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Resumen
El crecimiento vegetal adecuado es de gran importancia en el sector agricola, garantizando

mayor productividad de los cultivos. Es habitual en los sistemas agricolas implementar
procesos de fertilizacidbn orgéanica o inorganica, que provean macro y micronutrientes
requeridos para el buen desarrollo de la planta. Sin embargo, el uso indiscriminado de
fertilizantes quimicos conlleva a la acidificacién, erosion y alteracion de las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Se han identificado microorganismos capaces de establecer
interacciones positivas con las plantas, permitiendo promover su crecimiento mejorando la
calidad de los frutos a cosechar. Los géneros bacterianos mas estudiados por ser
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), por sus siglas en inglés, son
Azospirillum sp., Azotobacter spp., Pseudomonas y algunas especies de Bacillus sp.
Trabajos realizados por la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) de la
Pontificia Universidad Javeriana, con aislamientos de Azotobacter sp. obtenidos de suelos
de cultivos horticolas colombianos, han demostrado el potencial de este género bacteriano
para producir metabolitos promotores de crecimiento vegetal. En este trabajo, se propuso
evaluar la actividad promotora del crecimiento vegetal de dos cepas nativas de Azotobacter
sp. en plantas de tomate de la variedad Chonto Santa Clara. Para esto, se reactivaron las
cepas de Azotobacter sp. C4T y C2Br, se establecio la curva de crecimiento y condiciones
de produccion del in6culo. Se determind que las cepas obtuvieron tiempos de duplicacion
de 77,8 y 10,8 horas respectivamente y fases de crecimiento exponencial hasta las 41
horas. Posteriormente se evalud efecto de las dos cepas sobre la germinacién de semillas
de tomate, bajo condiciones in vivo e in vitro. Se obtuvieron porcentajes de germinacion de
maximos de 82.22% para la cepa C4T y 80% para C2Br. Finalmente, se evalud el efecto
de las dos cepas de Azotobacter sp. sobre el crecimiento de plantas de tomate bajo
condiciones de invernadero mostrando resultados significativamente positivos con respecto
a las plantas control. Los resultados de este trabajo, sumado a los obtenidos en trabajos
anteriores desarrollados por UNIDIA, permiten sugerir que las dos cepas de Azotobacter

evaluadas son promisorias para ser empleadas como biofertilizante.



1. Introduccién

En el sector agricola, el crecimiento vegetal adecuado es de gran importancia ya que
garantiza un mayor nivel de produccién. Para mantener o incrementar la productividad de
los cultivos, es necesario implementar de procesos de fertilizacion y control de plagas y
enfermedades. La aplicaciéon de fertilizantes quimicos u organicos, que suplen al suelo con
macro y micronutrientes requeridos para el buen desarrollo de la planta es una practica
habitual en los sistemas agricolas. Sin embargo, los elevados costos de los fertilizantes
frecuentemente usados en agricultura (urea, cloruro de potasio y fosfato de amonio), los
problemas ambientales asociados a su uso excesivo, sumado a la presencia de patdégenos
que generan pérdidas importantes en la productividad para los cuales no han desarrollado
estrategias de control quimico efectivo, han promovido la aplicacion de productos
alternativos dentro de los que se incluyen los biofertilizantes.

Los biofertilizantes corresponden a insumos formulados con uno o varios microorganismos,
gue de una u otra forma proveen o mejoran la disponibilidad de nutrientes cuando se aplican
a los cultivos y cuyo uso permite reducir los costos de produccién, proteger el medio
ambiente y conservar la fertilidad y biodiversidad del suelo. Las bacterias de la rizésfera
gque poseen la capacidad de promover el crecimiento vegetal, se conocen como
rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR por su sigla en inglés)
(1), Azotobacter es uno de los géneros bacterianos reportado como PGPR y ampliamente
utilizado como biofertilizante en varios cultivos. La mayoria de especies de Azotobacter
basan su actividad PGPR en la produccidon de reguladores de crecimiento (auxinas,
giberelinas, citoquininas), fijacion no simbidtica de nitrégeno y solubilizacion de fosforo entre
otras. Estas caracteristicas, facilitan la asimilacion y absorcién de nutrientes disponibles en
el suelo. De acuerdo con lo anterior, este estudio, tiene como finalidad evaluar la actividad
promotora de crecimiento vegetal in-vivo, de dos cepas hativas de Azotobacter sp. con el
fin de generar conocimiento que permita proponer su uso como biofertilizante. El trabajo
propuesto esta enmarcado en un proyecto que viene desarrollando la Unidad de
Investigaciones Agropecuarias UNIDIA en la linea de Investigacion “estudio de
microorganismos con potencial agropecuario”, y cuyo objetivo principal es evaluar la
actividad PGPR en aislamientos nativos de Azotobacter provenientes de cultivos horticolas

del altiplano Cundiboyacense.
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2. Formulacioén del problemay justificacién

