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Resumen

Objetivo. Realizar un aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno para emplearlas en un programa de fertilizacion bajo un esquema de
agricultura orgdnica. Materiales y métodos. El aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno se realiz 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 utilizé para la elaboracion de un biofertilizante por fermentaciéndiscontinua
Laevaluacion preliminar del biofertilizante se realiz6 mediante su inoculacion en 3 eras de un cultivo de S. rebaudiana Bert. y el rendimiento
se determind con base en la produccion de biomasa y concentracién de glucésidos. Resultados. Dos aislamientos (A5 y A6) fueron
identificados como A. nigricans con base en la caracterizacion fenotipica y genotipica. El aislamiento A5 se selecciond para la elaboracion
del biofertilizante debido a que present6 mejor estabilidad, pigmentacion, mayor velocidad de crecimiento 0,1405 h! fase exponencial de 18
horas y una produccion de AIA promedio de 38,4 mg/ml a las 150 horas. El biofertilizante se obtuvo en medio leche con una concentracién
celular de 4x10'2 UFC/ml. Conclusiones. La evaluacion preliminar en campo mostré una correlacion positiva entre el aumento de la
concentracion de glucésidos en las hojas de S. rebaudiana y una mayor produccion de biomasa en respuesta a la aplicacion del biofertilizante.

Palabras clave: AIA, Azotobacter nigricans, glucésidos, 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 (AS 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'! 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
4x10'? 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.

Key words: IAA, Azotobacter nigricans, glycosides, Stevia rebaudiana Bert.
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Resumo

Producio de um bio-fertilizante a partir do isolamento de Azotobacter nigricans obtido num cultivo de Stevia rebaudiana Bert.
Objetivo: Realizar um isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio para emprega-las num programa de fertilizagdo sob um esquema de
agricultura organica. Materiais e métodos: O isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio realizou-se no meio Ashby-benzoato a partir
do solo de um cultivo de Stevia rebaudiana Bert. Os isolamentos identificados como Azotobacter nigricans foram avaliados mediante uma
cinética de crescimento e a cepa com maior velocidade utilizou-se para a elaborag@o de um bio-fertilizante por fermentacdo descontinua. A
avaliagdo preliminar do bio-fertilizante realizou-se mediante sua inoculag@o em 3 eras de um cultivo de S. rebaudiana Bert., e o rendimento
determinou-se com base na produgdo de biomassa e concentragdo de glucosideos. Resultados: Dois isolamentos (A5 e A6) foram
identificados como A. nigricans com base na caracterizagdo fenotipica e genotipica. O isolamento A5 selecionou-se para a elaboragdo do
bio-fertilizante por apresentar melhor estabilidade, pigmentacao, maior velocidade de crescimento (0,1405 h! fase exponencial de 18 horas)
e uma produgdo de AIA media de 38,4? mg/ml as 150 horas. O bio-fertilizante obteve-se no meio leite com uma concentracéo celular de
4x10?UFC/ml. Conclusdes. A avaliacao preliminar no campo apresentou uma correla¢do positiva entre o aumento da concentragao de

glucosideos nas folhas de S. rebaudiana e uma maior producéo de biomassa como resposta a aplicagdo do bio-fertilizante.

Palavras chave: AIA, Azotobacter nigricans, glucosideos, Stevia rebaudiana Bert.

