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Resumen

Objetivo. Realizar un aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno para emplearlas en un programa de fertilización bajo un esquema de
agricultura orgánica. Materiales y métodos. El aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno se realizó en medio Ashby-benzoato a partir
del suelo de un cultivo de Stevia rebaudiana Bert. Los aislamientos identificados como Azotobacter nigricans fueron evaluados mediante
una cinética de crecimiento y la cepa con mayor velocidad se utilizó para la elaboración de un biofertilizante por fermentación discontinua
La evaluación preliminar del biofertilizante se realizó mediante su inoculación en 3 eras de un cultivo de S. rebaudiana Bert. y el rendimiento
se determinó con base en la producción de biomasa y concentración de glucósidos. Resultados. Dos aislamientos (A5 y A6) fueron
identificados como A. nigricans con base en la caracterización fenotípica y genotípica. El aislamiento A5 se seleccionó para la elaboración
del biofertilizante debido a que presentó mejor estabilidad, pigmentación, mayor velocidad de crecimiento 0,1405 h-1 fase exponencial de 18
horas y una producción de AIA promedio de 38,4 mg/ml a las 150 horas. El biofertilizante se obtuvo en medio leche con una concentración
celular de 4x1012 UFC/ml. Conclusiones. La evaluación preliminar en campo mostró una correlación positiva entre el aumento de la
concentración de glucósidos en las hojas de S. rebaudiana y una mayor producción de biomasa en respuesta a la aplicación del biofertilizante.

Palabras clave: AIA, Azotobacter nigricans, glucósidos, Stevia rebaudiana Bert.

Abstract

Bio-fertilizer production from an isolate of Azotobacter nigricans obtained from a plantation of Stevia rebaudiana Bert. Objective.
To isolate nitrogen fixing bacteria to be used in a fertilization regime of an organic agriculture program. Materials and methods. The
isolation of nitrogen fixing bacteria was done in an Ashby-benzoate medium from soil of a Stevia rebaudiana plantation. Isolates identified
as Azotobacter nigricans were evaluated by their growth kinetics and the strain with the fastest growth was used for the production of a
biofertilizer by discontinuous fermentation. The preliminary evaluation of the biofertilizer was done by its inoculation into three ridges of
a plantation of S. rebaudiana and yield determination was based upon biomass production and glycoside concentration. Results. Two
isolates (A5 and A6) were identified as A. nigricans based on their phenotypic and genotypic characterization. Isolate A5 was selected for
preparing the biofertilizer because it showed a better stability, pigmentation, a faster growth rate (0.1405 h-1 exponential phase of 18 hours)
and an average IAA production of 38.4 mg/ml after 150 hours. The bio-fertilizer was obtained in milk medium with a cell concentration of
4x1012 CFU/ml. Conclusions. The preliminary field evaluation showed a positive correlation between the increase of the glycoside
concentration in the leaves of S. rebaudiana and a higher production of biomass in response to the bio-fertilizer application.
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Introducción

Stevia rebaudiana es una planta herbácea perteneciente a
la familia Compositae, originaria de la Sierra de Amambai,
en la frontera entre Brasil y Paraguay. Su importancia radi-
ca en la presencia de un edulcolorante en sus hojas;
steviosido y rebaudiosido, no calórico (300-350 veces más
dulce que la sacarosa) los cuales tienen múltiples utilida-
des medicinales como: efecto hipoglicemiante, anticaries
y reducción de problemas estomacales y de la piel, entre
otros (1).

Stevia se cultiva en Colombia, principalmente en los de-
partamentos de Antioquia, Valle del Cauca y Llanos orien-
tales, la variedad empleada es Morita 1 (2); gran parte de la
producción se exporta a Europa y Asia, mercados que son
muy exigentes y no aprueban el uso de fertilizantes quími-
cos; esta condición además de la baja fertilidad de los
suelos donde se cultiva Stevia dificultan su producción.
En los últimos años se han buscado alternativas viables
para mitigar el problema de baja fertilidad de los suelos y
reducir la aplicación indiscriminada de agroquímicos. En
este contexto las bacterias del género Azotobacter se pre-
sentan como una alternativa útil debido a que es un fijador
de nitrógeno de vida libre, promueve el crecimiento de
raíces lo que conlleva a un aumento en la concentración
de materia seca (3), contribuye con la solubilización de
fosfatos y calcio (4) y se ha reportado como eficiente pro-
ductor de fitohormonas, sideróforos y sustancias antifún-
gicas (4, 5, 6). De esta forma Azotobacter spp. se puede
considerar como un biofertilizante con un amplio espectro
de aplicación que incluye especies como maíz, trigo, za-
nahoria, papa entre otros (7). El objetivo del presente estu-
dio fue realizar el aislamiento de una cepa nativa fijadora
de nitrógeno, que pueda ser empleada como un biofertili-
zante, en el cultivo de S. rebaudiana Bert.

