas, al mismo tiempo las plantas no tienen la maquinaria metabdlica para romper el
triple enlace del nitrdgeno molecular e integrarlo a su sistema. Sin embargo, la fijacion de
nitrégeno es un proceso que puede ser realizado por ciertos microorganismos Procariotas
pertenecientes al dominio Bacteria y metanogénicas del dominio Archaea, de los cuales los
mas utilizados para la agricultura son los microorganismos del dominio Bacteria (Hurek y
reinhold, 2005;Klipp et al., 2005; Mantilla et al.,2007 y Franche et al., 2009).

Las bacterias diazoétrofas (fijadoras de nitrégeno) son consideradas como PGPR ya que al
metabolizar el nitrdgeno molecular y transformarlo a una forma asimilable puede ser utilizado
por la planta, adicionalmente, estas bacterias se encuentran en la rizdsfera en donde
interaccionan con otros microorganismos, y al mismo tiempo producen metabolitos que
pueden ser benéficos para el crecimiento del la planta como fitohormonas del tipo auxinas y
giberelinas, asi como antibidticos que inhiban el crecimiento de organismos patdgenos
(Kloepper, 2009)

Dentro de las bacterias diazétrofas, Azotobacter spp, ha sido ampliamente estudiado debido
a su importancia a nivel agricola como fijador de nitrégeno y su capacidad para producir
acido Indol acético (AlIA), que se encuentra implicado en los procesos de elongacién celular.
En este trabajo se logré determinar la produccion de AIA a mediante el test de Salkowsky
después de 4 dias de fermentacién discontinua. Los resultados mostraron que la cepa que
mayor concentracion de AIA produjo (51,7 pg/ml) fue la cepa control Azotobacter vinelandii
ATCC 12518 (Tabla 1), varios autores han reportado la eficiente produccién de compuestos
inddlicos por A. vinelandii (Califa y Gonzalez, 2009; Celis y Gallardo, 2008; Torres et al.,
2000; Lee et al.1970). Mantilla (2008), trabajando con Ila misma cepa obtuvo
concentraciones de 1,54 ppm y 3,48 ppm a las 48 y 72 h respectivamente, valores inferiores
a los obtenidos en este estudio. Sin embargo, en ese trabajo aunque se utilizé el mismo
reactivo de Salkowsky, se emplearon proporciones diferentes respecto al extracto crudo y
sobrenadante y la cuantificacion se realizé a partir de cultivos en los medios semisoélidos
Ashby y Burk’s. Sergeeva, 2007 afirma que la produccion de compuestos inddlicos depende

tanto de la especie como de la cepa, asi como de las condiciones de cultivo incluyendo la



presencia de triptéfano, las condiciones de pH, nivel de oxigeno y fase de crecimiento.
Ademas, en los tiempos evaluados por Mantilla (2008) (48 y 72) posiblemente todavia no se
alcanza la mayor producciéon de AlA, mientras que Califa y Gonzales (2009) afirman que la

produccion de AlA se incrementa después del tercer dia de fermentacion.

De acuerdo con el analisis de varianza (ANOVA) existen diferencias significativas (a<0.05)
entre las cepas evaluadas respecto a la concentraciéon de AlA, siendo Azotobacter vinelandii
ATCC 12518 la cepa de mayor produccion y las cepas C3BR, C3T, C5E, C1T, C2T, C2Z,
CICO, C5T, C3CA, CIBR, C5CO, C3E, C4CO, C4CA, ClzZ, C4BR, C2BR, C5BR, C5CA y

C2E las que menor cantidad produjeron (Anexo 6).

