
Caracterización molecular de  bacteria  Azospirillum sp, Azotobacter sp y Pseudomonas 
sp. promotoras del crecimiento vegatal de cultivos de 

Solanum tuberosum y Zea mays

RESUMEN
Con el objetivo de generar un banco autóctono con bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y su pos-
terior utilización como inoculantes del suelo que disminuyan la fertilización química, se tomaron muestras de raíces 
de cultivos de papa (Solanum tuberosum Var Canchan) y de maíz (Zea mayz  Var Blanco mejorado) tratados con 
cinco tipos de abonamiento: estiércol de ovino, cuy y vacuno, fertilización química y sin fertilizante, de las cuales 
se aislaron cepas de bacterias nitrificantes correspondientes a los géneros Azospirillum, Azotobacter y Pseudomo-
nas. Las bacterias fueron diferenciadas en base a su morfología, poder generador de auxinas, solubilización de 
fosfatos, reacción a la catalasa, oxidasa y similaridad genética previa amplificación de la región del mRNA 16S. 
Los resultados muestran una amplia base genética que necesita ser caracterizada e identificada exhaustivamente. 
La producción de AIA en Azospirillum llegó hasta niveles de 120 ppm; 118 ppm para el género Azotobacter y 115 
ppm en Pseudomonas fluorescens. De cepas seleccionadas, el DNA fue secuenciado, comparado con la Base de 
Datos del GenBank  e identificadas hasta especie, tales como Azospirillum brasilense; Azotobacter vinelandii,  A. 
choccrococum, A. nigricans y A. salinestris. Las secuencias amplificadas con los primer universales 9-27F y 1542R 
para las cepas de Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas fluorescens utilizados para este estudio no están repor-
tados en la base de datos del GenBank.

ABSTRACT
With the aim of generating a native bank with Promoting Grow Plant Rhizobacteria (PGPR) and their later use as 
inoculates of the soils that diminishes the chemical fertilization, samples were taken from roots of cultures of potato 
(Solanum tuberosum Var Canchan) and of maize (Zea mayz Var Improved white) dealt with five types of fertilization: 
ovine, bovine guinea and pig manure, chemical fertilization and without fertilizer, of which strains of nitrogen-fixing 
bacteria corresponding to the genera Azospirillum, Azotobacter and Pseudomonas were isolated. The bacteria were 
differentiated on the basis of their morphology, generating power of auxins, phosphate solubilization, reaction to 
the catalase, oxidasa and genetic similarity previous amplification of the region of rRNA 16S. The results show 
an ample genetic base that exhaustive need to be characterized and to be identified. The production of AIA in 
Azospirillum arrived until 120 levels of ppm; 118 ppm for the genera Azotobacter and 115 ppm in Pseudomonas 
fluorecens. Of selected strains, the DNA was sequenced, compared with Base of Data the GenBank and identified 
until species, such as Azospirillum brasilense; Azotobacter vinelandii, A. choccrococum, A. nigricans and A. salinestris. 
The sequences amplified with primer universal 9-27F and 1542R for the strains of Azospirillum, Azotobacter and 
Pseudomonas fluorescens used for this study are not reported in the data base of the GenBank. inóculo 
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INTRODUCCIÓN
La pérdida de calidad del suelo está íntimamen-
te relacionada con la disminución de la biodi-
versidad y concentración de biomasa presente 
en el suelo (Collados; 2006). Esto es conse-
cuencia del uso indiscriminado de agroquími-
cos, monocultivos y la falta de aplicación de tec-
nologías que actúen en armonía con el medio 
ambiente. En la actualidad los inoculantes mi-
crobianos representan una excelente alternativa 
para llevar a cabo una agricultura sostenible, 
mejorando el rendimiento y ofreciendo tecno-
logía que responda al medio ambiente (Jimé-
nez, 2007), cumpliendo el papel de “bioferti-
lizantes”, “bioprotectores” y “fitoestimuladores” 
(Collados, 2006), sin embargo, estas tecnolo-
gías no están dando los resultados esperados 
debido a que estos inoculantes fueron aislados 
de suelos con clima y composición de nutrientes 
diferentes al lugar donde son inoculados (Abril, 
2006). Una estrategia para minimizar este efec-
to es que los inoculantes sean autóctonos de 
modo que puedan responder a las condiciones 
climáticas y nutricionales del suelo. 
Existe un cúmulo de especies bacterianas con 
capacidad promotora de crecimiento (PGPR). El 
género Azotobacter se  caracteriza por la fija-
ción de nitrógeno atmosférico al suelo; Azospi-
rillum por la producción de auxinas y Pseudomo-
nas fluorescens destaca como biocontrolador.