Introduccion

Stevia rebaudiana es una planta herbicea 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 caldrico (300-350 veces mas
dulce que la sacarosa) los cuales tienen miltiples utilida-
des medicinales como: efecto hipoglicemiante, anticaries
y reduccion 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
produccidn se exporta a Europa y Asia, mercados que son
muy exigentes y no aprueban el uso de fertilizantes quimi-
cos; esta condicion ademds de la baja fertilidad de los
suelos donde se cultiva Stevia dificultan su produccion.
En los dltimos afos se han buscado alternativas viables
para mitigar el problema de baja fertilidad de los suelos y
reducir la aplicacion indiscriminada de agroquimicos. En
este contexto las bacterias del género Azotobacter se pre-
sentan como una alternativa util debido a que es un fijador
de nitrégeno de vida libre, promueve el crecimiento de
raices lo que conlleva a un aumento en la concentracién
de materia seca (3), contribuye con la solubilizacién de
fosfatos y calcio (4) y se ha reportado como eficiente pro-
ductor de fitohormonas, sider6foros y sustancias antifiin-
gicas (4, 5, 6). De esta forma Azotobacter spp. se puede
considerar como un biofertilizante con un amplio espectro
de aplicacion que incluye especies como maiz, trigo, za-
nahoria, papa entre otros (7). El objetivo del presente estu-
dio fue realizar el aislamiento de una cepa nativa fijadora
de nitrégeno, que pueda ser empleada como un biofertili-
zante, en el cultivo de S. rebaudiana Bert.

Materiales y métodos

Ubicacion 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 Lépez (Meta) 04°06” Latitud
Norte y 72°50” Longitud Oeste La region cuenta con una
temperatura promedio de 27°C, precipitaciéon promedio
anual de 2000 mm, y humedad relativa de 75%. El muestreo
se realizo 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 realiz6 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 realizé en agar Ashby a partir de granu-
los de suelo de acuerdo con la metodologia descrita por
Novo et al. (1983) (10). Luego de 3 a 8 dias de incubacién
a 32°C, se obtuvo el crecimiento de colonias mucoides,
con pigmento oscuro caracteristicas de A. chroococcum'y
A. nigricans (6). Las colonias aisladas fueron conservadas
con glicerol en una concentracion final del 50% (v/v) a -
70°C (6).

Caracterizacion de Azotobacter spp

Se realiz6 una caracterizaciéon macro y microscopica de
cada uno de los aislamientos para confirmar la morfologia
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tipica de bacterias del género Azotobacter. Paralelamente
y como criterio de seleccion, se evalud el crecimiento en
agar Ashby-benzoato luego de 36 horas y la estabilidad
de la pigmentacion luego de tres pases sucesivos. Se ob-
tuvieron 15 aislamientos a partir de los granulos de sue-
lo, de los cuales solamente dos cumplieron con los criterios
establecidos, a éstos se les realizé una tipificacion
bioquimica utilizando la bateria de azucares 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 bioquimicas
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 caracterizacién molecular de los dos aislamientos, se
llevé a cabo mediante el andlisis de restriccion del DNA
ribosomal 16S amplificado (ARDRA) usando los inicia-
dores Y1y Y3y las enzimas de restriccion Alu I, Hpa Il y
Rsa 1 (6, 11, 13). Los resultados obtenidos del ARDRA
fueron comparados con la restriccion virtual de secuencias
equivalentes de bacterias fijadoras de nitr6geno obtenidas
del Genebank.

Se realiz6 una cinética de crecimiento partiendo de un
indculo con una concentracion celular de 3x10® UFC/ml,
con relacion %2 utilizando caldo nutritivo. El cultivo se
incub6 a 30°C y 120 rpm. El crecimiento fue monitoreado
por turbidimetria 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 empled como tltimo crite-
rio de seleccion para la cepa que finalmente se utiliz6 en la
produccién del biofertilizante.

Evaluacion de la actividad fosfatasa y
produccion ATA

Con el aislamiento seleccionado de Azotobacter spp se
realiz6 una evaluacion cualitativa de solubilizacion de
fosfatos siguiendo la técnica descrita por Vasquez et al.
(2000) (14). Para tal fin el cultivo se igual6 al tubo 1 del
patrén de Mc Farland y se incub6 en agar picovskaya mo-
dificado (15), a temperatura de 30°C por un periodo de 24-
48 horas. Se tom6 como efecto solubilizador la presencia
de un halo de aclaracién mayor a 5 mm alrededor del piti-
llo de 1 cm de didmetro. Para cuantificar la actividad
fosfatasa se empled la técnica de p-nitrofenil fosfato (16).
La actividad se evalu6 en medio leche (medio de produc-
cién) y medio Pikovskaya (17) (medio inductor) (17), re-
gistrando el valor de absorbancia cada cuatro horas por un
periodo de 24 horas.