Materiales y métodos

Ubicación y muestreo de suelo

Las muestras de suelo rizosférico fueron obtenidas en el
segundo semestre de 2007 en un cultivo de Stevia, ubica-
do en el municipio de Puerto López (Meta) 04°06´ Latitud
Norte y 72°50´ Longitud Oeste La región cuenta con una
temperatura promedio de 27°C, precipitación promedio
anual de 2000 mm, y humedad relativa de 75%. El muestreo
se realizó en forma de X, tomando 10 muestras cada una de
2 kg aproximadamente, a una profundidad entre 10-20 cm.
Las muestras fueron colocadas en bolsas de papel y trans-
portadas al laboratorio en nevera de icopor a una tempera-
tura de 4°C para su inmediato procesamiento (8).

Las muestras de suelo se pasaron por un tamiz de 4 mm (6).
La lectura del pH se realizó de acuerdo al método propues-
to por Van Lierop (1981) (9), suspendiendo la muestra en
agua destilada 1:1 (p/v).

Aislamiento de Azotobacter spp

El aislamiento se realizó en agar Ashby a partir de gránu-
los de suelo de acuerdo con la metodología descrita por
Novo et al. (1983) (10). Luego de 3 a 8 días de incubación
a 32°C, se obtuvo el crecimiento de colonias mucoides,
con pigmento oscuro características de A. chroococcum y
A. nigricans (6). Las colonias aisladas fueron conservadas
con glicerol en una concentración final del 50% (v/v) a -
70°C (6).

Caracterización de Azotobacter spp

Se realizó una caracterización macro y microscópica de
cada uno de los aislamientos para confirmar la morfología
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típica de bacterias del género Azotobacter. Paralelamente
y como criterio de selección, se evaluó el crecimiento en
agar Ashby-benzoato luego de 36 horas y la estabilidad
de la pigmentación luego de tres pases sucesivos. Se ob-
tuvieron 15 aislamientos a partir de los gránulos de sue-
lo, de los cuales solamente dos cumplieron con los criterios
establecidos, a éstos se les realizó una tipificación
bioquímica utilizando la batería de azúcares al 1% (p/v):
ramnosa, sacarosa, sorbitol, fructosa, manitol y maltosa,
empleada por Jiménez (2007) (11) en caldo base rojo de
fenol. Adicionalmente, se realizaron pruebas bioquímicas
en benzoato al 1% (p/v), y caldo nitrito las cuales se
incubaron a 32°C durante 48 horas. También se incluye-
ron la prueba de oxidasa y peroxidasa para los dos aisla-
mientos (12).

La caracterización molecular de los dos aislamientos, se
llevó a cabo mediante el análisis de restricción del DNA
ribosomal 16S amplificado (ARDRA) usando los inicia-
dores Y1 y Y3 y las enzimas de restricción Alu I, Hpa II y
Rsa I (6, 11, 13). Los resultados obtenidos del ARDRA
fueron comparados con la restricción virtual de secuencias
equivalentes de bacterias fijadoras de nitrógeno obtenidas
del Genebank.

Se realizó una cinética de crecimiento partiendo de un
inóculo con una concentración celular de 3x108 UFC/ml,
con relación ½ utilizando caldo nutritivo. El cultivo se
incubó a 30°C y 120 rpm. El crecimiento fue monitoreado
por turbidimetría registrando la absorbancia a 540 nm cada
6 horas durante 72 horas con el fin de obtener las UFC/ml.
La velocidad de crecimiento se empleó como último crite-
rio de selección para la cepa que finalmente se utilizó en la
producción del biofertilizante.

Evaluación de la actividad fosfatasa y
producción AIA

Con el aislamiento seleccionado de Azotobacter spp se
realizó una evaluación cualitativa de solubilización de
fosfatos siguiendo la técnica descrita por Vásquez et al.
(2000) (14). Para tal fin el cultivo se igualó al tubo 1 del
patrón de Mc Farland y se incubó en agar picovskaya mo-
dificado (15), a temperatura de 30°C por un periodo de 24-
48 horas. Se tomó como efecto solubilizador la presencia
de un halo de aclaración mayor a 5 mm alrededor del piti-
llo de 1 cm de diámetro. Para cuantificar la actividad
fosfatasa se empleó la técnica de p-nitrofenil fosfato (16).
La actividad se evaluó en medio leche (medio de produc-
ción) y medio Pikovskaya (17) (medio inductor) (17), re-
gistrando el valor de absorbancia cada cuatro horas por un
período de 24 horas.