MÉTODOLOGIA
Muestreo
Se consideraron cuatro zonas representativas 
del Valle del Mantaro: Chupaca (CH), Huayao 
(H), San Ana (SA) y El Mantaro (M), en las cua-
les se instalaron cultivos de papa y maíz bajo 
cuatro tratamientos de fertilización: estiércol de 
ganado vacuno, ovino y cuy, fertilizante quími-
co; también se consideró un tratamiento control 
(sin fertilización alguna). Unos días antes de la 
cosecha, se recolectaron muestras de raíces, las 
que fueron conducidas bajo condiciones estéri-
les y en frío al laboratorio. En el laboratorio se 
seleccionaron las raíces, se lavaron con agua 
corriente y enjuagaron con agua estéril, segui-
damente fueron cortadas en trozos de 1-2 cm y 
depositadas en tubos con solución salina pepto-
nada estéril  para su trituración.

Aislamiento de bacterias promotoras del creci-

miento vegetal PGPR

Azospirillum
Para el aislamiento de cepas pertenecientes al 
género Azospirillum se empleo la metodología 
descrita por (Abbas et. al., 2007). Los medios 
de cultivo empleados fueron NFb (N-free semi-
solid malate médium) y Agar rojo congo.

Se inoculó 1 ml de la muestra obtenida del 
tratamiento de las raíces en tubos con 9 ml de 
medio NFB, y se incubó a 30ºC por 72 horas, 
se consideraron positivos (actividad de la nitro-
genasa) aquellos cultivos que formaron un halo 
blanquesino en la superficie. De los cultivos 
positivos se sembraron en Agar rojo congo por 
estrías, siendo incubadas a 30ºC por 48 horas, 
las colonias con coloración roja y con morfolo-
gía convexa fueron aisladas en viales de 20 ml 
con 5 ml de agar nutritivo en posición inclinada 
y conservadas a 4ºC.

Azotobacter
Se utilizó el método basado en el recuento de 
Azotobacter propuesto por Zúñiga, (2008). Se 
inoculó 1 ml de la muestra obtenida del trata-
miento de las raíces en tubos con 9 ml de caldo 
libre de nitrógeno y se incubó a 30ºC por un 
periodo de 48 horas. La presencia de turbidez y 
cambio de color del medio (de verde a amarillo) 
indicó el desarrollo de bacterias del género Azo-
tobacter. De los cultivos positivos se sembraron 
por estrías en Agar libre de nitrógeno, e incuba-
dos por espacio de 48 horas a 30 ºC. El desa-
rrollo de colonias mucilaginosas transparentes 
y de color amarillo fueron consideradas como 
Azotobacter sp., las cuales fueron aislados en 
viales de 20 ml con  5 ml de agar nutritivo en 
posición inclinada y conservadas a 4ºC.

