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ABSTRACT

RESUMEN

For Gluconacetobacter diazotrophicus cultivation
have been used different media, but a few researches
shows the changes in the plant growth promoting traits of
this microorganism. The aim of this work was to evaluate in
vitro and in vivo conditions the effect of five culture media
in plant growth promotion activity of this bacterium in carrot
and sugar beet. The bacterium concentration after 48 hours
of fermentation in a shaker was 10'2CFU.mL" in all media.
After the fermentation process, the bacterium has stable
growth in culture medium without combine nitrogen; but it
has difference in the solubilization halo in NBRIP medium,
indicating the affectation of phosphorous solubilization
ability. The effect of final fermentation products application
over carrot and sugar beet also depend of the medium used
for microorganism growth. Media like SG and SYP where
better for the action over lives and MA medium (rice) was
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Para el crecimiento de Gluconacetobacter
diazotrophicus se han utilizado diferentes medios de
cultivos, aunque existen pocos trabajos que ilustran cémo
estos afectan las caracteristicas del microorganismo y
su efecto en la planta. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar en condiciones in vitro e in vivo el efecto
de cinco medios de cultivos sobre el potencial como
promotor del crecimiento vegetal de esta especie
bacteriana en zanahoria y remolacha. La concentracion
del microorganismo después de 48 horas de fermentacion
en zaranda rotatoria se mantuvo en el orden de 10'2CFU.
mL" para todos los medios de cultivo evaluados. Al finalizar
el proceso fermentativo la bacteria present6 un crecimiento
estable en un medio carente de nitrdgeno combinado; sin
embargo, las diferencias en los halos de solubilizacion en
el medio NBRIP indican una afectacion en la capacidad
de solubilizacion de fésforo. El efecto de la aplicacion de
los productos finales de la fermentacion sobre zanahoria y
remolacha depende del medio utilizado para el crecimiento
del microorganismo. Variantes como el SG y SYP producen
una mayor influencia sobre el follaje, mientras que el medio
MA (elaborado a base de arroz) sobresale por su efecto
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better in the action over root in both vegetables species.
The results show the influence of culture medium in plant
growth promotion activities of G. diazotrophicus in carrot
and sugar beet.

sobre las raices de ambas especies horticolas. De esta
forma se demuestra que el medio de cultivo influye en las
caracteristicas como promotor del crecimiento vegetal de
G. diazotrophicus en zanahoria y remolacha.
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Introduction Introducciéon

Gluconacetobacter diazotrophicus is Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria

an endophytic bacterium belonging to the phylum
Proteobacteria, section Alpha, order Rhodospirillales
and family Acetobactereceae. It has great attractions
for the preparation of biofertilizers due to its ability to fix
atmospheric nitrogen, produce indoleacetic acid (IAA),
solubilize mineral nutrients and exhibit antagonistic
activity against phytopathogenic fungi (Reis et al., 2015).
Also, the positive results obtained by the inoculation on
graminaceous plants (Kumarasamy & Santhaguru, 2011;
Indi et al., 2014; Patil et al., 2011, Hernandez-Escarefio
et al., 2015) and tropical foods (Dibut ef al., 2011) were
interesting in this way.

Different culture media used for the growth of this
bacterial species are described. The liquid medium
LGIM was used by Molinari & Bioardi (2013) to evaluate
the production of biomass and levana. On the other
hand, Dibut et al. (2011) obtained a biopreparate for
agricultural use in the SG medium. The liquid DYGS
medium was used to determine the influence of gluconic
acid on the antagonistic activity of the microorganism
(Nieto-Penalver et al., 2014), as well as to investigate
aspects related to the endophytic colonization process
(Alquéres et al., 2013). Although the culture medium
used for the bacterial growth, can exert effects on its
metabolism, no research was found in the consulted
literature where the effect as plant growth promoting
bacteria for this species is demonstrated. This aspect
has great importance for the biotechnological application
of G. diazotrophicus. It is also decisive for the use
of this microorganism in the bioproducts obtainment
for stimulate the plant growth in species of economic
interest, since the effectiveness of these will depend on
the composition of the medium.

endofita perteneciente al phylum Proteobacteria, seccion
Alfa, orden Rhodospirillales y familia Acetobactereceae.
la elaboracion de

Tiene grandes atractivos para

biofertilizantes por su capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico, producir acido indolacético (IAA), solubilizar
nutrientes minerales y presentar actividad antagonista frente
a organismos fitopatdégenos (Reis et al., 2015). A ello se le
une los resultados positivos obtenidos por su inoculacion
sobre gramineas (Kumarasamy & Santhaguru, 2011; Indi et
al., 2014; Patil et al., 2011; Hernandez-Escarefio et al., 2015)

y viandas tropicales (Dibut et al., 2011).