Adicionalmente se realiz6 la evaluacion de la produc-
ciéon de AIA en medio leche (medio de produccion) y
medio B (medio inductor) por parte de la cepa de
Azotobacter seleccionada, siguiendo la metodologia pro-
puesta por Bric et al. (1991) (18); modificado por Celis &
Gallardo (2007) (19).

Produccion del biofertilizante

Con la cepa identificada como Azotobacter nigricans se
realiz6 la produccién de un biofertilizante en medio leche
por fermentacién discontinua (30°C y 120 rpm) partiendo
de un preindculo ajustado al patrén No. 3 de Mc Farland.
El proceso se realizé con un volumen efectivo de trabajo
de (V2). Transcurridas 24 horas se realiz0 la lectura de UFC/
ml por la técnica de microgota, alcanzando una concentra-
ci6n de 12x10% UFC/ml. El in6culo obtenido se llevé a un
biorreactor de mezcla completa de 2L con una relacion de
60% de VET, agitacion de 120 rpm a 32°C durante 24
horas y se realizaron muestreos cada 4 horas para verificar
la concentracién celular en UFC/ml. El mismo procedi-
miento se realizé en un medio comercial de referencia.

Evaluacion preliminar del biofertilizante en
campo

Se realizé la aplicacion del biofertilizante (A. nigricans)
en tres eras de un cultivo de S. rebaudiana (50 x 1,20 m ¢/
u). La evaluacion de la respuesta del cultivo se llevo a
cabo hasta la primera produccion (180 dias) con base en
las variables producciéon de biomasa y concentraciéon de
s6lidos solubles totales (°Brix), que son considerados in-
dicadores de rendimiento y calidad respectivamente.

Analisis estadistico

La actividad fosfato solubilizadora, sintesis de AIA, pro-
duccion del biofertilizante en los diferentes medios, asi
como la evaluacién preliminar en campo fueron compara-
dos mediante un andlisis de varianza y la aplicacién de la
prueba de Tukey empleando el software Statistics®.

Resultados

Caracteristicas del suelo

Se encontrd un pH de 6,5 considerado dptimo para el desa-
rrollo de la planta, una baja conductividad eléctrica (0,53
ds/m), lo que indica que no habian problemas de salinidad.
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Sin embargo, se encontrd un bajo porcentaje de materia
orgdnica, altos niveles de sodio (10 ppm); niveles
suboptimos de fosforo y nitrégeno, ademds de una marca-
da deficiencia de elementos menores.

Caracterizacion de Azotobacter spp

Con la técnica de granulos de suelo se obtuvo un porcen-
taje de recuperacion promedio de 30% de bacterias
fijadoras de nitrégeno. En agar Ashby se observo la for-
macion de halos transparentes alrededor de algunos gra-
nulos consecuencia de la solubilizacién del carbonato
de calcio. Se recuperaron 15 cepas, dos de las cuales (A5
y A6) cumplieron con los criterios de seleccion
preestablecidos. Estos aislamientos mostraron caracteris-
ticas macro y microscOpicas similares a las reportadas
para A. chroccoocum, A. vinelandii y A. nigricans como:
colonias irregulares con alta producciéon de exopolisacé-
ridos, pigmentacion, forma bacilar corta y formacion de
quistes (6).

Las pruebas bioquimicas con 8 fuentes de carbono, nitra-
to/nitrito, y peroxidasa, fueron similares para los aislamien-
tos AS y A6. Este resultado es consistente con los obtenidos
en la caracterizacion macroscopica y microscopica (Figu-
ra 1), por lo que se podria sugerir que corresponden a
cepas filogenéticamente cercanas.