Pseudomonas fluorescentes
Se siguió la metodología de Pérez et. al., (2000) 
con algunas modificaciones. Se inoculó 1 ml 
de la muestra obtenida del tratamiento de las 
raíces en tubos con caldo King B y se incubó a 
30ºC por 48 horas. La presencia de turbidez 
de color marrón con olor característico indicó el 
desarrollo de cepas pertenecientes a la especie 
Pseudomonas fluorescens. De los cultivos positi-
vos se sembraron por estrías en Agar King B. El 
desarrollo de colonias pastosas, invasivas y con 
fluorescencia a emisiones UV fueron conside-
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radas Pseudomonas fluorescens, estas colonias 
fueron aisladas en viales de 20 ml con 5 ml de 
agar nutritivo en posición inclinada y conserva-
das a 4ºC.   

Todas las bacterias aisladas fueron sometidas a 
la prueba de la catalasa, oxidasa (siguiendo la 
metodología de Escobar, 2002) y a pruebas de 
tinción Gram.

Evaluación de la capacidad promotora del 
crecimiento vegetal
Producción de ácido indol acético (AIA)
Se empleó la metodología reportado por Abbas 
et. al., (2007). Se preparó una curva estándar 
con ppm de AIA a partir de concentraciones de 
0; 5; 10; 15; 20; 25; 25; 30; 40; 60; 80; 100; 
150; 200; 300 ppm de AIA en caldo nutritivo. 
Para la medición de la absorbancia se mezcló 
cada concentración de AIA preparada ante-
riormente con solución de Salper (2% de FeCl3 
0.5M en 35% de ácido perclórico) en una pro-
porción de 2:1 respectivamente, seguidamente 
se sometió a oscuridad por 30 min y luego se 
procedió a realizar la lectura a 535 nm. 

Solubilización de fosfatos
Para la determinación cuantitativa se preparó 
el medio de cultivo NBRIP (National Botanical 
Research Institute phosphate growth médium) 
con fosfato tricálcico. Se sembraron las cepas 
en estudio por estrías y se incubaron las placas 
a 28ºC por 10 días, la evaluación de formación 
de halos fue interdiaria, debido a que la secre-
ción de los ácidos solubilizadores de fosfato que 
producen las bacterias, es variable.

Identificación molecular de las bacterias 
autóctonas promotoras de crecimiento.

Aislamiento del DNA genómico de bacte-
rias promotoras de crecimiento.
Para este fin se empleó la metodología de To-
rija, (2002) adaptado para bacterias, la cual 
consiste en sembrar las muestras en estudio en 
5 ml de caldo nutritivo por 48 horas a 28ºC, 
seguido de centrifugación, lavado y congelado 
del pellet obtenido a -20 ºC por 24 horas, para 
ser liofilizados; posteriormente se realizó la lisis 
con 500 µl de tampón 1( tris 50 mM, EDTA 20 
mM pH 7,4 con HCl), se añadió 50 µl de SDS 
al 10%, se mezcló e incubó a 65ºC por 30min, 

luego se adicionó 200 µl de acetato de potasio 
5M se vorteó y se incubó a -20ºC por 2 horas, 
luego se centrifugó a 12000 rpm por 20 min y 
se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo, se 
añadió 700 µl de isopropanol e incubó a -20°C 
por 3horas para precipitar el DNA. El pellet de 
DNA se lavó con 500 µl de etanol al 70% (v/v) 
luego se secó al vacío el pellet y se resuspendió 
con 50 µl de buffer TE. Posteriormente se realizó 
una corrida electroforética en gel de agarosa al 
1% en buffer TBE para comprobar la extracción 
de DNA. Se utilizó el Marker Lamda DNA/Hind 
III (Fermentas). Finalmente se determinó la con-
centración de DNA extraído a 260nm.