En la literatura se describen diferentes medios de cultivo
utilizados para el crecimiento de esta especie bacteriana. El
medio LGIM liquido, se empleé por Molinari & Bioardi (2013)
para evaluar la produccién de biomasa y levana, mientras
que en el 2011, Dibut et al. (2011) obtuvieron un biopreparado
de uso agricola en el medio SG. En las investigaciones
realizadas para determinar la influencia del acido glucénico en
la actividad antagonista del microorganismo se usé el medio
DYGS (Nieto-Pefalver et al., 2014), al igual que para investigar
aspectos relacionados con el proceso de colonizacion
endofitica (Alquéres et al., 2013). Aunque el medio de cultivo
utilizado para el crecimiento del microorganismo puede ejercer
efectos sobre su metabolismo, no se encontré en la literatura
consultada ninguna investigacion donde se demuestre
su accion sobre el potencial como bacteria promotora del
crecimiento vegetal de la especie bacteriana. Este aspecto
es de gran importancia para la aplicacion biotecnoldgica de
G. diazotrophicus. Igualmente resulta determinante para el
empleo del microorganismo en la obtencion de bioproductos
que estimulen el crecimiento de especies vegetales de interés
econdmico, ya que de la composicion del medio dependera
entonces la efectividad de estos.
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The objective of this work was to determine the influence of
the culture media used for the growth of G. diazotrophicus
in its potential as a bacterium that promotes plant growth in
vitro and in vivo.

Material and Methods

The research was conducted during 2012-2014
period.

Bacterial strain and culture media

The INIFAT Gd-42 strain of Gluconacetobacter
diazotrophicus conserved in the Collection of Beneficial
Bacteria of the Fundamental Research Institute for
Tropical Agriculture Alejandro de Humboldt (INIFAT)
(Rios et al., 2016b) was used. The microorganism was
grown under fermentation conditions in an orbital shaker
at 150 rpm, at 28 + 2 °C of temperature. In the study,
five culture media previously used in the study of this
bacterium were used: LGl (Cavalcante & Ddbereiner,
1998); SG (Dobereiner et al., 1993); SYP (Caballero-
Mellado & Martinez-Romero, 1994); a modification of the

El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia
del medio de cultivo utilizado para el crecimiento de G.
diazotrophicus en su potencial como bacteria promotora
del crecimiento vegetal in vitro e in vivo.

Material y Métodos

El trabajo se desarroll6 durante los afios 2012-
2014.

Cepa bacteriana y medios de cultivo

Se utilizé la cepa INIFAT Gd-42 de Gluconacetobacter
diazotrophicus conservada en la Coleccion de Bacterias
Beneficiosas del Instituto de Investigaciones Fundamentales
de Agricultura Tropical Alejandro de Humboldt (INIFAT) (Rios
et al., 2016b). El microorganismo fue crecido en condiciones
de fermentacién sumergida en agitador orbital a 150 rpm, a
28 + 2 °C de temperatura. En el estudio se utilizaron cinco
medios de cultivo previamente empleados en el estudio de
esta bacteria: LGl (Cavalcante & Dobereiner, 1998); SG
(Dobereiner et al., 1993); SYP (Caballero-Mellado & Martinez-
Romero, 1994); una modificaciéon del medio DYGS (Siqueira

Table 1.
Media composition used in the study (each liter).
Tabla 1.
Composicion de los medios de cultivo utilizados en el estudio (para cada litro).
LGI SG SYP DYGS MA
Sucrose 50 g Glycerol 10mL  Sucrose 10 g Sucrose 10 g Sucrose 50 g
Sugar 50 g

Triptone 5.0

Yeast extract 0.03 Yeastextract1 Yeastextract3 g

K,HPO, 0.1 K,HPO, 0,1 K,HPO,1g
KH,PO; 0.3 KH,PO,03  KH,PO;3g
CaCl,ZH,0001 MgSO’.7H,0
MgS0,.7H,00.1 0.1
Na,M60,2H,0 CaCl,.2H,0
0.061 0,001
FeCl,.6H,0 0.005 Na,MoO,.2H,0

0,001

FeCl,.6H,0

0.05
pH 5.5 pH 6.0 pH 6.0
Cavalcante & D6- Dobereiner et Caballero-Mella-
bereiner, 1998 al., 1993 do & Martinez-

Romero, 1994

Bacteriological Peptone 2 g

Glutamic acid 1.5 Rice cooked extract 50 g

Yeast extract 3 g

MgSO, 1.5¢g
KHPG, 1.0g
KH,PO, 3 g

Yeast extract 5 g

pH 6.0

Siqueira et al., 2009 Ortega, 2012
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DYGS medium (Siqueira et al., 2009) and the MA medium
(Ortega, 2012) (Table 1). All were prepared in 500 mL
Erlenmeyer flasks containing 250 mL of effective volume,
which were inoculated with the pure strain. The growth of
the microorganism was evaluated by counting colonies
on solid medium and calculating the colony forming units
(CFU mL™") (Madigan et al., 2014). The samples were
taken every two hours during the first 12 hours. Since
that time, the samples were taken every four hours until
the end of the 48 hours of fermentation.