2.1. Formulacion del problema

Colombia es un pais con un alto potencial agricola, sin embargo, desde hace mas de una
década se ha observado disminucién de productividad, pérdida de competitividad y
aumento de la dependencia del uso de agroquimicos. La deficiencia de elementos
minerales en el suelo o su baja disponibilidad, afecta gravemente el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Para solucionar este problema, desde el siglo pasado, se han implementado
métodos de fertilizacion quimica, que aun cuando son benéficos para la planta, su uso
excesivo, causa acidificacion del suelo, favorecen la erosion, alteran las propiedades fisico-

quimicas del suelo y contaminan los cuerpos de agua (2,3).

2.2. Justificacion
Debido a la pérdida de la fertilidad del suelo como consecuencia del uso indiscriminado de

fertilizantes quimicos, se ha generado la necesidad de implementar alternativas de
fertilizacién, con el fin de recuperar las caracteristicas del suelo, aumentar los ingresos al
agricultor y mejorar la eficiencia del cultivo (4) Segun el DANE (5) solo en enero de 2018
Colombia exporté 380.547 toneladas métricas de productos agricolas alimenticios, lo que
indica que las especies horticolas juegan un papel importante dentro de la economia
nacional, ya que son productos de alta demanda alimenticia en la poblacién, y un area
generadora de empleo en el campo y la industria agricola (6). Por ello, es importante el uso
de biofertilizantes en la actividad agricola, los cuales representan alternativas

econdémicamente viables, garantizando producciones mas limpias para el sector agricola

@).

El uso de biofertilizantes a base de microorganismos (bacterias, hongos), ha logrado
mayores rendimientos rentables y econémicos ya que buscan estimular los ciclos bioldgicos
naturales (8). Los microorganismos empleados en estos productos, son aquellos capaces
de fijar nitrégeno libremente, solubilizar el fésforo y producir reguladores de crecimiento
vegetal (9). Se encuentra documentado que los microorganismos establecen interacciones
positivas con las plantas, con el fin de promover su crecimiento y optimizar la calidad de los
frutos a cosechar, entre estos microorganismos se encuentran bacterias de los géneros:
Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas y algunas especies de Bacillus ((10), y hongos
como Aspergillus (11), Trichoderma (12,13), Pisolithus tinctorius (14) y Penicillium sp (15),

entre otros.
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La actividad PGPR de Azotobacter spp. se basa en la capacidad para producir agentes
gquelantes de hierro, fijar libremente nitrégeno y producir acido indol acético, entre otras
(16,17). Con base en lo descrito anteriormente, este estudio tiene como finalidad evaluar la
actividad promotora de crecimiento vegetal in-vivo en plantas de tomate, de dos cepas
nativas de Azotobacter sp. con la intencién de proponer su posible uso como biofertilizante

y de esta manera motivar a los agricultores a disminuir el uso de fertilizantes quimicos.

3. Marco tedrico
3.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) son bacterias que se pueden aislar de las
superficies de la raiz de las plantas y en la rizosfera, las cuales tienen potencial para mejorar
el crecimiento de las plantas directa o indirectamente (18). Estas bacterias tienen la
capacidad de modificar o mejorar factores que afectan a las plantas por distintos
mecanismos. Un ejemplo de esto es la produccion de fitohormonas como lo las auxinas,
gue tienen un efecto directo sobre el crecimiento de la planta al controlar distintas etapas
del crecimiento y desarrollo vegetal, como alargamiento celular, division celular vy

diferenciacion tisular (19).

La solubilizacién de fosfatos inorganicos, el aumento de la asimilacion del hierro a través
de la produccién de sideréforos y los compuestos volatiles que afectan las vias de
sefalizacién de la planta (20) son otras de las caracteristicas que tiene una bacteria
promotora del crecimiento vegetal. Por tratarse de mecanismos indirectos, tienen la
capacidad de defender a la planta frente al ataque de agentes patdgenos, bien sea por
interacciones antagénicas con otros microorganismos o por induccién de resistencia por
parte de la planta (21). Debido a esto, el uso de compuestos que promueven el crecimiento
vegetal se ha incrementado en el campo agricola con el fin de aumentar la productividad
de los cultivos, tener cosechas de mejor calidad de forma sostenible y reducir el impacto

ambiental generado por la aplicacion de agroquimicos.
Hoy en dia se busca la incorporacion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal

mediante procesos biol6gicos, es decir, que sean sintetizadas por microorganismos para

incluirlas en los actuales esquemas de fertilizacion. Los géneros bacterianos mas
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estudiados y con mayor potencial para ser utilizados en la sintesis de dichos compuestos

son: Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, Azotobacter, entre otros (22).