Amplificación de la región del rRNA 16S
Se empleó el kit Gotaq DNA Polymerase (cod# 
M 3005) PROMEGA con la siguientes concentra-
ciones finales: dNTPs 0,2 mM, buffer 5x Green 
or cooloriess Go Taq  1X, primers forward 9-27 
(5’-GAGTTTGATCTGGCTCAG-3’) 0,5 µM, pri-
mer reverse 1542 (5’– AGAAAGGAGGTGATC-
CAGCC-3’) Taq polimerasa 0,025 U/µl, DNA 
≤0,01µg/µl y agua. Para la amplificación de la 
región 9-27 – 1542 del rRNA 16S se utilizó el 
siguiente programa: Desnaturalización inicial: 5 
min a 94ºC; 35 ciclos (Desnaturalización: 30 s 
a 94ºC; alineamiento 50 s a 50ºC; extensión 
1 min 30 s a 72ºC); extensión final 10 min a 
72ºC. La amplificación se verificó en electro-
foresis sobre gel de agarosa al 1% en TAE 1X 
a 90 V por 1h, se utilizó el marcador de peso 
molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder plus 
(Fermentas). Las bandas se visualizaron en 
un transiluminador UV y se fotografiaron. La 
cuantificación de DNA amplificado se realizó 
utilizando cantidad estándar de DNA del fago 
lambda (Invitrogen) para concentraciones de 
(20 ng, 40 ng y 60 ng).

Análisis de los perfiles de restricción de la 
región de la región rRNA 16S
Para determinar los perfiles de restricción de 
la subunidad ribosomal RNA 16S en la región 
9-27 – 1542, se procedió a digerir  los ampli-
ficados con las siguientes enzimas de restric-
ción: Alu I (Promega), Rsa I (Promega) y Hpa 
ll (Promega) se preparó un Mix igual para las 
tres enzimas con 16,3 µl de agua, RE 10X bu-
ffer 2µl, Acetylated BSA, (10µg/µl) 1µl, enzima 
de restricción (10U/µl) 0,5µl, DNA producto de 
PCR 10µl , se incubaron a 37ºC por 4h. Se-

Nicolás Román C. et al.

Páginas 89-97



92

guidamente se realizó una corrida electroforé-
tica de los digeridos en gel de agarosa al 2,0% 
en TAE 1X a 80V. Se utilizó como marcador de 
peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
(Fermentas). Las bandas se visualizaron en un 
transiluminador UV y se fotografiaron.
Los resultados se compararon con la base de 
datos del National Center for Biotechnology In-
formation realizando un Blast con los primers 
utilizados y aplicando la herramienta de New 
cutter V.2.0 (Biolabs). Para el análisis de los 
polimorfismos y el análisis estadístico de la in-
formación obtenida se utilizó el coeficiente de 
agrupamiento simple (Sokal y Sneath 1963) y 
el dendograma se construyó con el método de 
agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method Using Arithmetic Averages) para ambos 
casos se utilizó el programa NTSYS pc 2.0 (Rohlf 
1997).

Para la confirmación de datos cinco muestras 
fueron secuenciadas en Macrogen (Korea), cua-
tro pertenecientes al género Azotobacter y una 
a Pseudomonas fluorescens de PCR.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Aislamiento y caracterización morfológica 
de cepas PGPR

Azospirillum
Sobre el medio NFb se observó la formación 
de una biopelícula blanquecina subsuperficial 
típica del crecimiento del género Azospirillum 
(Reis et. al., 2004). Este crecimiento reveló el 
comportamiento microaerófilo acompañado 
del cambio de pH del medio (de 7 a 5) ma-
nifestado por el cambio de color de verde a 
amarillo (Peña et. al., 2007). La morfología 
adoptada en Agar rojo congo corresponde a 
colonias con formas circulares e irregulares, 
con elevación convexa, plana y con superficie 
lisa, rugosa. La coloración que adoptaron fue 
de rojo encendido, siendo esta característica 
ampliamente usada como criterio para el re-
conocimiento tentativo del género Azospirillum 
(Rodríguez-Cáceres, 1982). Con respecto a la 
morfología microscópica se observaron bacilos 
cortos, esta morfología adoptada se debe a la 
influencia del tipo de cultivo empleado, al res-
pecto Lamm y  Neyra (1981) mencionan que en 

cultivos semigelificados y gelificados con más 
de 24 h de incubación, la morfología adoptada 
por cepas de Azospirillum corresponde a célu-
las refringentes con forma ovoide y de paredes 
gruesas, similares a quistes.