Para la identificacién molecular de las cepas selecciona-
das, se realizo el analisis de restriccion del DNA ribosomal
168S, con la enzima Alu I la cual mostrd un patrén de 3

bandas de tamafio superior a 100 pb (Figura 2), con la
enzima Hpa Il también se obtuvieron 3 bandas para AS y
A®6. Finalmente, con la enzima Rsa I se obtuvieron 5 ban-
das para la cepa A5. Después de comparar el patron de
bandas obtenido con las 3 enzimas con los patrones gene-
rados después de un andlisis de restriccion virtual de se-
cuencias del DNA ribosomal 16S obtenidas del Genebank,
se encontrd que los dos aislamientos son similares a
Azotobacter nigricans.

Para seleccionar la cepa que se utiliz en la preparacion
del biofertilizante, se comparé la velocidad de crecimien-
to (mx) y el tiempo de duplicacion (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
observe para la cepa A5 0,1405h'- 4,93 h. En este caso se
observd que aproximadamente a la hora 24 se alcanza la
fase exponencial y entre las 24 y 72 h se registr6 la fase
estacionaria, resultado que es similar al reportado por
Peniche, (2005) (23) en ensayos con Azotobacter. De otra
parte se encontrd un comportamiento atipico (bifasico) de
Azotobacter, posiblemente debido al tiempo requerido para
la induccion de ciertas enzimas para su metabolismo.

Evaluacion de la actividad fosfatasa y
produccion ATA

La prueba semicuantitativa para evaluar la actividad
fosfatasa del aislamiento A5 no registré halos de
solubilizacién aunque se observé acidificacion del me-

Figura 1. Presencia de quistes de Azotobacter
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2,0%; di-
gestion con la enzima Alu I (carriles 1 y 7 cepas ASy A6
respectivamente), Hpa II (carriles 2 y 8 cepas AS y A6
respectivamente) y Rsa I (carriles 3 'y 9 cepas A5y A6
respectivamente). Marcador de peso molecular 100 pb
(carril 5).

dio. Se esperaba que como resultado de la acidificacion
del medio por la accion de los 4cidos orgédnicos produci-
dos por el microorganismo, se obtuviera una solubilizacion
del fosfato (15). En el medio inductor se presentd una ma-
yor actividad fosfatasa (8,2 UF) siendo mdxima 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 produccion de AIA para el aislamiento A5 fue superior en
el medio B (38,4 mg/ml), comparado con la produccion 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).

Produccion del biofertilizante

Una vez identificadas las caracteristicas de crecimiento de
la cepa seleccionada (AS), se realiz6 la produccion del
biofertilizante. No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en cuanto a la produccion de biomasa
en los medios leche y nutritivo (p>0,05) obteniéndose una
concentracion celular de 4x10'2 UFC/ml. Este valor fue
superior al reportado por Peniche, (2005) (23), quien me-

diante una fermentacion discontinua en caldo nutritivo,
obtuvo una concentracién de 10 UFC/ml. En el momento
de realizar la inoculacion del producto se recomienda lle-
var a un volumen de 200 L para obtener una concentracion
final de 10° UFC/ml.

Evaluacion preliminar del biofertilizante en
campo

Después de 180 dias de evaluacion en el cultivo de Stevia
rebaudiana, se obtuvo una produccion 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 produccion (Figura 3). Esto demues-
tra una correlacién positiva entre la aplicaciéon de una
bacteria fijadora de nitrogeno y el rendimiento de biomasa
de S. rebaudiana.

En cuanto a la concentracion de glucésidos, se encontrd
que probablemente el biofertilizante tiene un efecto po-
sitivo pues se encontraron valores superiores para el tra-
tamiento con A. nigricans (12,4 °Brix) comparado con el
control que presentd valores promedio de 11,39 °Brix
(Figura 3).
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Figura 3 Concentracion de glucésidos (°Brix) y
produccién de biomasa (kg/ha) para el control y A. nigricans.