Las bacterias del género Pseudomonas tienen la capacidad de potenciar el crecimiento de
las plantas, mediante mecanismos directos o indirectos (23). Se ha reportado que la fijacion
del 20% del nitrégeno atmosférico esta atribuida a este microorganismo (24), igualmente
para realizar el secuestro de hierro, Pseudomonas spp. producen sideréforos fluorescentes
de tipo pyoverdine y dihydropyridine (25). Ademas de producir reguladores del crecimiento
vegetal (auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno) involucrados de manera efectiva en la

elongacion de las plantas (26).

De otra parte, algunas especies del género Azospirillum, inducen cambios en los
parametros de crecimiento vegetal entre los que se encuentran aceleracion de la
germinacion de las semillas, aumento de la biomasa aérea de la planta, aumento peso seco
de la raiz y desarrollo del sistema radical de las plantas (27). La capacidad de fijar el
nitrégeno de forma libre es una de sus principales caracteristicas. Por su parte, a las
bacterias del género Rhizobium spp se atribuye la mayor parte de nitrégeno fijado en
plantas leguminosas mediado bajo la asociacion simbidtica entre ellos, reduciendo
sustancialmente el requerimiento de Nitrogeno de fuentes externas (28), en cuanto a la
solubilizacién del fésforo especies de Rhizobium sintetizan acidos organicos de bajo peso
molecular que acttan sobre el fésforo inorganico haciendo de este un elemento disponible
y asimilable por las plantas (29). lgualmente, Azotobacter ha demostrado promover el
crecimiento vegetal de distintos cultivos, bajo condiciones ambientales diversas y tipos de

suelo variados.

3.1.1 Azotobacter spp.

Se han identificado varias especies de Azotobacter con capacidad de promover el
crecimiento vegetal. Las mas estudiadas corresponden a las especies: A. chroococcum, A.
vinelandii, A. paspali y A. beijerinckii, cada una con un amplio potencial PGPR, lo que facilita

Su uso en diversos tipos de suelo y cultivos (30).

Azotobacter sp. a sido un microorganismo utilizado extensamente en la produccion agricola

mundial, ya que le aportan a las plantas hasta el 50 % de sus necesidades de nitrégeno
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mediante la fijacién asociativa del elemento que llevan a cabo a partir de la atmésfera,

ademas de suministrarles sustancias activas estimuladoras del desarrollo vegetal (30).

Posee capacidad diazétrofa, es decir puede convertir el nitrdgeno molecular (N2) a amonio
(NH4) mediante la accion de la enzima nitrogenasa. Igualmente sintetiza sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal, tales como, vitaminas y hormonas vegetales que
intervienen directamente con el desarrollo de la planta. Sintetiza tiamina de 50-100 mg g-1
de peso seco; acido nicotinico de 200-600 mg g* de y acido pantoténico y biotina; acido

indolacético; acido giberélico y citoquinas (30).

Se han reportado estudios donde tras la caracterizacién de Azotobacter como PGPR se
confirma su capacidad de producir Acido indol acético, donde ademas de producirlo se
aumenta progresivamente con el tiempo de 12,63 pyg ml-1 a 14.95 uyg ml-1. También se
reporté una buena actividad de fijacion de nitrdgeno y solubilizacién de fosforo (30).

Azotobacter spp. son capaces de ejercer todas sus funciones de promocion del crecimiento
vegetal en condiciones de estrés. Se encuentra reportado, por ejemplo, que Azotobacter
chroococcum, tiene la capacidad de resistir niveles elevados de metales pesados en el
suelo en cultivos de maiz (1400 y 2000 pyg mL -1 de Cu y Pb). A pesar de las condiciones
de estrés generada por el exceso de metales, la bacteria expresa numerosas actividades
promotoras del crecimiento vegetal. Bajo estas condiciones la cepa evaluada en ese
trabajo, produjo entre 65.5 y 60.8 yg mL-1 de acido indol acético en presencia de
concentraciones de 400 yg mL -1 de cada metal, adicionalmente tuvo una produccion

significativa de sideréforos (31).