Todas las cepas fueron en su gran mayoría 
Gram negativas, catalasa positiva y oxidasa ne-
gativo. 

Se aislaron en total 200 cepas de las cuatro zo-
nas consideradas en el trabajo. De cada zona 
se aislaron un total de 50 cepas, 25 cepas por 
cultivo (papa y maíz) y 5 cepas por cada trata-
miento.

La codificación de las cepas corresponde a los 
códigos asignados durante la preselección de 
cepas realizada en campo. Descripción de có-
digos 12135: El primer número corresponde 
al género (1: Azospirillum, 2: Azotobacter, 3: 
Pseudomonas), el segundo, al lugar (1: Man-
taro, 2: Huayao, 3: Santa Ana, 4: Chupaca), el 
tercero, al cultivo (1: papa, 2: maíz), el cuarto, 
al tratamiento (1: ovino, 2: cuy, 3: vacuno, 4: 
químico, 5: testigo), y el quinto, al número de 
cepa.

Azotobacter
Las colonias aisladas en agar libre de nitrógeno 
presentaron aspecto transparente, coloraciones 
amarillas y cremas, con aspecto mucilaginoso, 
similares a lo reportado por Jiménez (2007). 
Las cepas en su mayoría fueron catalasa positi-
va, oxidasa variable y Gram negativas. Las for-
mas celulares varían desde bacilos hasta cocos, 
individuales, en pares o formando agregados 
irregulares, y algunas veces formando cadenas 
de tamaño variable. El rango de pH en el que 
crecen es 4.8 a 8.5, sin embargo el pH óptimo 
para crecer cuando fijan nitrógeno es 7.0 a 7.5 
(Espín, 2002). Se aislaron en total 200 cepas 
de las zonas y tratamientos considerados en el 
trabajo

Pseudomonas fluorescens
Las colonias aisladas presentaron color pardo 
rojizo, brillantes, colonias cremosas, redondas 
y ovaladas con emisión de fluorescencia ante 
luz UV (Zuno et.al., 2008), todas resultaron 
Gram-negativas.
Evaluación de la capacidad promotora del 
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crecimiento vegetal

Producción de ácido indol acético (AIA)
De las pruebas realizadas se identificó 34 cepas 
del género Azospirillum sp., 14 cepas de Azoto-
bacter sp. y 19 cepas de Pseudomonas fluores-
cens con capacidad apreciable de producción 
de AIA in vitro mayor a 20 ppm, sin embargo 
para las pruebas moleculares se escogieron las 
cepas con producción mayor a 80 ppm (figu-
ra 1), debido a que el efecto del AIA sobre las 
raíces depende de la concentración, siendo 80 
ppm estimulante para la elongación radicular, a 
su vez esta hormona también promueve la ca-
pacidad de fijar nitrógeno (Christiansen, 1988). 
La producción de AIA en el género Azospirillum 
llegó hasta niveles de 120 ppm; 118 ppm para 
el género Azotobacter y 115 ppm en Pseudomo-
nas fluorecens estos resultados son diferentes a 
los obtenidos por Torres-Rubio (2000) que tra-
bajo con 40 muestras de diferentes cultivos de 
cepas de Pseudomonas, Azotobacter vinelandii, 
Azotobacter. chroococcum y otros que dieron 
concentraciones de 35 ppm en Azotobacter vi-
nelandii y Azotobacter chroococum y 32,2 ppm 
en Pseudomonas, cabe destacar que la produc-
ción de AIA incide en el desarrollo de las raíces 
laterales y pelos radicales, contribuyendo a una 
mejor eficiencia en la toma de nitrógeno y de-
más nutrientes del suelo (Hafeez et al., 2004)