In vitro evaluation of nitrogen fixing and phos-
phorus solubilization activity

Once the bacteria had grown in the five culture
media, their capacity to fix atmospheric nitrogen and
to solubilize phosphorus was evaluated under in vitro
conditions. For the first case, a qualitative criteria was
used (Pérez et al., 2014), based on the growth of the
microorganism during five successive inoculations
performed by puncture in the semisolid LGl medium
without combined nitrogen (Cavalcante & Ddobereiner,
1998). The solubilization of phosphorus was evaluated
from the subtraction between the halo of solubilization
and the grouth halo of the colony formed in the NBRIP
medium (Nautiyal, 1999) at 72 hours of incubation. In
both determinations the bacteria was maintained at
temperature of 28 + 2 °C and three repetitions of each
one were made.

Evaluation of the plant growth promotion

activity

To know the effect of the culture medium
on the stimulation effect of G. diazotrophicus in vivo
conditions, a greenhouse experiment was carried out.
2 kg capacity pots were used, which were filled with Ferralitic
Red soil (Hernandez et al, 2015) without sterilization,
characterized by having 2.85 % organic matter, pH 7.3,
2.09 ppm assimilable phosphorus and Ca?*, Mg#, Na* and
K* content of 19.1; 4.2; 0.11 and 0.38 c.mol.kg soil .

Unsterilized seeds of carrot (Daucus carota L.) cultivar
New Kuroda and sugar beet (Beta vulgaris L.) cultivar
Detroit Red were used. For the production of the
bioproducts, G. diazotrophicus was cultivated in five
culture media separately under submerged fermentation
conditions in shaker orbital at 150 rpm and 28 + 2 °C
of temperature. Each culture was suspended in common
water at 10 %, obtaining a final bacterial density of 108
CFU.mL™". The final solution was applied by spraying the

et al., 2009) y el medio MA (Ortega, 2012) (Tabla 1). Todos
se prepararon en matraces Erlenmeyers de 500 mL que
contenian 250 mL de volumen efectivo, los que se inocularon
con la cepa pura. El crecimiento del microorganismo se
evalud por conteo de colonias en medio solido y calculando
las unidades formadoras de colonias (CFU mL™") (Madigan et
al., 2014). Las muestras se tomaron cada dos horas durante
las primeras 12 horas de cultivo y a partir de ese momento,
cada cuatro hasta finalizar las 48 horas de fermentacion.

Evaluacion in vitro de la actividad fijadora de
nitrégeno y de solubilizacion de fésforo

Una vez crecida la bacteria en los cinco medios de
cultivo, se evalud en condiciones in vitro su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico y de solubilizar fésforo. Para el primer
caso se utilizé un criterio cualitativo (Pérez et al., 2014),
basado en el crecimiento del microorganismo durante cinco
inoculaciones sucesivas realizadas por puncion en el medio
LGI semisodlido libre de nitrégeno combinado (Cavalcante
& Débereiner, 1998). La solubilizacion de fésforo se evaluo
a partir de la resta entre el halo de solubilizacion y el halo
decrecimiento de la colonia formado en el medio NBRIP
(Nautiyal, 1999) a las 72 horas de incubacion. En ambas
determinaciones la bacteria se mantuvo a una temperatura
de 28 + 2 °C y se realizaron tres repeticiones de cada uno.

Evaluacion de la actividad estimuladora del cre-
cimiento de las plantas

Para conocer el efecto del medio de cultivo sobre
la accion estimuladora de G. diazotrophicus en condiciones
in vivo se realizd un experimento en casa de cristal. Se
utilizaron macetas de 2 kg de capacidad que se rellenaron
con suelo Ferralitico Rojo (Hernandez et al., 2015) sin
esterilizar, caracterizado por presentar un 2.85 % de materia
organica, pH de 7.3 unidades, 2.09 ppm de fésforo asimilable
y un contenido de iones Ca?, Mg#, Na* y K* de 19.1; 4.2;
0.11 y 0.38 c.mol.kg suelo™.

Se emplearon semillas sin esterilizar de zanahoria (Daucus
carota L.) cultivar New Kuroda y de remolacha (Beta vulgaris L.)
cultivar Detroit Red. Para la obtencién de los productos se cultivd
G. diazotrophicus en los cinco medios de cultivo por separado
en condiciones de fermentacion sumergida en zaranda orbital
a 150 rpm de agitacién, a 28 + 2 °C de temperatura. Cada
cultivo se resuspendié en agua comun en una proporcion
del 10 %, obteniendo una densidad de poblacion final de
la bacteria de 108 CFU.mL". La solucion final se aplicé por
aspersion al suelo, a razén de 10 mL por maceta, posterior a la
germinacion de la semilla de ambos cultivos, entendiendo ésta
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soil (10 mL per pot), after germination of the seed for both
crops. The germination is considering as the emergence
of the plant above the soil surface, which corresponded
to a period of 15 days after sowing. At 75 days for
sugar beet and 85 for carrot, several growth indicators
were evaluated. The indicators were: length (cm) and
diameter (cm) of the root, the widest part of the root (1
cm from the apex), the number of leaves, the height of
the plants (cm), the fresh weight of the plant (g). For the
first two indicators an instrument of 0.01 mm error was
used, while in the height measurement of the plant a
graduated rule was used and it was measured from the
apex of the root to the beginning of the leaves for both
plant species. The fresh weight was quantified with a
semi-analytical balance (0.01 g of error). Twenty plants
were used per treatment (culture medium). A control
was added with the same number of plants, where only
common water was applied.