3.2. Especies vegetales para evaluacion de potencial PGPR

Se encuentra documentado una mejora significativa en el desarrollo de algunas especies
de plantas tras el uso de bacterias con actividad promotora de crecimiento vegetal. Algunos
de los cultivos donde se ha evaluado la respuesta frente a PGPRs son: maiz (32), algodén
(33), zanahoria (34), mostaza (35) y tomate (36,37), cabe resaltar que la evaluacion de

dicha actividad se ha realizado en diferentes etapas del cultivo.

En ese orden de ideas, en lechuga por ejemplo, se ha observado que el largo de la planta

y el ancho de la hoja es mayor cuando se realizan inoculaciones con Azotobacter sp.(38),
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adicionalmente el uso de este microorganismo muestra que incrementa el area foliar y la
capacidad de produccion de clorofila (39). Cabe mencionar que la lechuga es un cultivo que
se adapta muy bien a climas frescos y himedos, y su temperatura promedio que favorece
el crecimiento y buen desarrollo se encuentra entre los 15y 20 °C (40), adicionalmente es
tolerante a pH acidos y es medianamente tolerante a la salinidad (41). De la misma manera,
en plantas de algodén se observo un incremento en la longitud del brote, longitud de la raiz
y peso seco de la planta cuando fueron tratadas con especies del género Azotobacter,

ademas de presentar una mayor fijacién de nitrégeno (30).

En el caso del tomate (Solanum lycopersicum), que es una de las hortalizas de mayor
importancia a nivel econémico mundial ya que representa el 30% de la produccién horticola
y presenta amplia variedad de productos derivados (42), se ha observado que la aplicacién
de agroquimicos ha venido incrementado a través del tiempo, con el fin de controlar
enfermedades fangicas producidas por Fusarium oxysporum, Stemphylium solani y
Alternaria solani (43), El incremento continuo en el uso de agroquimicos en el cultivo de
tomate, hace necesario que se incorporen de manera prioritaria, alternativas de fertilizacién

gue no conlleven a degradar el ecosistema y la biodiversidad.

La planta de tomate inicia su crecimiento partiendo de un tallo principal formando entre 5y
10 hojas antes de producir el primer racimo floral, posteriormente se diferencian los dos
habitos de crecimiento, indeterminado o determinado. En plantas de crecimiento
indeterminado, se forma una yema vegetativa en la axila de la hoja mas joven que continta
el crecimiento y desplaza esta hoja a una posicién por encima del racimo floral mas reciente
y sigue su crecimiento formando tres o cuatro hojas y alcanzan longitudes mayores a los 5
metros, mientras que el habito determinado hay una fuerte brotacién de yemas axilares y
se producen menor nimero de hojas entre los racimos florales. Se caracterizan por alcanzar

una longitud maxima de dos metros y desarrollar una inflorescencia por cada hoja (44).

La rusticidad de la planta de tomate permite que sea poco exigente a las condiciones del
suelo. Sin embargo, es necesario que para su desarrollo tenga un buen drenaje, por ello es
importante que el sustrato tenga un alto contenido de materia organica. Esta planta se
desarrolla a 40 cm de profundidad en suelos arcillosos y arenosos (45). En cuanto al pH de
suelo, el 6ptimo debe oscilar entre 5,8 y 6,8 para que la planta se desarrolle y disponga de

nutrientes adecuadamente (45,46). Uno de los grandes beneficios del cultivo de tomate,
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radica en su resistencia a los cambios de temperatura y a su corto periodo de cosecha, en
donde se presentan temperaturas 6ptimas de crecimiento del cultivo, y temperaturas

maximas y minimas para su desarrollo a través del ciclo de vida del mismo.

Los diferentes tratamientos realizados con Azotobacter spp. en tomate, han demostrado la
actividad promotora de crecimiento vegetal que este posee, ya que aumenta el peso seco
de la planta, la longitud del tallo y de la raiz, adicionalmente Azotobacter spp. incrementan

la actividad antioxidante del tomate, el peso fresco y la calidad del fruto (36).