Discusion

Los niveles suboptimos de fosforo y nitrégeno encontra-
dos en el suelo del cultivo de S. rebaudiana previo a la
aplicacion del biofertilizante sumado a la deficiencia mar-
cada de elementos menores a excepcion del hierro y el
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bajo contenido de materia orgdnica consecuencia del es-
caso aporte de biomasa (2,2 a 3,8 ton/ha/afo) (20) sugie-
ren una media o baja fertilidad del suelo. Este hecho
justifica la aplicacion de un biofertilizante con capacidad
para incrementar la disponibilidad de nitrégeno y fésforo
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 caracterizacion fenotipica y molecular de los aislamien-
tos AS y A6, permitié confirmar su ubicacion taxondmica
como miembros del género Azotobacter. Después de com-
parar el patrén de bandas obtenido con las 3 enzimas y los
patrones generados después de un anélisis de restriccion
virtual de secuencias del DNA ribosomal 16S obtenidas
del Genebank, se encontr6 que los dos aislamientos (AS y
A6) son similares a Azotobacter nigricans y posiblemente
corresponden a la misma cepa.

A. nigricans ha sido encontrado en México en la rizosfera
de algunas leguminosas como el frijol (19) También se ha
encontrado en la rizésfera de arroz donde produce un in-
cremento en la asimilacion del nitr6geno y como conse-
cuencia mayor rendimiento en biomasa (22). En Colombia
se ha encontrado en el departamento de Boyacé en culti-
vos de zanahoria, coliflor y espinaca (11).

Una vez confirmada la identidad de los dos aislamientos
como A nigricans, se selecciond 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 encontrd un comportamiento atipico (bifasico) de
Azotobacter, posiblemente debido al tiempo requerido para
la induccion 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
asimilacion de ciertos sustratos.

Con relacion a las actividades enzimaticas evaluadas, fue
evidente que la actividad fosfatasa registrada en medio
leche, medio de produccion, 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 registrd
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 situacién 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 produccion de AIA se encontrd, en los dos
medios, valores similares a los reportados para varias espe-
cies de Azotobacter consideradas promotoras de crecimien-
to (25), raz6n por la cual la produccidon de biomasa y
concentracion de glucdsidos fueron superiores en los tra-
tamientos con el biofertilizante.

Los medios leche y nutritivo no mostraron diferencias sig-
nificativas en la produccién de biomasa para la formula-
cion del biofertilizante, pero considerando el menor costo
que representaria emplear el medio leche para producirlo,
se decidi6 utilizarlo para ajustar el indculo hasta una con-
centracién final de 10° UFC/ml, 6ptima para su aplicacién
en campo (26).

La evaluacion del biofertilizante en un cultivo de
Stevia rebaudiana mostré un incremento de un 15%
en la produccion de biomasa fresca comparado con el
tratamiento control, Kumar et al., (2001) han reporta-
do aumento en la produccién de biomasa del grano de
trigo en un 11,4% al aplicar un in6culo 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 concentraciéon de
glucdsidos en las hojas de las plantas en el tratamiento
con Azotobacter, se observé un comportamiento simi-
lar, ocasionado posiblemente por sintesis de regulado-
res de crecimiento vegetal. Hormonas como las
giberelinas, presentan una ruta de sintesis similar al
steviosido (ruta del 4cido mevaldnico), excepto por la
sintesis de kaureno. Richman et al., (1999) (29) afirma
que la biosintesis de estos dos compuestos estd separa-
da temporal y espacialmente y depende de las condi-
ciones climdticas. Debido a que la sintesis de steviosido
se da en su mayoria en hojas viejas y la de 4acido
giberélico en hojas jovenes, se propone que este
glucdsido es sintetizado por la planta para evitar una
sobreproduccién de 4cido giberélico (29).

Conclusiones

La aplicacion de un biofertilizante a base de Azotobacter
nigricans, incrementd la produccién de biomasa en un
cultivo de Stevia rebaudiana en un 15% y ligeramente la
concentracion de glucdsidos en las hojas en comparacion
al tratamiento control. Este hecho sugiere que puede ser
considerado como una buena alternativa para mejorar las
condiciones nutricionales y mantener una produccién or-
gdnica sostenible.
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