Articulos Originales

ISSN - 1692-3561

AISLADOS NATIVOS CON POTENCIAL EN LA PRODUCCION DE ACIDO
INDOL ACETICO PARA MEJORAR LA AGRICULTURA

STRAIN NATIVE WITH POTENTIAL IN THE ACETIC ACID PRODUCTION
INDOL TO IMPROVE THE AGRICULTURE

ISOLADOS NATIVOS COM POTENCIAL NA PRODUCAO DE ACIDO INDOL
ACETICO PARA MELHORAR A AGRICULTURA

CECILIA LARA' | LUIS OVIEDO?, ARNULFO ALEMAN3

PALABRAS CLAVE:

Azotobacter sp, Azospirillum sp,
auxina: AlA, Reactivo de Salkowski.

KEY WORDS:

Azotobacter sp, Azospirillum sp,
auxin: AIA, Reagent of Salkowski.

PALAVRAS CHAVE:

Azotobacter sp, Azospirillum sp,
auxina: AlA, Reactivo de Salkowski

RESUMEN.

En la presente investigacion se aislaron 90 microorganismos de los géneros
Azotobacter sp y Azospirillum sp, a partir de suelos de la rizosfera de cultivos
de platano, maiz, pastos, yuca, algodon y rastrojos (areas sin cultivar) de
la Zona del Sint Medio en el Departamento de Cérdoba (Colombia). Las
poblaciones fueron evaluadas en la produccion del Acido IndolAcético (AIA)
en presencia de triptoéfano obteniéndose un rango de concentracion de 3.0
a45.0 ppm; la determinacion se realizé por técnica colorimétrica utilizando
el reactivo de Salkowski. La técnica fue modificada, adaptada y estandari-
zada. Se encontro que un aislado del género Azotobacter hallado en zonas
de rastrojos produjo la mayor concentracion de la auxina: 44,726 ppm.

ABSTRACT

In the present investigation 90 microorganisms of the Azotobacter sp and
Azospirillum sp strains were isolated, from grounds of the rizésfera of
cultures of banana, maize, grass, yucca, cotton and field of stubble (zones
without cultivating) of the Zone of the Sinu in the Department of Cordoba.
(Colombia). The populations were evaluated in presence of Tryptophan
and the production of IndolAcético Acid (AIA) was obtained a ranging from
3.0to 45.0 ppm; the determination was realised by colorimétric technique
using the reagent of Salkowski. The technique was modified, adapted and
standardized. Once was that isolated of the Azotobacter starin found in zones
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of left-overs concentrated the greater mass artillery fire of the auxin: 44,726 ppm. The strain of the Azotobacter
from of zones without cultivating exhibiting highest IAA production: 44,726 ppm

RESUMO

Na presente investigagao isolaram-se 90 microorganismos dos géneros Azotobacter sp e Azospirillum sp, a partir
de solos da rizosfera de cultivos de platano, maiz, pastos, yuca, algodon e rastrojos (areas sem cultivar) da Zona
do Sini Médio no Departamento de Cordoba (Colombia). As populagdes foram avaliadas na producéo do Acido
IndolAcético (AIA) em presenca de triptdfano obtendo-se um rango de concentragdo de 3.0 a 45.0 ppm; a determi-
nagao realizou-se por técnica colorimétrica utilizando o reactivo de Salkowski. A técnica foi modificada, adaptada
e estandarizada. Encontrou-se que um isolado do género Azotobacter achado em zonas de rastrojos produziu a

maior concentragdo da auxina: 44,726 ppm.

INTRODUCCION

El Departamento de Cordoba es considerado la capital
ganadera de Golombia y la alimentacion para los ani-
males se basa principalmente en las especies forrajeras
existentes en la region como la graminea Dichanthium
aristatum (Angleton). Las dreas de cultivo de estas
pasturas, se ven sometidas a un uso irracional de
agroquimicos y de alta mecanizacion, lo cual influye
en la desestabilizacion ecologica del suelo afectando
negativamente la fertilidad y limitando los nutrientes
disponibles para las plantas.