Adicionalmente se realizó la evaluación de la produc-
ción de AIA en medio leche (medio de producción) y
medio B (medio inductor) por parte de la cepa de
Azotobacter seleccionada, siguiendo la metodología pro-
puesta por Bric et al. (1991) (18); modificado por Celis &
Gallardo (2007) (19).

Producción del biofertilizante

Con la cepa identificada como Azotobacter nigricans se
realizó la producción de un biofertilizante en medio leche
por fermentación discontinua (30ºC y 120 rpm) partiendo
de un preinóculo ajustado al patrón No. 3 de Mc Farland.
El proceso se realizó con un volumen efectivo de trabajo
de (½). Transcurridas 24 horas se realizó la lectura de UFC/
ml por la técnica de microgota, alcanzando una concentra-
ción de 12x108 UFC/ml. El inóculo obtenido se llevó a un
biorreactor de mezcla completa de 2L con una relación de
60% de VET, agitación de 120 rpm a 32°C durante 24
horas y se realizaron muestreos cada 4 horas para verificar
la concentración celular en UFC/ml. El mismo procedi-
miento se realizó en un medio comercial de referencia.

Evaluación preliminar del biofertilizante en
campo

Se realizó la aplicación del biofertilizante (A. nigricans)
en tres eras de un cultivo de S. rebaudiana (50 x 1,20 m c/
u). La evaluación de la respuesta del cultivo se llevó a
cabo hasta la primera producción (180 días) con base en
las variables producción de biomasa y concentración de
sólidos solubles totales (°Brix), que son considerados in-
dicadores de rendimiento y calidad respectivamente.

Análisis estadístico

La actividad fosfato solubilizadora, síntesis de AIA, pro-
ducción del biofertilizante en los diferentes medios, así
como la evaluación preliminar en campo fueron compara-
dos mediante un análisis de varianza y la aplicación de la
prueba de Tukey empleando el software Statistics®.

Resultados

Características del suelo

Se encontró un pH de 6,5 considerado óptimo para el desa-
rrollo de la planta, una baja conductividad eléctrica (0,53
ds/m), lo que indica que no habían problemas de salinidad.
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Sin embargo, se encontró un bajo porcentaje de materia
orgánica, altos niveles de sodio (10 ppm); niveles
subóptimos de fósforo y nitrógeno, además de una marca-
da deficiencia de elementos menores.

Caracterización de Azotobacter spp

Con la técnica de gránulos de suelo se obtuvo un porcen-
taje de recuperación promedio de 30% de bacterias
fijadoras de nitrógeno. En agar Ashby se observó la for-
mación de halos transparentes alrededor de algunos grá-
nulos consecuencia de la solubilización del carbonato
de calcio. Se recuperaron 15 cepas, dos de las cuales (A5
y A6) cumplieron con los criterios de selección
preestablecidos. Estos aislamientos mostraron caracterís-
ticas macro y microscópicas similares a las reportadas
para A. chroccoocum, A. vinelandii y A. nigricans como:
colonias irregulares con alta producción de exopolisacá-
ridos, pigmentación, forma bacilar corta y formación de
quistes (6).

Las pruebas bioquímicas con 8 fuentes de carbono, nitra-
to/nitrito, y peroxidasa, fueron similares para los aislamien-
tos A5 y A6. Este resultado es consistente con los obtenidos
en la caracterización macroscópica y microscópica (Figu-
ra 1), por lo que se podría sugerir que corresponden a
cepas filogenéticamente cercanas.

Para la identificación molecular de las cepas selecciona-
das, se realizó el análisis de restricción del DNA ribosomal
16S, con la enzima Alu I la cual mostró un patrón de 3

bandas de tamaño superior a 100 pb (Figura 2), con la
enzima Hpa II también se obtuvieron 3 bandas para A5 y
A6. Finalmente, con la enzima Rsa I se obtuvieron 5 ban-
das para la cepa A5. Después de comparar el patrón de
bandas obtenido con las 3 enzimas con los patrones gene-
rados después de un análisis de restricción virtual de se-
cuencias del DNA ribosomal 16S obtenidas del Genebank,
se encontró que los dos aislamientos son similares a
Azotobacter nigricans.