3.3. Biofertilizantes

Las tecnologias de fertilizacion biol6gica son estrategias para el manejo de la nutricion y
proteccion de los cultivos, estds ofrecen soluciones y/o alternativas a la deficiencia de
nutrientes en el suelo, permiten la sustitucion total o parcial de fertilizantes sintetizados
quimicamente y contribuyen a la distribucién de los costos de produccién, aumento en la
productividad, mejora en la calidad del fruto y generar un impacto positivo en el medio
ambiente (47)

La utilizacion de microorganismos en la preparacion de los distintos tipos de biofertilizantes
es esencial ya que de acuerdo a la necesidad nutricional de cada tipo de suelo y cultivo se
realiza el analisis y eleccién de una cepa y/o consorcio microbiano para tal fin. Estas
preparaciones se caracterizan por contener células vivas o en fase de latencia, cada una
con capacidades distintas, dentro de las cuales estan: eficiencia en la fijacién de nitrégeno,
solubilizaciéon de fosfato o capacidad celulolitica empleados en la aplicacion de semillas,
suelo o areas de composicion con el objetivo de aumentar la poblacién microbiana en el
suelo y de esta manera acelerar los procesos y aumentar el grado de disponibilidad de

nutrientes en una forma que puede ser facilmente asimilada por la planta (48).

3.3.1. Azotobacter como biofertilizante

Azotobacter ha demostrado tener actividad de promotora del crecimiento vegetal de manera
eficiente disminuyendo la fertilizacion quimica en los cultivos. En un estudio realizado por
Romero-Perdomo en el 2017, se evalué dicha actividad en cepas de Azotobacter
chroococcum en cultivos de algodon en Colombia, para determinar el potencial
biofertilizante de estas cepas con distintas dosis de fertilizante nitrogenado con el fin de

establecer si este podria 0 no reducir o reemplazar las tasas de fertilizacion de N en cultivos
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de algodon. Se pudo observar que al momento de la inoculacion se aumento
significativamente el crecimiento de la planta, aumentando la longitud del brote y longitud
de laraiz (34).

En 2015, Kumar evalud la capacidad de Azotobacter de potenciar el crecimiento de plantas
de jatropha y aumentar su afinidad de colonizacién por micorrizas, se observo que los
cultivos que se mantuvieron en tratamiento con Azotobacter mostraron un mejor crecimiento
y desarrollo de la planta viéndose beneficiados factores como la longitud del brote el cual
aumento hasta un 46.89%, el diametro del brote aumento hasta el 17.28% y el nimero de
ramas aumentaron significativamente respecto a las control. Igualmente mostraron una
mejor afinidad para ser colonizados por micorrizas arbusculares, las cuales generaron una

mejor respuesta por parte de la planta frente a la absorcién de nutrientes (49).

Adicionalmente, no solo se puede observar el aumento en el crecimiento de las plantas y el
efecto que la inoculacion con Azotobacter tiene sobre el desarrollo vegetal, sino que
también se pueden determinar ciertas modificaciones positivas que este microorganismo
puede ejercer sobre las caracteristicas o propiedades de las plantas. Seyed y
colaboradores en 2017 realizaron la evaluacion de los cambios que se podian dar en los
acidos grasos constituyentes del relleno de granos de cartamo a causa de la biofertilizacion,
y pudieron determinar, que el contenido de acidos grasos saturados se reduce al interior de
los granos como consecuencia de los tratamientos con fertilizantes (basados en inoculacién
con Azotobacter) realizados a las semillas, mientras que los acidos grasos insaturados

aumentan (50).

El grupo de investigacion UNIDIA de la Pontificia Universidad Javeriana en 2007 realiz6 el
aislamiento de cepas de Azotobacter del altiplano cundiboyacense, a las cuales se han
realizado estudios en la produccion de metabolitos relacionados con la promocion del
crecimiento vegetal. Varias de las cepas aisladas corresponden presuntivamente a cuatro
especies: Azotobacter chroococcum, Azotobacter vinelandii, Azotobacter paspali y
Azotobacter beijerinckii, a las cuales se les ha evaluado la produccion de acido indol acético,
produccion de sidero6foros, fijacion libre de nitrégeno y solubilizacion de fésforo. Los
resultados obtenidos en estos trabajos, permitieron concluir que varias de las cepas de
Azotobacter aisladas de suelos horticolas del altiplano Cundiboyacense, podrian mostrar

una actividad PGPR de tal forma que, aquellas que generen una mejor respuesta por parte
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de la planta, podrian en un futuro ser empleadas en la formulacion y produccion de un
biofertilizante (51,52,53).

4. Objetivos
4.1. Objetivo general
- Evaluar la actividad promotora del crecimiento vegetal de dos cepas nativas de

Azotobacter sp. sobre la germinacién de semillas y crecimiento de plantas de tomate.

4.2. Objetivos especificos
- Establecer la curva de crecimiento de dos cepas de Azotobacter sp. para la
preparacion del inéculo.
- Evaluar el efecto de las dos cepas de Azotobacter sp. sobre la germinacion de semillas
de tomate de la variedad Chonto Santa Clara.
- Evaluar el efecto de las dos cepas de Azotobacter sp. sobre el crecimiento de plantas
de tomate, bajo condiciones de invernadero.