Statistical tests

The obtained results in each experiment were
averaged with the Microsoft Office Excel program on
Windows, which was also used to prepare the graphs
and to calculate the standard deviation of the mean.
The statistical processing was carried out using the
STATGRAPHICS version 5.0 program, which also verified
the normality and homogeneity of the variances of the
treatments, according to Kolmogorov-Smirnov, Cochran,
Hartley and Bartlett tests. A completely randomized
design was used. An Analysis of Variance (ANOVA) was
performed with a Duncan test at 5 % significance.

Results

The establishment of several stages in the
five culture media used is highlighted when analyzing
the growth curves of the INIFAT Gd-42 strain of G.
diazotrophicus (Figure 1). This behavior corresponds to
a diauxic growth. The first is framed between 0 and 10
h, the second between 10 and 16 h, the third, between
16 and 24 h, the fourth between 24 and 36 hours and
the last from 36 to 48 h. The last stage corresponds
to the stationary phase of growth. In the previous
ones, the typical characteristics of a diauxic growth
can be observed, where there are two lag phases
followed by their corresponding exponential phase. The
concentration values of the microorganism are in the
order of 10 CFU.mL", and did not show significant

como la emergencia de la planta por encima de la superficie
del suelo, la que se correspondié con un periodo de tiempo de
15 dias después de sembradas. A los 60 dias para el caso de
la remolacha y 70 dias para la zanahoria, correspondientes a
plantas de 75y 85 dias de edad, respectivamente, se evaluaron
como indicadores de crecimiento el largo (cm) y el diametro
(cm) de la raiz, considerando para este Ultimo la zona mas
ancha del 6rgano (1 cm del apice), el nimero de hojas, la altura
de las plantas (cm), el peso fresco de la planta (g). Para los
dos primeros indicadores se utilizé un pie de Rey (0.01 mm de
error), mientras que en la medicion de la altura de la planta se
empled una regla graduada y se midio, para ambas especies
vegetales, desde el apice de la raiz hasta el inicio de las hojas.
El peso fresco fue cuantificado con una balanza semianalitica
(0.01 g de error). Se utilizaron 20 plantas por tratamiento (medio
de cultivo). Se adiciond un testigo con la misma cantidad de
plantas, donde se aplicoé solamente agua comun.

Pruebas estadisticas

Los resultados obtenidos en cada una de las
determinaciones realizadas se promediaron con el programa
Microsoft Office Excel sobre Windows, el que también se
empled para elaborar los graficos y para el calculo de la
desviacion estandar de la media. El procesamiento estadistico
se realizd6 con el empleo del programa STATGRAPHICS
version 5.0, con el que también se comprobd la normalidad
y homogeneidad de las varianzas de los tratamientos, segun
las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, Cochran C, Hartley y
Bartlett. Se utilizd un Disefio Completamente Aleatorizado. Se
realizé un Analisis de Varianza (ANOVA) con una prueba de
Duncan al 5 % de significacion.

Resultados

Al analizar las curvas de crecimiento de la
cepa INIFAT Gd-42 de G. diazotrophicus se destaca el
establecimiento de varias etapas en los cinco medios de
cultivo utilizados (Figura 1), lo que corresponde con un
crecimiento diduxico. La primera se encuentra enmarcada
entre las horas 0y 10, la segunda entre 10 y 16, la tercera,
entre las 16 y 24, la cuarta entre 24 y 36 y la ultima desde
las 36 hasta las 48 h. Esta ultima etapa corresponde con
la fase estacionaria del crecimiento. En las anteriores,
se pueden observar las caracteristicas tipicas de un
crecimiento diauxico, donde existen dos fases lag
seguidas de su correspondiente fase exponencial. Los
valores de concentracion del microorganismo oscilaron en
el orden de las 10'> CFU.mL"", y no mostraron diferencias
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Figure 1. Behavior of the concentration of G. diazotrophicus strain INIFAT Gd-42 growing in five
culture media. Hour 48: Esx: 0.386189; CV (%): 5.08.
Figura1. Comportamiento de la concentracion de G. diazotrophicus cepa INIFAT Gd-42 crecien-

do en cinco medios de cultivo. 48 horas: Esx: 0.386189; CV (%): 5.08.

statistical differences among the studied media when
completing the 48 hours of the fermentation process.