La produccion de AlA oscil6 entre 1,5 pg/ml y 51,7 ug/ml. En orden descendente, los
aislamientos que mayor cantidad de AIA produjeron fueron C1CA (40 ug/ml), C1E (38,9
pg/ml), C4E (38,5 pg/ml) y C4T (33,8 pg/ml). Estos aislamientos coinciden con los
aislamientos ubicados en el grupo | del ARDRA de acuerdo con los resultados presentados
por Jiménez (2007) (Anexo 7) quien realizd un analisis de agrupamiento de asilamientos de
bacterias diazétrofas con base en los patrones de restriccion del DNA ribosomal 16S fueron

identificados como A. vinelandii.

En la investigacion de Jimenéz (2007) en el primer grupo se ubicaron las cepas que
mostraron un patréon ARDRA similar al generado por Azotobacter vinelandii ATCC 12518, en
el grupo Il se identificaron las cepas C5CO presuntivamente A. nigricans, por otro lado,
C5BR no presentd bandas similares con el género Azotobacter pero si con Burkolderia derxi
y Azospirillum sp. Finalmente, en el tercer grupo se observd que la cepa C5T y C5E
pertenecen a A. chroococcum y la cepa C1Z presuntivamente es identificada como A.

paspali.

De acuerdo con esta informacion, se observd que los aislamientos identificados como
Azotobacter vinelandii del grupo | corresponden con las cepas que produjeron la mayor
cantidad de AIA (Tabla 1); por tanto, la caracterizacion fisioldgica realizada soporta los
resultados obtenidos previamente por Jiménez (2007). En el caso de la cepa C5T que fue
previamente identificada como A. chroococcum no se obtuvo, como se esperaba, una
concentracion alta de AIA. Sin embargo, este microorganismo ha sido ampliamente utilizado
para la produccion de bioinoculantes por su capacidad de producir altas concentraciones de
fitohormonas. Como se menciond anteriormente, la cantidad de fitohormona producida
puede variar de acuerdo a las condiciones en las que se desarrolle el estudio (Sergeeva,
2007)



De forma paralela, para lograr una identificacion de las cepas fijadoras de nitrdgeno mas
detallada, se evalué la presencia de genes funcionales nifH, ya que se conoce que el
complejo nitrogenasa contiene secuencias conservadas evolutivamente y por ende han sido
objeto de analisis filogenéticos asi como de diversidad funcional (Raymond et al., 2004; Zerh
et al., 2003; Zhou, 2003)

Con el fin de confirmar la presencia del gen nifH en 9 de las 25 cepas estudiadas, se realiz6
la amplificaciéon del gen con un “set de primers” degenerados, que produjo mas de una
banda en algunas cepas (figura 2), esto posiblemente se debe a que los “primers”
degenerados pueden hibridar en diferentes blancos del operon para permitir la amplificacion
de secuencias relacionadas. De acuerdo con Cortazar y Silva (2004) “primers” degenerados
pueden ser utilizados para amplificar secuencias conservadas de un gen o de genes
relacionados de un genoma de un organismo. Las cepas ATCC, C5CA, C2E, C4T, C3E y
CA1T presentan bandas de amplificacion, lo cual indica que pueden tener presente el gen
nifH pero los primers, al ser degenerados pueden unirse a otras secuencias similares dentro
del mismo operon nifHDK y amplificarlas. Marusina et al. (2001) plantearon que la amplia
diversidad filogenética de microorganismos fijadores de nitrégeno puede llegar presentar
mayor cantidad de secuencias variables que secuencias conservadas como algunas que se
encuentran en el gen nifH, por lo que la construccion de primers con nucleétidos especificos

es limitada.

Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion fisiolégica y molecular de los
aislamientos pueden ser utilizados como apoyo para lograr una identificacion mas acertada
de estas cepas, sin embargo, no son determinantes para considerar que son 0 no
promotoras de crecimiento vegetal. Debido a esto se hace necesario realizar estudios en
campo para evaluar su comportamiento, asi como pruebas de reduccion del acetileno (ARA)

entre otras.