5. Metodologia

5.1. Microorganismos

Se emplearon dos cepas de Azotobacter seleccionadas en trabajos previos de UNIDIA por
su capacidad para producir acido indol acético (AlA) (52), solubilizar fésforo, fijar nitrégeno
de forma no simbiética y producir sideréforos (53). Los dos aislamientos fueron obtenidos
de cultivos de brécoli (C2Br) y tomate (C4T) del altiplano Cundiboyacense por Jiménez en
el 2007 (51).

La cepa CA4T fue identificada como Azotobacter chroococcum y la cepa C2Br como
Azotobacter sp (51).

5.2. Material vegetal
Se emplearon semillas de tomate (Solanum lycopersicum) variedad chonto Santa Clara, las

cuales fueron adquiridas en la compafia Impulsemillas.
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5.3. Reactivacion de cepas de Azotobacter
Cada una de las cepas fue reactivada en agar y caldo nutritivo a 28°C durante 24 horas a
partir del banco conservado a -80°C en caldo nutritivo con glicerol al 30%. La pureza de

las cepas se verific6 mediante coloracion de Gram.

5.4. Preparacion de indculo
Para preparar el in6culo, inicialmente se realiz6 el aislamiento en medio Ashby benzoato a

28°C durante 36 horas (51) y se verificO la pureza del microorganismo mediante tincion de
Gram. Se prepard una suspension bacteriana en caldo nutritivo, ajustando una densidad
Optica a 0,2 a 540 nm. Este valor de absorbancia corresponde a una concentracion del
indculo de 108 células/ml (54).

5.5. Curva de crecimiento
Con el fin de evaluar el crecimiento de los microorganismos empleados, se realizaron
muestreos de 3 ml de cada cepa a las Oh, 17h, 22h, 27h, 41h, 46h, 51h, 65h, y 70h, y se

registro la densidad oOptica por triplicado a 540 nm.

5.6. Inoculacién de semillas

Para determinar el efecto de la aplicacién de cada uno de los microorganismos sobre la
germinacion de semillas de tomate, se realizaron cuatro tratamientos. El primero se
denominé control absoluto, en donde a las semillas se colocaron con agua destilada sin
ningln elemento que afecte la germinacion. El segundo y tercer tratamiento corresponden
a inoculacién de las semillas con las cepas C2BR y C4T respectivamente. Para tal fin, se
tomé una suspensién celular de cada microorganismo a una concentracion final de 108
células/ml, en una proporciéon de 1:10 con solucién salina estéril (0,85% NacCl) (55) y se
aplicé diariamente 1mL cada suspension celular en el ensayo correspondiente durante 7
dias. El cuarto tratamiento corresponde a la aplicacion de un fertilizante comercial,

siguiendo las indicaciones del productor.

5.7. Pruebas de germinacién
Para evaluar germinacion en condiciones de laboratorio, se dispuso de semillas en cajas
de Petri con papel de filtro humedecido con agua destilada esterilizada (camara de

germinacion). Para este ensayo, se emplearon un total de 60 semillas, de las cuales, 15 se
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inocularon con la cepa C2BR, 15 con la cepa C4T, 15 con un fertilizante comercial y 15 con

agua destilada.

Para el montaje se colocaron 15 semillas por cada caja de Petri, las cuales se humedecieron
diariamente con 1mL de cada uno de los tratamientos. Las camaras de germinacién se
mantuvieron a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. El nimero de semillas
germinadas se registré diariamente durante 8 dias, teniendo como evidencia del proceso
de germinacion, la emergencia de la radicula. El 100% de germinacion corresponde al total

de semillas germinadas dispuestas para cada ensayo, siendo un ensayo Unico, sin réplicas.

Para las pruebas de germinacion en condiciones de invernadero, se emplearon semilleros
de 12 X 6 pozos, utilizando turba rubia como sustrato (Anexo 1), colocando 1 semilla por
compartimento. Se sembraron un total de 42 semillas por tratamiento, agrupando en grupos
de 14 semillas por réplica. El riego de los semilleros se realiz6 por aspersion, empleando el
sistema automatizado del invernadero de docencia de la Facultad de Ciencias de la
Pontificia Universidad Javeriana que consiste en una aspersion durante 5 minutos cada
doce horas. Diariamente durante 8 dias se inocul6 con 1mL de cada tratamiento al ensayo
correspondiente. El nimero de semillas germinadas se registré diariamente, tomando en

este caso como evidencia del proceso de germinacion, la emergencia de la plumula.