El abuso de productos fertilizantes para aumentar
la productividad de las pasturas, ha ocasionado un
desequilibrio de la microbiota nativa que cumple con
funciones importantes provocando bajos rendimientos y
aumento en los costos para el agricultor y el ganadero.
Una alternativa para promover el crecimiento rapido de
raices y tallos es el uso de inoculantes microbianos
(biofertilizantes) que contribuyen a la recuperacion
de las poblaciones existentes en el suelo y con ello a
mejorar la fertilidad de los mismos.

Entre los microorganismos, las bacterias tienen especial
importancia en la relacion suelo-planta y son responsa-
bles del incremento o disminucion en el suministro de
nutrientes como también en la produccion de factores
de crecimiento (fitohormonas); las bacterias pertene-
cientes a los géneros: Azotobacter sp, Azospirillum sp,
Pseudomonas sp, Xantomonas sp, Enterobacter sp,
Arthrobacter sp, Bacillus subtilis, se destacan por su
potencial como biofertilizantes debido a que son capa-
ces de producir sustancias promotoras de crecimiento

vegetal, que inciden grandemente en el rendimiento y
en la calidad de los cultivos [1,2,3,4,5].

Los estudios realizados con microorganismos de los
géneros Azospirillum sp y Azotobacter sp han demos-
trado que estas poblaciones ademas de fijar nitrogeno
en forma asimbidtica, también segregan sustancias
promotoras del crecimiento (auxinas, giberelinas, cito-
quininas), las cuales benefician a la planta de una forma
multidimensional [3, 6, 7]. Las hormonas promotoras
del crecimiento vegetal, como lo es la auxina: 4cido
Indol Acético (AIA) induce la deformacion y el aumento
de pelos radiculares, logrando con esto una mayor
captacion de nutrientes y promoviendo en consecuencia
el crecimiento y rendimiento de los cultivos [8, 9,10].
Se ha establecido que las rizobacterias promotoras del
desarrollo vegetal (plant-growth promoting rhizobacte-
ria, PGPR), juegan un papel primordial en los cultivos
permitiendo disminuir la utilizacion de fertilizantes
quimicos, aumentar el rendimiento, acortar ciclos y
por consiguiente, reducir la contaminacion ambiental.

Las bacterias representan una alternativa para mejorar el
aporte nutricional de las plantas; dentro de los efectos
benéficos se destacan la secrecion de reguladores de
crecimiento de plantas como auxinas mejorando los pro-
cesos de germinacion de semillas, nutricion, desarrollo
de raices etc. En este sentido el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la produccion AlA a partir de aislados
de los géneros Azotfobacter sp y Azospirillum sp nativos
de lazona San Carlos y San Pelayo ubicados en el Valle
del Sint medio del departamento de Cordoba para hallar
cepas eficientes en la produccion de la fitohormona, que
posteriormente podran ser utilizados como biofertilizan-
tes para mejorar la productividad de los pastos.
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METODO
Sitios de muestreo

El muestreo se realizd en los municipios San Carlos,
y San Pelayo (Zona agricola. Valle del Sind Medio.
Departamento de Cordoba. Colombia) Esta region
posee las siguientes caracteristicas: altura promedio
20 msnm, temperatura 28°C, precipitacion 1200-1300
mm, humedad relativa 80-90%, ecologicamente la zona
corresponde a la denominacion bosque seco tropical.
Se escogieron al azar lotes sembrados con cultivos de
platano, maiz, algodon vy pastos; ademas, zonas sin
cultivar (rastrojos).

Toma de la muestra

En cada lote de cultivo y rastrojo se efectud un recorrido
en zig-zag abarcando la maxima extension; en cada uno
de los sitios de muestreo se tomo una cantidad de suelo
de los primeros 15 cms de la superficie de la rizosfera.
Al finalizar el recorrido se hizo una mezcla de todas las
muestras tomadas por lote y se realizd un cuarteo para
obtener 1000 g de suelo representativo de cada cultivo
y de rastrojo. Las muestras estuvieron constituidas por
raices y suelo adheridas a ellas.

Aislamiento e identificacion de los microorganismos
nativos

Una vez colectadas las muestras de suelos, se deter-
mind el pH en relacion 2:1; luego se pesé un gramo de
la muestra y se diluy6 en 99 ml de agua. Se realizaron
diluciones seriadas de 1:10 y las dos ultimas fueron
sembradas en caja petri con medios apropiados y
fueron incubadas a una temperatura de 28 ° C durante
3 dias; después de este tiempo se revisaron las cajas
petriy se observaron las colonias tipicas [7, 11,12, 13,
14,15, 16, 17, 18]. También se realizaron siembras de
muestras directas [19]. Los ensayos se efectuaron por
triplicados.