Although the bacterial concentration remained stable,
during the study their characteristics were checked, both in
vitro conditions and the effect that the application of the final
fermentation product on carrots and beets in vivo, related
with the culture medium used for the growth of the strain.
The microorganism kept the growth during five successive
inoculations in semi-solid culture medium without combined
nitrogen. This result suggests that the bacterium maintained
its capacity to fix atmospheric nitrogen. On the other hand,
the solubilization halo produced in the NBRIP solid medium
was greater when the microorganism grew previously in
the SYP and MA media (Table 2), which indicates that the
medium used for the growth of the microorganism affects its
ability to solubilize phosphorus.

in the stimulaton of the
growth of the two horticultural crops studied under in vivo

Differences were observed

conditions, depending on the culture medium where the
microorganism grew during the fermentation process.
In the case of carrots, there are differences in the variables

measured with the different treatments (Table 3). The strain of

estadisticas significativas al completar las 48 horas del
proceso fermentativo.

Aunque se mantuvo estable la concentracion de la bacteria,
durante el estudio se comprobaron sus caracteristicas,
tanto en condiciones in vitro como el efecto que puede
producir la aplicaciéon del producto final de la fermentacion
sobre la zanahoria y la remolacha in vivo, en relacion con
el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de la cepa.
El microorganismo mantuvo su crecimiento durante cinco
inoculaciones sucesivas en medio de cultivo semisélido
carente de nitrdgeno combinado, resultado que sugiere que la
bacteria mantuvo su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico.
Por otra parte, el halo de solubilizacion producido en el medio
solido NBRIP fue mayor cuando el microorganismo crecié
previamente en los medios SYP y MA (Tabla 2), lo que indica
que el medio utilizado para el crecimiento del microorganismo
afecta su capacidad de solubilizar fosforo.

Al realizar el estudio en condiciones in vivo, se observaron
diferencias en la estimulacién del crecimiento de los dos
cultivos horticolas estudiados, en dependencia del medio
de cultivo donde crecié el microorganismo durante el
proceso fermentativo.
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Table 2.
Phosphorous solubilization in NBRIP medium by G. diazotrophicus strain
INIFAT Gd-42 grew in different culture media.
Tabla 2.
Solubilizacién de fésforo en medio NBRIP por la cepa INIFAT Gd-42 de G.
diazotrophicus creciendo en diferentes medios de cultivo.

Culture media

Solubilization halo (cm)

LGl
SYP
DYGS
SG
MA
Esx

CV (%)

0.10b
0.16 a
0.09b
0.11b
0.16 a
0.0059
32.49

Note: Different letters indicate statistically differences according ANOVA and

Duncan’s test (5 %).

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, ANOVA

y Duncan (5%).

G. diazotrophicus grown in the SG medium exerted a greater
effect on the variables measured in the aerial part of the plants,
such as height and fresh weight of the leaves, while there
is no difference in this treatment with the non-inoculated
control in the variable number of leaves. When the bacteria
grew in MA medium, a positive effect was observed with
respect to the control and superior to the rest of the

Para el caso de la zanahoria, existen diferencias de las
variables medidas con los diferentes tratamientos (Tabla
3). La cepa de G. diazotrophicus crecida en el medio SG
ejercié6 mayor efecto en las variables medidas en la parte
aérea de las plantas, como altura y peso fresco de las hojas
mientras que no existen diferencias de este tratamiento con
el testigo en cuanto al nimero de hojas. Cuando la bacteria

Table 3.
Effect of G. diazotrophicus INIFAT Gd-42 grown in different culture media in carrot crop (Daucus carota L.).
Tabla 3.
Efecto de G. diazotrophicus INIFAT Gd-42 cultivado en diferentes medios de
cultivo en cultivo de zanahoria (Daucus carota L.).

Cuiture media Height (cm) (o0 O Lot meter (am)  (emy o weight (@)
SG 36a 8.29a 573 a 2925b 5.75b 0.45b
LGl 25.94 cd 6.88 bed 3.85bc 12c¢ 6.7b 0.156 ¢
SYP 29.81 bc 6.43 cd 2.58cd 3.1b 6.375b 0.30 be
DYGS 22.85d 6.13d 1.69d 2.475b 6.375b 0.17 ¢
MA 31.31b 7.56 ab 4.7 ab 5.56 a 79a 0.92a
non-inoculated 30.0b 7.29 abc 4.04b 1.475¢ 6.175b 0.244 ¢
Esx 1.3852 0.3557 0.4715 0.3012 0.3655 0.0543
CV (%) 18.83 16.52 48.92 55.79 14.72 74.32

Note: different letters indicate statistically differences according ANOVA and Duncan’s test (5 %).

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, ANOVA y Duncan (5 %).
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treatments in the root zone, where the root diameter and
length were measured, as well as its fresh weight.