Para seleccionar la cepa que se utilizó en la preparación
del biofertilizante, se comparó la velocidad de crecimien-
to (mx) y el tiempo de duplicación (td) de A5 y A6. Ambas
cepas presentaron un comportamiento de cinética de or-
den 1 pero la mayor velocidad de crecimiento (p<0,05) se
observó para la cepa A5 0,1405h-1- 4,93 h. En este caso se
observó que aproximadamente a la hora 24 se alcanza la
fase exponencial y entre las 24 y 72 h se registró la fase
estacionaria, resultado que es similar al reportado por
Peniche, (2005) (23) en ensayos con Azotobacter. De otra
parte se encontró un comportamiento atípico (bifásico) de
Azotobacter, posiblemente debido al tiempo requerido para
la inducción de ciertas enzimas para su metabolismo.

Evaluación de la actividad fosfatasa y
producción AIA

La prueba semicuantitativa para evaluar la actividad
fosfatasa del aislamiento A5 no registró halos de
solubilización aunque se observó acidificación del me-

Figura 1. Presencia de quistes de Azotobacter
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dio. Se esperaba que como resultado de la acidificación
del medio por la acción de los ácidos orgánicos produci-
dos por el microorganismo, se obtuviera una solubilización
del fosfato (15). En el medio inductor se presentó una ma-
yor actividad fosfatasa (8,2 UF) siendo máxima en la hora
20, comparada con la actividad en medio leche (2,06 UF)
para el mismo periodo de tiempo (p<0,05) lo que sugiere
que el medio leche no es ideal para inducir la actividad.

La producción de AIA para el aislamiento A5 fue superior en
el medio B (38,4 mg/ml), comparado con la producción en
medio leche (16,89 mg/ml) (p<0,05); sin embargo, estos va-
lores se encuentran en el rango promedio 3 y 65 mg/ml repor-
tado en la literatura para diferentes especies de Azotobacter
consideradas promotoras de crecimiento vegetal (25).

Producción del biofertilizante

Una vez identificadas las características de crecimiento de
la cepa seleccionada (A5), se realizó la producción del
biofertilizante. No se encontraron diferencias estadística-
mente significativas en cuanto a la producción de biomasa
en los medios leche y nutritivo (p>0,05) obteniéndose una
concentración celular de 4x1012 UFC/ml. Este valor fue
superior al reportado por Peniche, (2005) (23), quien me-

diante una fermentación discontinua en caldo nutritivo,
obtuvo una concentración de 108 UFC/ml. En el momento
de realizar la inoculación del producto se recomienda lle-
var a un volumen de 200 L para obtener una concentración
final de 109 UFC/ml.

Evaluación preliminar del biofertilizante en
campo

Después de 180 días de evaluación en el cultivo de Stevia
rebaudiana, se obtuvo una producción de biomasa fresca
en el tratamiento control de 497 kg/ha mientras que en el
tratamiento con el biofertilizante (A. nigricans) se obtuvo
un valor de biomasa de 577 kg/ha, que equivale a un au-
mento del 15% en la producción (Figura 3). Esto demues-
tra una correlación positiva entre la aplicación de una
bacteria fijadora de nitrógeno y el rendimiento de biomasa
de S. rebaudiana.

En cuanto a la concentración de glucósidos, se encontró
que probablemente el biofertilizante tiene un efecto po-
sitivo pues se encontraron valores superiores para el tra-
tamiento con A. nigricans (12,4 ºBrix) comparado con el
control que presentó valores promedio de 11,39 ºBrix
(Figura 3).

Discusión

Los niveles subóptimos de fósforo y nitrógeno encontra-
dos en el suelo del cultivo de S. rebaudiana previo a la
aplicación del biofertilizante sumado a la deficiencia mar-
cada de elementos menores a excepción del hierro y el

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2,0%; di-
gestión con la enzima Alu I (carriles 1 y 7 cepas A5 y A6
respectivamente), Hpa II (carriles 2 y 8 cepas A5 y A6
respectivamente) y Rsa I (carriles 3 y 9 cepas A5 y A6
respectivamente). Marcador de peso molecular 100 pb
(carril 5).

Figura 3 Concentración de glucósidos (°Brix) y
producción de biomasa (kg/ha) para el control y A. nigricans.
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bajo contenido de materia orgánica consecuencia del es-
caso aporte de biomasa (2,2 a 3,8 ton/ha/año) (20) sugie-
ren una media o baja fertilidad del suelo. Este hecho
justifica la aplicación de un biofertilizante con capacidad
para incrementar la disponibilidad de nitrógeno y fósforo
para un adecuado crecimiento y desarrollo de la planta. En
este contexto el género Azotobacter se propone como una
buena alternativa (11, 19, 22).