Se utilizaron medios liquidos, solidos y semisdlidos:

»  Género Azotobacter spp: Medios utilizados: Burk "s
y Jensen’s

e Género Azospirillum spp: Medios utilizados:
Burk s, NFB -azul de bromo timol y NFB -rojo
congo.

La identificacion de los microorganismos a nivel de
género se llevo a cabo mediante observaciones ma-
croscopicas, microscopicas con coloracion y pruebas
bioquimicas examinados de acuerdo a los métodos
descritos en el manual de Bergey s [13, 20]. Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Cuantificacion quimica de la auxina: acido indol
acético (AIA)

Se utilizé el medio de cultivo liquido, Burk s libre de
nitrégeno, preparado a base de glucosa como fuente
de carbono, sales minerales y agua destilada, tal como
lo describe Park (2005) [15]. El pH fue ajustado a un
valor de 6,8, y luego se esterilizd a 121 °C durante 15
minutos. La determinacion de la produccion del acido
Indol Acético se llevo a cabo por método colorimétrico
utilizando el reactivo de Salkowski preparado a partir de
cloruro férrico en &cido sulfarico [18, 21]. Se utilizé un
equipo Espectrofotometro Lambda 11. La técnica fue
modificada adaptada y estandarizada; luego de maltiples
ensayos se escogio como mejor longitud de onda de
trabajo 527,9 nm y un rango de 1.9 hasta 45,00 ppm
teniendo en cuenta la produccion de la auxina por los
aislados. Ensayos por triplicado.

El procedimiento fue el siguiente: los microorganismos
fueron inoculados en 25 ml del medio liquido Burk"s;
seguidamente se agrego L- triptofano (100 ppm) para
inducir a la produccion del AIA'y se coloco en un Shaker
con agitacion constante a 120 rpmy a una temperatura
de 30°C durante 72 horas en la oscuridad. Al finalizar
este proceso se centrifugo alicuotas de 10 ml a 4000
rpm durante 20 min. En un tubo de ensayo se tomaron
4 ml del sobrenadante y se les adiciond 2. 0 ml de
reactivo Salkwoski (relacion 2:1) a cada muestra; el
periodo de revelado fue de 30 min. Luego se leyd la
absorbancia en el Espectrofotdmetro Lambda 11 a una
longitud de onda de 527,9 nm. Ensayos por triplicado.

RESULTADOS

En la determinacion de la auxina, se utilizé un medio de
cultivo al cual se le agrego triptéfano para inducir a la
produccion de ésta; numerosos estudios han demostra-
do que el acido Indol acético es sintetizado a partir del
triptofano y el proceso es llevado a acabo por micro-
organismos a través de una conversion oxidativa. [22,
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23]. Elreactivo de Salkowski empleado en el método
colorimétrico permite la oxidacion del compuestos
indolicos por sales férricas [24]; cuando la respuesta es
positiva se obtiene una coloracion rosada que va desde
el rosa claro a intenso dependiendo la concentracion
del acido indol acético presente. En |a literatura existen
numerosas formas de preparar el reactivo de Salkowski
para detectar compuestos inddlicos entre ellos el AIA
producidos por bacterias; unas preparaciones utilizan
acido sulfurico otras acido perclorico. Las relaciones de
reactivo-muestra también han sido variadas (1:1; 1:4,
2:1;1:5; 1:1yotras) para evaluar la sensibilidad de la
prueba [14, 25, 26, 27]; enla presente investigacion se
preparo el reactivo de Salkowski con acido sulfarico y
Se probo a diferentes relaciones estableciéndose la 2:1
como la de mejor sensibilidad para la determinacion de
las concentraciones.

La tabla 1y tabla 2 muestran los resultados obtenidos
en la produccion de la auxina de 45 microorganismos
Tabla1. Concentracion de Acido Indol Acético producidos por los géne-

ros Azotobacter sp y Azospirillum sp aislados de suelos del municipio
de San Carlos.