For beet, a greater effect is shown in comparison with
the non-inoculated control (Table 4). In the aerial part of
the plant, greater height was obtained with the bacteria
grewn in the SG medium and a greater number of leaves
when inoculated with the product of the fermentation in
SYP medium. The effect on the root was more evident,
significant differences are shown for all media with respect
to the variant not inoculated with the microorganism.
In the root length the products obtained in MA, SYP,
SYGS and LGI media are superior to the control and in
the diameter of this the best results were obtained with
the bacterium grown in MA, SYP, SYGS and SG media,
although there are also differences in the effect on LGI
with the witness. In the case of the variable fresh weight
of the plant, the effect of the bacterium grown in MA
medium is highlighted over the rest of the treatments,
included in the non-inoculated control.

Discussion

Different culture media have been used for

the growth of G. diazotrophicus (Eskin et al., 2014).
For example, the DYGS medium (Siqueira et al., 2009)

crecido en el medio MA, se observd un efecto positivo
respecto al testigo y superior al resto de los tratamientos en
la zona radical, donde se midieron el diametro y el largo de
la raiz, asi como su peso fresco.

Para la remolacha se manifiesta un mayor efecto en
comparacién con el testigo no inoculado (Tabla 4). En la parte
aérea de la planta se obtiene mayor altura con la bacteria
crecida en el medio SG y mayor nimero de hojas cuando
se inoculé con el producto de la fermentacién en medio
SYP. El efecto sobre la raiz fue mas marcado, se muestran
diferencias significativas para todos los medios con respecto
a la variante no inoculada con el microorganismo. En el largo
de la raiz los productos obtenido en los medios MA, SYP,
SYGS y LGI son superiores al testigo, y en el diametro de
esta, los mejores resultados se obtuvieron con la bacteria
crecida en los medios MA, SYP, SYGS y SG, aunque
también hay diferencias del efecto en LGI con el testigo. En
el caso de la variable peso fresco de la planta, se destaca el
efecto de la bacteria crecida en medio MA sobre el resto de
los tratamientos, incluido en testigo no inoculado.

Discusion

Diferentes medios de cultivo se han utilizado
para el crecimiento de G. diazotrophicus (Eskin et al.,

Table 4.
Effect of G. diazotrophicus INIFAT Gd-42 grown in different culture media in
sugar beet crop (Beta vulgaris L.).
Tabla 4.
Efecto de G. diazotrophicus crecido en diferentes medios sobre
el cultivo de la remolacha (Beta vulgaris L.).

Culture Number of Root diameter Root length Root Fresh
media Height (cm) leaves (cm) (cm) weight (g)

SG 20.33a 3.33b 340a 2.63 bc 3.88 abc

LGI 17.8 bc 3.67b 2.80b 2.83b 4.1 abc

SYP 16.67 c 48a 3.50a 3.0ab 4.38 ab

DYGS 17.83 bc 3.83 ab 4.20 a 2.98 ab 3.84 bc

MA 19.00 ab 4.33ab 4.20 a 3.32a 473 a

Testigo 17.25 bc 3.50b 2.30c 2.32c 3.27c¢

Esx 0.7323 0.3694 0.3574 0.1488 0.2436

CV (%) 11.02 24.79 28.83 16.22 16.05

Note: Different letters indicate statistically differences according ANOVA and Duncan’s test (5 %).

Nota: Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, ANOVA y Duncan (5%).
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was used in fermentation trials to evaluate the effect of
osmoprotective substances on this bacterial species;
while the SYP medium has been used to determine the
effect of different concentrations of phytohormones on
the microorganism (Rojas et al., 2015). For the growth
of the bacterium in order to evaluate the effect of its
application on plant species such as tropical meats
(Dibut et al., 2011) and grasses (Muthukumarasami et
al., 2006), media such as the LGl and SG have been
used, respectively.

However, in the consulted literature no papers were
found where the action exerted by the culture medium
on the potential as a bacterium that promotes the plant
growth of G. diazotrophicus, including the effect of the
final product of the fermentation of the microorganism
on the stimulation produced by the application on
vegetables, is evaluated. There is also no consensus
on which means to use to obtain a bioproduct for
agricultural use, but the use of media based on natural
products are more attractive considering the economic
and environmental aspects. For this reason, the
potential as a plant growth promoting bacterium of the
INIFAT Gd-42 strain of G. diazotrophicus was evaluated
under in vitro and in vivo conditions, after growing in five
culture media.

The growth curve obtained in all cases is similar to that
described by Molinari & Bioardi (2013). According to
these authors there are few studies about the growth of
G. diazotrophicus in the presence of sucrose as a carbon
source. The establishment of a diauxic growth is probably
associated with the presence of sucrose as a carbon source
and the impossibility of the microorganism to transform this
sugar directly, as well as the gradual consumption of the
different substrates that are originated by the activity of the
enzyme levansucrose (Hernandez et al.,, 1995; Molinari
& Bioardi, 2013). In all used media, diauxic growth was
obtained, and the two phases of adaptation or lag, and of
exponential growth, typical of using more than one carbon
and energy source in the medium, can be appreciated. The
bacterium will first use the source of energy that allows it to
grow better, and later when it is exhausted, others present in
the environment (Madigan et al., 2014). In all media there is
more than one compound that can have this function as can
be seen in Table 1. However, regarding the values of final
concentration of the bacterium reached, these were similar to
each other and to those referred to in the works from Dibut
et al. (2011) and Luna et al. (2010).