5.8. Trasplante de material vegetal

Una vez germinadas las semillas de cada tratamiento, a los 10 dias de siembra se
seleccionaron aquellas plantulas que se encontraban en condiciones adecuadas para
trasplante a macetas plasticas de 14 cm de diametro, altura de 12 cm y un volumen maximo
de 1,6 L. Se colocé una plantula por maceta y se adicionaron 3 ml de cada tratamiento a
la rizésfera. El sustrato empleado consistié en una mezcla de suelo (franco-limoso), turba

rubia y cascarilla de arroz, en una proporcién de 4:2:1 respectivamente (56).

5.9 Evaluacion del crecimiento

Los parametros de crecimiento se evaluaron semanalmente, durante 10 semanas,
empleando el método destructivo. Para esto, tres plantas de cada tratamiento fueron
extraidas. Los pardmetros de crecimiento evaluados fueron: nimero de hojas, longitud de
la raiz en centimetros, longitud total de la planta en centimetros, peso seco total de la planta,

peso seco de la parte aérea de la planta y peso seco de la raiz en gramos.
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5.10. Anélisis estadistico
Para evaluar las diferencias de la actividad promotora de crecimiento vegetal en los
tratamientos empleados, se mantuvieron las tres réplicas por cada tratamiento y se realiz

un analisis de varianza ANOVA de una via, en donde el valor de confianza se ajusto al 95%.
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6. Resultados

6.1. Cinética de crecimiento de las cepas de Azotobacter C4T y C2Br

El crecimiento de las cepas C4T y C2Br se determiné espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 540 nm, tomando muestras a las 0, 17, 22, 27, 41, 46, 51, 65,y 70
horas, con el fin de establecer la cinética de crecimiento para determinar el tiempo en el
cual cada cepa alcanza el final de la fase exponencial y asi llevar a cabo los ensayos
posteriores de inoculacion de semillas y plantulas. La figura 1 muestra una curva de

crecimiento similar para las dos cepas, alcanzando la fase estacionaria hacia las 40 horas.

1'2_ —
L
i .ﬁ’::.___fi-‘_.
/l""
1.0
‘_,d—'-’://
4 ‘_r'f
—a— C2Br
0.8
—— CAT
E _
c
Er 0,8 - i
Ty
0 /
o
=L 0,4 -
- /
|
0.0 — T T T T T T T T T T T T T
a 10 20 20 40 50 a0 7 20

Tiempo (horas)

Figura 1. Curva de crecimiento de las cepas C4T y C2Br mediante
espectrofotometria a 540 nm
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La regresion calculada para la fase exponencial en las dos cepas (C4T y C2Br) (Figura 2)
se realizé con el fin de determinar la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de
duplicacion. Los resultados muestran, que tanto la cepa C4T como la cepa C2Br cumplen
con la cinética de orden 1, con una velocidad especifica de crecimiento de 0,0089 hty
0,0636 h! y un tiempo de duplicaciéon de 77,88 horas y 10,89 horas respectivamente,
teniendo en cuenta estos resultados para la preparacion del indculo de las cepas a evaluar

determinando 50 horas de cultivo para el in6culo.
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Figura 2. A) Cinética de orden 1 de la cepa C4T en su fase logaritmica. B) Cinética de orden 1 de la
cepa C2Br en su fase logaritmica

6.2 Porcentaje de germinacion in vivo e in vitro de semillas de tomate

La evaluacion de la germinacion in vitro (figura 5) mostré que el porcentaje de germinacion
en los tratamientos con las cepas C4T y C2Br fue superior al control, después de 10 dias
en camara humeda, el 80 %, de las semillas inoculadas con las cepas de Azotobacter

germinaron, mientras que solo el 46% lo hicieron en el caso del tratamiento con el fertilizante
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comercial. Por su parte el 66% de las semillas del tratamiento control habian germinado
después de 10 dias en la camara humeda (figura 5).

Figura 3. Germinacion de semillas de tomate en condiciones in vitro.

Con el fin de determinar el porcentaje de germinacién para cada uno de los tratamientos
bajo condiciones de invernadero, se realizé la siembra por triplicado de catorce semillas por
tratamiento (figura 3). Este experimento se llevé a cabo a una temperatura promedio de
27°C y una humedad relativa promedio de 35%. En la figura 3, se observa la disposicion de
los semilleros empleados para las pruebas de germinacion, utilizando una distribucion que

facilité un riego homogéneo y monitoreo de cada una de las semillas.