, - Concentracion de
Géneros Caodigo AIA (ppm)

A14* 44276
A15 17,964
A16 26,987
A17 29,920
A18 3,431
A19 31,520
A20 31,164

Azotobacter spp A21 3,653
A22 3,387
A23 3,431
A24 3,831
A25 3,342
A26 3,387
A27 22,187
A28 3,164
Al 3,653
A2 3,609
A3 2,853
Ad 3,564
A5 27,120

Azospirillum spp ﬁ? 560;22
A8 3,520
A9 3,253
A10 6,720
Al 4,987
A12 6,087

Tabla 2. Concentracion de Acido Indol Acético producidos por los
géneros Azotobacter sp y Azospirillum sp aislados de suelos del
municipio de San Pelayo.

, - Concentracion de
Géneros Cadigo AIA (ppm)

S4,1BL 3,342
S4,1Az 4,453
S4,2 am 3,920
S420 4,720
S4,2 3,431
S,2az 5,920

Azotobacter spp 2312 g?ggg
S6,2AM 29,787
S6,0 11,342
S6,2 17,298
S7,1P 3,564
S71az 6,178
S7,1P 8,587
S1,1BL 11,698
S2.1 23,209

Azospirillum spp S4,1PAM2 3,431
S4,1PAM1 29,653
S4,1AM 3,787

de los 90 evaluados de las regiones de San Carlos y
San Pelayo.

Todos las poblaciones evaluadas produjeron AlA
inducido por triptofano en el rango de 3,0 a 45 ppm;
los resultados encontrados en este trabajo sobre la
produccion del AIA'y comparados con los obtenidos en
la zona de Espinal (Tolima. Colombia) [14], utilizando
microorganismos nativos de igual género, muestran
un mayor rango de produccion de auxina: 3,5 a 32,2
ppm (mg/L) [16], frente a 3,00 a 45,0 ppm (mg/L) en
nuestro trabajo; es decir 1os microorganismo nativos
de la Zona del Valle del Sini Medio se extienden en un
mayor rango de produccion de AIA. En los trabajos
realizados sobre la microbiota nativa de la cana de
azucar [28] (Cuba), se evaluaron aislados provenientes
del interior de este cultivo, en la produccion del Acido
Indol Acético; se obtuvo como resultado que 6 de ellos,
produjeron la auxina en un rango de valores entre 1,7
y 2,5 (ug/mL). En esta investigacion no se reporta
evaluacion de AIA con los géneros estudiados en el
presente estudio.

En la tabla 3 se muestra la produccion de AIA pro-
ducidas por las bacterias de los géneros Azotobacter
spp y Azospirillum spp aislados de las dos regiones;
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realizando una comparacion se establece que las cepas
mas eficientes fueron aisladas de rastrojo y por género
correspondieron a: a) tres bacterias Azotobacter sp:
cepa A14 de la zona de San Carlos con el mayor valor
en la produccion de AlA, 44,276 ppm; cepas, S,N1y
S3,2 de la zona de San Pelayo, 39, 342 ppmy 37,209
ppm respectivamente; b) una bacteria Azospirillum spp:
cepa S4,1PAM2 de la zona de San Pelayo (29,653 pm).

Los mejores resultados en la produccion de la auxina
Se obtuvieron a partir de aislados provenientes de ras-
trojos; dentro de las posibles razones se debe tener en
cuenta que la alta fertilizacion utilizada en la produccion
de las cosechas en la region de Cordoba, pueden estar
afectando negativamente el mecanismo de secrecion
de la auxina que llevan a cabo los microorganismos
aislados de la zona en estudio.

Latabla 3 denota que existe similaridad en el nimero de
Azotobacter sp encontrados en las regiones estudiadas
al igual que en los valores mas altos de produccion de
AlA; para el caso de Azospirillum sp se observa mayor
nimero en la zona de San Carlos comparada con San
Pelayo, pero el valor mas alto en AlA se registr en San
Pelayo. Se encontrd ademas mayor produccion de Acido
Indol Acético para el género Azotobacter sp en compa-
racion con Azospirillum sp. El suelo de San Carlos se
caracteriza por ser de condiciones livianas, contrario a
San Pelayo cuya textura es de suelos arcillosos; esto
sugiere que las caracteristicas de suelo de San Pelayo
son menos favorables para el desarrollo y crecimiento
de la géneros Azospirillum sp.