Figura 1: Producción de ácido Indol acético en 
cepas preseleccionadas del género Azospiri-
llum, (inicio con el código 1) Azotobacter (inicio 
con el código 2), Pseudomonas (inicio con el 
código 3), aisladas en las zonas experimentales 
de El Mantaro, Chupaca, Santa Ana y Huayao
Solubilización de fosfatos

En cuanto a la capacidad de solubilización de fos-
fatos, 72 cepas de Azospirillum formaron halos de 
0,1cm a 1cm de radio, 82 cepas de Azotobacter 
formaron halos hasta 1,2cm de radio y 98 cepas 
de Pseudomonas fluorescens formaron halos hasta 
1cm de radio, esta formación de halos alrededor de 
las colonias bacterianas, aparece al desarrollarse en 
el medio sólido con fosfato de calcio (Ferrera, 2007) 
debido probablemente a la producción de ácidos 
orgánicos (Vázquez et.al 2000) tales como: acético, 
isobutírico, isovalérico, láctico, succínico y propióni-
co (Ferrera- Cerrato 2007). 
Para la caracterización molecular se escogieron 
aquellas cepas que produjeron halos de solubiliza-
ción mayor a 0,7 cm, los cuales se muestran el fFi-
gura 2.

Figura 2: Capacidad solubilizadora de fosfato en ce-
pas del género Azospirillum y Azotobacter aisladas 
de las zonas experimentales de El Mantaro, Chupa-
ca, Santa Ana y Huayao con cultivos de papa y maíz.

Identificación molecular de cepas preselec-
cionadas PGPR
Las concentraciones de DNA obtenidas fueron 
variables, desde 88 ng/µl a 1500 ng/µl, por 
ello se hicieron diluciones hasta obtener una 
concentración 50ng/µl para realizar la PCR.
El producto de PCR fue aproximadamente 1500 
pb, y las concentraciones de 40 ng/µl para Azo-
tobacter y 60 ng/µl para Azospirillum y Pseudo-
monas fluorescens (figuras 3 y 4).
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Figura 3. Productos de PCR de la región 9-27-
1542. M Marcador 100bp DNA ladder plus 
(cada banda representa 100 pb). Carril 1 E. 
coli , carriles 3,6,9,10,11,13,15,16,18 resulta-
dos de Pseudomonas fluoresces (60ng/µl) ca-
rril 4,5,7,8,12,14,17 resultados de Azotobacter 
(40ng/µl).

Figura 4. Productos de PCR de la región 927-
1542. M Marcador 100bp DNA ladder plus, 
carriles 21,22,25,28,29,30,31,34 resultados 
de Azospirillum (60ng/µl)

La digestión que se realizó a los amplificados 
de Azospirillum sp mostrados en la figura 5 con 
las tres enzimas de restricción mostraron eleva-
do polimorfismo. Para evaluar el polimorfismo 
se usó el servidor BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) y se eligió un tipo de búsqueda 
especializado con cebadores específicos (Pri-
mer-BLAST) para hacer una comparación de la 
secuencia del primer utilizado que anclaría en 
la secuencia almacenada en la base de datos 
del NCBI. El resultado mostró la secuencia de 
Azospirillum sp. B510 (NCBI Reference Sequen-
ce: NC_013859.1) con un grado de similaridad 
del 50% y Azospirillum brasilense strain Sp7 gly-
cogen phosphorylase (glgP) gene con 570 pb y 
Azospirillum brasilense ipdC, gltX & cysS genes 
con 1889 pb los cuales no son afines a nues-
tros resultados porque la PCR obtenida fue de 
1500 pb estos resultados indican que los primer 
universales 9-27 y 1542 utilizados para este es-
tudio no fueron específicos para las cepas de 
Azospirillum; sin embargo se construyó la ma-
triz de similaridad genética utilizando análisis 
de agrupamiento UPGMA con los resultados 
de los cortes con las enzimas y se observa alto 

grado de similaridad genética entre las cepas  
11242,12141, 11232, y de otro lado entre las 
cepas 12121, 12145, 13245 que provienen de 
suelos de El Mantaro, Huayao, y Santa Ana en 
cultivos de papa y maíz (Figuras 6, 7 y 8)

Figura 5. Resultados de los cortes con las en-
zimas de restricción Alu I, Hpa II y Rsa de los 
amplificados de Azospirillum.