2014). Por ejemplo, el medio DYGS (Siqueira et al., 2009)
se empled en ensayos de fermentacion para evaluar el
efecto de sustancias osmoprotectoras sobre esta especie
bacteriana; mientras que el medio SYP, se ha utilizado en
la determinacion del efecto de distintas concentraciones
de fitohormonas sobre el microorganismo (Rojas et al.,
2015). Para el crecimiento de la bacteria con el fin de
evaluar el efecto de su aplicacion sobre especies vegetales
como viandas tropicales (Dibut et al., 2011) y gramineas
(Muthukumarasamy et al., 2006) se han utilizado medios
como el LGl y SG, respectivamente.

Sin embargo, en la literatura consultada no se encontraron
trabajos donde se evalue la accion que ejerce el medio de cultivo
sobre el potencial como bacteria promotora del crecimiento
vegetal de G. diazotrophicus, incluyendo su efecto en
estimulacion que se produce por la aplicacion sobre hortalizas,
del producto final de la fermentacién del microorganismo.
Tampoco existe un consenso acerca de cual medio emplear
para la obtencién de un bioproducto de uso agricola, pero
el empleo de medios a base de productos naturales, son
mas atractivos considerando los aspectos econdémicos y
ambientales. Por esta razén se evalud, en condiciones in vitro
e in vivo, el potencial como bacteria promotora del crecimiento
vegetal de la cepa INIFAT Gd-42 de G. diazotrophicus, después
de crecer en cinco medios de cultivo.

La curva de crecimiento obtenida en todos los casos es
similar a la descrita por Molinari & Bioardi (2013). Segun
estos autores existen pocos estudios acerca del crecimiento
de G. diazotrophicus en presencia de sacarosa como fuente
de carbono. El establecimiento de un crecimiento diatixico
probablemente esté asociado a la presencia de la sacarosa
como fuente de carbonoy a laimposibilidad del microorganismo
de transformar este azlcar de forma directa, asi como al
consumo gradual de los diferentes sustratos que se originan
por la actividad de la enzima levanosacarasa (Hernandez et al.,
1995; Molinari & Bioardi, 2013). En todos los medios utilizados
se obtuvo un crecimiento diauxico, y se pueden apreciar las dos
fases de adaptacion o lag, y de crecimiento exponencial, tipico
de utilizar mas de una fuente de carbono y energia presentes
en el medio. La bacteria utilizara primero la fuente de energia
que le permita crecer mejor, y posteriormente al agotarse esta,
otras presentes en el medio (Madigan et al., 2014). En todos
los medios existe mas de un compuesto que puede tener esta
funcion como se puede observar en la Tabla 1. No obstante,
en cuanto a los valores de concentracion final de la bacteria
alcanzados, estos fueron semejantes entre si y a los referidos
en los trabajos de Dibut et al. (2011) y Luna et al. (2010).
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The fact that a formulation made from a natural product
such as rice, supports the growth of the bacteria. It is an
encouraging result from the technological point of view,
because for the scaling of a bioproduct requires little
complex means where they are incorporated natural
sources. Therefore, this could be a variant to exploit
in the search for a biofertilizer that has this bacterial
species as an active principle. The rice medium (MA)
can provide the microorganism with B vitamins, minerals,
proteins, amino acids and other nutrients that are present
in the rice grain (Pinciroli, 2010). These compounds
can contribute to the growth of the bacteria, obtaining
a medium rich in nutrients from cooking the rice and
mixing with the other components of the medium.

The ability to fix nitrogen was described for G.
diazotrophicus from its isolation (Cavalcante &
Doébereiner, 1998). There are references where the
possibility of growth of microorganisms in semi-solid
media without combined nitrogen with the process of
biological nitrogen fixation is associated (Pérez et al.,
2014, de la Fé et al., 2015). This criteria was used in the
study for determine the maintenance of this characteristic
in the bacteria. However, it would be interesting to show
in later research that the amount of atmospheric nitrogen
that can transform the microorganism is not affected
either. On the other hand, the differences in phosphorus
solubilization haloes are in corresponding with previous
observation of Crespo et al. (2011). They described
the influence of the carbon source on the solubilization
potential of G. diazotrophicus and they showed that the
increase in phosphorus soluble is proportional to gluconic
acid production. This semiquantitative method allows
having a reference of the maintenance of the capacity for
phosphates solubilization by the bacteria.