Es importante anotar que aunque las investigaciones
sobre evaluacion microbiana en la produccion de AlA
arroje valores alto 0 bajos si se comparan entre si, esta
demostrado que bajas concentraciones de fitohormo-
na son capaces de estimular el desarrollo vegetal y
altas concentraciones inhiben y reducen la zona de
alargamiento [28, 29]; teniendo en cuenta que los mi-
croorganismos nativos estan adaptados a condiciones
y ambientes propios, solo realizando bioensayos “In
vitro” se podra encontrar la dosis adecuada y comprobar
el efecto ejercido sobre los cultivos a aplicar.

El &cido Indol Acético (AlA) es la auxina mas amplia-
mente distribuida en las plantas; los efectos demostra-
dos en investigaciones llevadas a cabo, contemplan,
entre otras, la elongacion, aumento en la respiracion
celular, promocion del crecimiento en raices o incre-

21
Tabla 3. Relacion de géneros microbianos por region
Microorga- San Concentracion San
nismos Carlos AIA (ppm) Pelayo
.- San San .-
Coigo Carlos |Pelayo Céigo
A14* | 44,276 | 3,342 S4,1BL
A15 17,964 | 4,453 S4,1Az
A16 26,987 | 3,920 S$4,2 am
A17 29,920 | 4,720 S4,20
A18 3,431 3,431 54,2
A19 31,520 | 5,920 S,2az
Azotobacter A20 31,164 | 39,342 | S,IN
sp A21 3,653 | 37,209 | S3,2
A22 3,387 | 29,787 | S6,2AM
A23 3,431 11,342 | S6,0
A24 3,831 17,298 | S6,2
A25 3,342 | 3,564 S7,1
A26 3,387 | 6,187 S71az
A27 22,187 | 8,587 S7,1P
A28 3,164
Al 3,653 11,698 | S1,1BL
A2 3,609 | 23,209 | S2,1
A3 2,853 | 3,431 S4,1PAM2
A4 3,564 | 29,653 | S4,1PAM1
A5 27,120 | S4,1AM | 3,787
Azospirillum A6 26,142
spp A7 3,076
A8 3,520
A9 3,253
A10 6,720
A1 4.987
A12 6,087

mento en la division celular, factores que favorecen el
desarrollo vegetal.

Las aplicaciones de inoculantes microbianos (biofertili-
zantes) en los cultivos cada dia van en aumento debido
a que sustituya en parte o totalmente la utilizacion de
fertilizantes para disminuir los problemas ambientales y
aprovechar los productos que conserven 10S ecosiste-
mas naturales. La utilizacion de microorganismos con
potencial biofertilizante productores de AIA ha demos-
trado ser eficientes gracias a que pueden aumentar
los rendimientos Y la calidad de las cosechas; asilo
han demostrados los trabajos en campo realizado en
Colombia [30, 31] enlos cuales se reporta rendimientos
en pastos de un 80 % con respecto al testigo, utilizando
biofertilizantes a partir de microorganismos nativos ya
las condiciones propias de la zona.
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Los resultados de esta investigacion contribuyen al
conocimiento de microorganismos autoctonos con
potencial en la produccion de la fitohormona, que a
futuro pueden ser evaluados y utilizados como biofer-
tilizante, para mejorar la productividad de los cultivos,
especialmente pasturas, acorde con las necesidades
del sector agropecuario de Cérdoba, sustituyendo 0
minimizando la utilizacion de productos quimicos. El
uso de bacterias productoras de AIA a las pasturas de
la region de Cordoba traeria como beneficio un mejo-
ramiento en la productividad a bajo costo y contribuiria
a mejorar la fertilidad del suelo.

CONCLUSIONES

La mayor produccion de AlA se obtuvo de bacteria
Azotobacter A14*aisladas de la Zona de San Carlos.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
permitieron identificar microorganismos nativos de la
zona agricola del Valle del Sina medio en el departa-
mento de Cordoba, que presentan un gran potencial
en la secrecion de acido Indol acético; la actividad y
eficiencia de los microorganismos de vida libre de los
géneros: Azotobacter sp y Azospirillum sp, que tienen
la capacidad de producir sustancias promotoras de
crecimiento (auxinas), es de gran interés debido a
que representan un extraordinario potencial para la
explotacion agricola y la actividad ganadera de la region.
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