8. CONCLUSIONES

Se caracterizaron fisiolégicamente las cepas fijadoras de nitrdgeno a partir de la
cuantificacién de la produccién de AlA, determinado que los aislamientos C1CA, C1E, C4E y

C4T producen mayores concentraciones de este compuesto.

Se pudo confirmar mediante la evaluacién de la produccién de AIA que las cepas CICA, CIE,
Y CAT pertenecientes al grupo | del ARDRA corresponden a bacterias de la especie A.

vinelandii.

Se logré identificar la presencia del gen nifH en los aislamientos ATCC, C2E, C1T, C5E,
C3BR, C5CA., CICA, C3E y CAT

Los resultados obtenidos en este trabajo ayudaron a la caracterizacién de algunos

aislamientos de Azotobacter obtenidos preliminarmente de cultivos horticolas colombianos.



9. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de amplificacion con las 9 cepas que se obtuvo amplificacién, utilizando

una PCR de gradiente o un touch down pcr.

Realizar alineamientos de secuencias de gen nifH reportadas para el género Azotobacter en
la base de datos con el fin de disefiar “primers” especificos para el género

Realizar la secuenciacion de los productos de PCR obtenidos basados en la identificacion

del gen nifH para su analisis con herramientas bioinformaticas.

Realizar ensayos de reduccién de acetileno para cada una de las cepas
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ANEXOS

ANEXO 1. Medio de cultivo Ashby

Componente 9,
Manitol- Sacarosa- benzoato 5
MgS0O,.7H,0 0.2
NaCl 0.2
CaCl,.H,0O 0.2
KH,PO, 1
Agar 15
FeSO,.7H,0 0.005
Fuente: Martinez, 2003 pH 7.0 £2.

ANEXO 2. Composicion de medio BT

Componente 9,
K;HPO, 1
MgS0O,.7H,0 0.4
NH4NO3 0.4
NaCl 0.2
Glucosa 5
Triptona 20

ANEXO 3. Composicion de TE 1X

Componente Cantidad por cada 100ml
EDTA 1mM 0.08ml
Tris 10mM 1ml

Agua destilada 39.52ml

ANEXO 4. Preparacion de Fenol Cloroformo Isoamilico (FCI) (25:24:1)

Componente Cantidad por cada 100ml
Fenol 50ml
Cloroformo 48ml

Alcohol Idoamilico 2ml




ANEXO 5. Curva patrén AlIA

ug/ml ABS

(] ()}

2 0,018

4 0,082

8 0,202

10 0,270

15 0,408

20 0,543

25 0,689

30 0,755

35 0,912

40 1,010

45 1,112

Curva Patron AIA y = 0,0255x+0,0025
R?=0,9954

1,4
1,2

0,8

/
0,6 /
0,4

Absorbancia 530nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracién de AlA (ug/mil)




ANEXO 6. Andlisis de varianza, agrupacién de Duncan

AlA
Agrupaciéon de Duncan
cepa N a=0.05
1 2 3 4 5

C3BR 9 ,08344

C3T 9 ,08433

C5E 9 ,08811

CiT 9 ,08978

caT 9 ,09622

Cc2z 9 ,09644
CICO 9 ,10100

C5T 9 ,10378
C3CA 9 ,10989
CIBR 9 ,11100
C5CO 9 ,11589

C3E 9 12111
C4co 9 ,13211
C4CA 9 ,13222

Clz 9 ,13278
C4BR 9 ,13644
C2BR 9 ,19189
C5BR 9 ,19700
C5CA 9 ,19878

C3E 9 ,30033

CT 9 ,59744
CICA 9 ,68200 ,68200

CcaT 9 ,86422 ,86422

C4E 9 ,98444

ClE 9 ,99456
ATCC 9 1,20244

Sig. ,070 375 ,057 ,199 1,000



ANEXO 7. Agrupamiento de los aislamientos obtenido a partir de un anédlisis de
restriccion del gen ribosomal 16S (Jiménez, 2007)
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