The stimulation of growth indicators by the inoculation of
promotig bacteria may be associated, in addition to the
contribution of nutrients made by the biological fixation
of nitrogen and the solubilization of phosphorus, to other
factors such as the release of phytohormones (Pazos et al.,
2016 ) and colonization of the rhizospheric and endophytic
environment (Jha et al., 2013). For G. diazotrophicus,
the ability to release hormones, mainly indoleacetic acid,
is described, which can also be affected by the culture
medium used for the growth of the bacteria (Patil et al.,
2011). It can be producing the particular stimulation of
speciphic organ of the plant. Other authors describe
the influence of the carbon source in the production of

El hecho de que una formulacién elaborada a partir de un
producto natural como el arroz, sustente el crecimiento de la
bacteria, constituye un resultado alentador desde el punto de
vista tecnolégico, pues para el escalado de un bioproducto
se necesitan medios poco complejos donde se incorporen
fuentes naturales. Por lo tanto, esta podria ser una variante
a explotar en la busqueda de un biofertilizante que tenga
como principio activo esta especie bacteriana. El medio de
arroz (MA) puede proveer al microorganismo de vitaminas
del complejo B, minerales, proteinas, aminoacidos y otros
nutrientes que estan presentes en el grano de arroz (Pinciroli,
2010) y que pueden contribuir al crecimiento de la bacteria,
obteniéndose un medio rico en nutrientes a partir del cocinado
del arroz y la mezcla con los otros componentes del medio.

La capacidad de fijar nitrégeno fue descrita para G.
diazotrophicus desde su aislamiento (Cavalcante & Débereiner,
1998). Existen referencias donde se asocia la posibilidad de
crecimiento de los microorganismos en medios semisolidos
carentes de nitrégeno combinado con el proceso de fijacion
bioldgica de nitrogeno (Pérez et al., 2014; de la Fé et al, 2015),
criterio utilizado en el estudio para determinar el mantenimiento
de esta caracteristica en la bacteria. Sin embargo, seria
interesante demostrar en investigaciones posteriores que
tampoco se afecta la cantidad de nitrégeno atmosférico que
puede transformar el microorganismo. Por otra parte, las
diferencias en los halos de solubilizacion de fosforo esta en
correspondencia con lo que plantearon Crespo et al. (2011),
quienes describieron la influencia de la fuente de carbono en el
potencial de solubilizacion de G. diazotrophicus y demostraron
que el incremento de fésforo soluble es proporcional al de acido
glucénico. Este método semicuantitativo permite tener una
referencia del mantenimiento de la capacidad de solubilizacion
de fosfatos por la bacteria.

La estimulacién de indicadores del crecimiento por la
inoculacion de bacterias promotoras puede estar asociada,
ademas de la contribucién de nutrientes realizada por
la fijacién biolégica de nitrégeno y la solubilizacién de
fésforo, a otros factores como la liberacion de fitohormonas
(Pazos et al, 2016) y la colonizacion del ambiente
rizosférico y endofito (Jha et al., 2013). Para el caso de
G. diazotrophicus se describe la capacidad de liberar
hormonas, fundamentalmente acido indolacético, aspecto
que también puede ser afectado por el medio de cultivo
utilizado para el crecimiento de la bacteria (Patil et al., 2011),
produciendo la estimulacion particular de algun érgano de la
planta. Otros autores describen la influencia de la fuente de
carbono en la produccién de exopolisacaridos, compuestos
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exopolysaccharides, compounds of great importance for the
biofilms formation, stress tolerance and the establishment
of the bacteria inside of crops (Meneses et al., 2011).

The ability of G. diazotrophicus to increase the
growth of natural or occasional host crops has been
demonstrated primarily for grasses (Nautiyal, 1999),
food and fruit (Dibut et al., 2011). For vegetables, Hazza
et al. (2014) and Kumar et al. (2013), demonstrated G.
diazotrophicus colonization in carrots, and the increase
of sugar beet yields due to the application of the
microorganism. In Cuba, Rios et al. (2016a) obtained
encouraging results in the bacteria interaction with
carrot and sugar beet. However, in the present work it
is shown that the effect on growth stimulation in these
crops will depend on the culture medium used for the
growth of the bacteria, so attention must be paid to their
composition to obtain the best agronomic results. This
effect is demonstrated mainly at the root level, an organ
of vital agronomic importance in these crops. For this
reason in this case it is sufficient for the analysis of the
stimulation of the growth of the plant the measurements
of fresh weight, since just the root is what is used for
human consumption.

In general, it is demonstrated that the culture medium
influences in the potential plant growth promotion by G.
diazotrophicus. That is why, it is an important aspect
to take into account in the biotechnological production
of agricultural products for the benefit of economical
important plant species.

Conclusions

The culture medium used for the growth of G.
diazotrophicus influences in its plant growth stimulating
potential. The use of culture medium composed mainly
of rice, sucrose and commercial sugar, produces greater
benefits in the growth stimulation of carrot and sugar
beet compared with other alternatives such as SG, SYP,
DYGS and LGI.
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