Figura 6. .Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azospirillum en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Alu I,

Figura 07. Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azospirillum en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Hpa II
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Figura 8. Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azospirillum en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Rsa I

La figura 9 muestra el resultado de los cortes 
con enzimas para los amplificados de las bac-
terias del género Azotobacter. Para evaluar los 
cortes de restricción se hizo un primer designing 
con los primer empleados para Azotobacter 
group (taxid:351) sin resultados, pero al rea-
lizar un Blast con el primer 9-27F produjeron 
alineamientos significativos de secuencias de 
Azotobacter vinelandii indicando 44% de pro-
babilidad que es la secuencia de la cepa indi-
cada.

Figura 9. Resultados de los cortes con las en-
zimas de restricción Alu I, Hpa II y Rsa de los 
amplificados de Azotobacter.

Los análisis de agrupamiento UPGMA con los 
resultados de los cortes con las enzimas mues-
tran un alto grado de similaridad genética, por 
un lado entre las cepas 21112, 21151, 24114 y 
entre 21123 y 21243 provenientes de la zona El 
Mantaro y Chupaca con cultivo de papa (figuras 
10, 11,12).

Figura 10. Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azotobacter en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Alu I

Figura 11.Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azotobacter en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Hpa II

Figura 12. Agrupamiento UPGMA de las cepas 
de Azotobacter en base a los amplificados es-
cindidos con enzima de restricción Rsa I
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Los resultados para Pseudomonas fluorescens 
indican que las enzimas no encontraron sitios 
de cortes para la secuencia amplificada (figura 
13) al realizar el análisis bioinformático se ob-
servó que los primers utilizados no anclaban en 
la secuencia de Pseudomonas fluorescens repor-
tados en la base de datos del Genbank.

Figura 13. Resultados de los cortes con las en-
zimas de restricción Alu I, Hpa II y Rsa de los 
amplificados de Pseudomonas fluorescens (re-
sultado negativo).

Los resultados de comparación nucleotídica 
(Blastn) de las mejores cepas productoras de 
AIA indican que las cepas 21115 y 21145 con E 
value 0 y grado de similaridad 80% pertenece-
rían a Azotobacter choccrococum y A. nigricans, 
respectivamente; la cepa 24134 con E value de 
0, grado de similaridad 80,7% pertenecería a 
Azotobacter nigricans sub sp nigricans gene for 
16S rRNA, la cepa 24215 con E value de 0, 
grado de similaridad de 60,7%, pertenecería a 
Azotobacter salinestris strain I-A 16 rRNA gene. 
El secuenciamiento parcial de la cepa 34243 
mediante Megablast indica que correspondería 
a la especie Erwinia herbícola insertion sequen-
ce ISEhe2 con E value 0 y grado de similaridad 
de 80,7%.

El estudio llegó a la conclusió siguiente mostró 
que las cepas estudiadas producen acido indol 
acético (AIA) y tienen capacidad solubilizadora 
de fosfatos permitiendo un posterior estudio in 
vitro.

Las secuencias amplificadas con los primer 
universales 9-27F y 1542R para las cepas 
de Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas 
fluorescens utilizados para este estudio no están 
reportados en la base de datos del Genbank.

Existe alta similaridad genética entre las especies 

de bacterias estudiadas dentro las zonas 
muestreadas con cultivos de papa y maíz.

En base al secuenciamiento del DNA, se ha 
identificado preliminarmente a los siguientes 
especímenes: Azospirillum brasilense; 
Azotobacter vinelandii,  A. choccrococum, A. 
nigricans y A. salinestris. 

RECOMENDACIÓN
Es necesario diseñar primer específicos para las 
bacterias presentes en nuestros suelos.
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