La caracterización fenotípica y molecular de los aislamien-
tos A5 y A6, permitió confirmar su ubicación taxonómica
como miembros del género Azotobacter. Después de com-
parar el patrón de bandas obtenido con las 3 enzimas y los
patrones generados después de un análisis de restricción
virtual de secuencias del DNA ribosomal 16S obtenidas
del Genebank, se encontró que los dos aislamientos (A5 y
A6) son similares a Azotobacter nigricans y posiblemente
corresponden a la misma cepa.

A. nigricans ha sido encontrado en México en la rizósfera
de algunas leguminosas como el fríjol (19) También se ha
encontrado en la rizósfera de arroz donde produce un in-
cremento en la asimilación del nitrógeno y como conse-
cuencia mayor rendimiento en biomasa (22). En Colombia
se ha encontrado en el departamento de Boyacá en culti-
vos de zanahoria, coliflor y espinaca (11).

Una vez confirmada la identidad de los dos aislamientos
como A nigricans, se seleccionó el aislamiento A5 por
presentar una mayor velocidad de crecimiento con una
fase exponencial y estacionaria similar a las reportadas por
Peniche, (2005) (23) en trabajos con Azotobacter. De otra
parte se encontró un comportamiento atípico (bifásico) de
Azotobacter, posiblemente debido al tiempo requerido para
la inducción de ciertas enzimas para su metabolismo. Wong
et al., (2005) (24) afirman que hay enzimas que se expre-
san constitutivamente y los metabolitos pueden detener la
asimilación de ciertos sustratos.

Con relación a las actividades enzimáticas evaluadas, fue
evidente que la actividad fosfatasa registrada en medio
leche, medio de producción, fue muy baja (2,06 UF) indi-
cando que este medio no es adecuado para inducir dicha
actividad. De otra parte, en el medio inductor se registró
una actividad ligeramente superior (8,2 UF) que sigue sien-
do baja si se compara con los valores de actividad fosfatasa
reportados para Azotobacter chroococcum en medio
Picovskaya (32,893 UF) (15). Esta situación indica que
especies del género Azotobacter presentan diferencias en
la actividad fosfatasa que puede estar condicionada por el
medio ambiente nativo del microorganismo.

En cuanto a la producción de AIA se encontró, en los dos
medios, valores similares a los reportados para varias espe-
cies de Azotobacter consideradas promotoras de crecimien-
to (25), razón por la cual la producción de biomasa y
concentración de glucósidos fueron superiores en los tra-
tamientos con el biofertilizante.

Los medios leche y nutritivo no mostraron diferencias sig-
nificativas en la producción de biomasa para la formula-
ción del biofertilizante, pero considerando el menor costo
que representaría emplear el medio leche para producirlo,
se decidió utilizarlo para ajustar el inóculo hasta una con-
centración final de 109 UFC/ml, óptima para su aplicación
en campo (26).

La evaluación del biofertilizante en un cultivo de
Stevia rebaudiana mostró un incremento de un 15%
en la producción de biomasa fresca comparado con el
tratamiento control, Kumar et al., (2001) han reporta-
do aumento en la producción de biomasa del grano de
trigo en un 11,4% al aplicar un inóculo a base de
Azotobacter (27) y Chandrasekar et al. (2006) encon-
traron con inoculantes a base de Azotobacter, un in-
cremento correspondiente a un 12,1% en pastos del
género Echinochloa (28). Para la concentración de
glucósidos en las hojas de las plantas en el tratamiento
con Azotobacter, se observó un comportamiento simi-
lar, ocasionado posiblemente por síntesis de regulado-
res de crecimiento vegetal. Hormonas como las
giberelinas, presentan una ruta de síntesis similar al
steviosido (ruta del ácido mevalónico), excepto por la
síntesis de kaureno. Richman et al., (1999) (29) afirma
que la biosíntesis de estos dos compuestos está separa-
da temporal y espacialmente y depende de las condi-
ciones climáticas. Debido a que la síntesis de steviosido
se da en su mayoría en hojas viejas y la de ácido
giberélico en hojas jóvenes, se propone que este
glucósido es sintetizado por la planta para evitar una
sobreproducción de ácido giberélico (29).

Conclusiones

La aplicación de un biofertilizante a base de Azotobacter
nigricans, incrementó la producción de biomasa en un
cultivo de Stevia rebaudiana en un 15% y ligeramente la
concentración de glucósidos en las hojas en comparación
al tratamiento control. Este hecho sugiere que puede ser
considerado como una buena alternativa para mejorar las
condiciones nutricionales y mantener una producción or-
gánica sostenible.
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