Figura 3. Siembra en semilleros bajo condiciones de invernadero. A. Dia O de siembra y
B. 10 dias después de la siembra
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Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de germinacion entre réplicas no
presentaron diferencia significativa (Anexo 2), por lo que es valido promediar los valores
obtenidos en cada tratamiento. Como se observa en la figura 5, el mayor porcentaje de
germinacion se presenté con las semillas inoculadas con la cepa de Azotobacter C4T
82,22%, mientras que con la cepa C2Br, se obtuvo un porcentaje de 68,89 %. Para el caso
de las semillas tratadas con el fertilizante comercial y las semillas control, los porcentajes
obtenidos fueron inferiores, con valores promedio de 62,2 % en los dos casos. A pesar de
esto, el andlisis estadistico arrojé un valor de significancia mayor a 0,05 lo que indica que

no hay diferencias significativas entre los tratamientos (Anexo 3).

De forma paralela se realiz6 el registro de la temperatura maxima, minima y humedad
relativa a lo largo del estudio bajo condiciones de invernadero. La figura 6 muestra ligeras
variaciones en la temperatura maxima y minima, siendo 38°C la temperatura maxima
registraday 9 °C, la minima. El cambio de temperatura entre el dia y la noche correspondio
a 29 °C, sin embargo, las variaciones de la temperatura maxima y minima, permitié evaluar
los pardmetros de crecimiento vegetal sin problema.
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Figura 4. Porcentaje de germinacion de semillas de tomate
en condiciones in vivo (19 dias) e in vitro (10 dias)
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Figura 5. Registro de la temperatura maxima, minima y humedad relativa en el invernadero,
durante el periodo de experimentacion.

6.3-Pruebas en invernadero

Como se mencioné en materiales y métodos, la evaluaciéon del crecimiento se realiz6
considerando los parametros de longitud total de la planta, longitud de la parte aérea,
longitud de la raiz, peso fresco total y nimero de hojas. En cuanto al nimero de hojas, se
observé que las plantas inoculadas con las cepas CAT y C2Br presentaron un mayor
namero de hojas después de 10 semanas, en comparacion con las plantas control. Las
plantas inoculadas con las cepas C4T y C2Br, presentaron el mayor nUmero de hojas
durante las primeras dos semanas (Tabla 1), sin embargo, a partir de la semana 5 las
plantas tratadas con fertilizante aumentaron su nimero de hojas, y desde la semana 7 hasta
la semana 10 los resultados no variaron (figura 9A). Cabe resaltar que, aunque las hojas

de las plantas con fertilizante comercial tenian mayor tamafio, presentaron clorosis
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generalizada y pérdida de turgencia a diferencia de las plantas inoculadas con C4T y C2Br,
donde era evidente la presencia de clorofila en las hojas y mayor vigor de las plantas (figura
7).

Figura 6. Apariencia de las hojas a las 8 semanas de evaluacion. A) Tratamiento
con fertilizante B) Inoculacion con la cepa C2Br C) inoculacion con la cepa C4T D)
Control

Tabla 1. Numero de hojas de plantas de tomate en cada tratamiento durante las 10 semanas de
evaluacion.

Numero de hojas

Semana Control C2Br C4T Fertilizante

1 3£12 615 4 4

2 4 5+£12 810 5+£25
3 4 3 512 706
4 3£12 506 606 615
5 3£12 T£16 615 8x36
6 3£12 3+£0.6 706 723
7 306 6+1.5 7+£1.0 617
8 306 T+£32 TL£25 9+31
9 4£1.0 6+1.0 615 9+32
10 3+12 7+15 605 10+£12
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Al final del periodo de evaluacién (semana 10), los tratamientos con las cepas C4T, C2Bry
fertilizante comercial, presentaron valores similares para este parametro (3,6 , 3,9y 4 cm
respectivamente) (Tabla 2), indicando que no se presentan diferencias significativas.

Tabla 2. Longitud de la raiz de plantas de tomate en cada tratamiento durante las 10
semanas de evaluacion.

Longitud de la raiz (cm)

Semana Conitrol C2Br C4T Fertilizante
1 24+05 42+08 453+24 22+03
2 3808 42+1.1 5.2+05 38=x006
3 3804 4804 4.5 63x06
4 3604 38203 43 5.8+18
5 15+09 4007 6.9 6.7+35
6 15+06 42+06 5.1 44+08
7 15+09 23+06 3310 33203
8 1.5+05 3010 42+009 3.7+12
9 12+03 2602 3603 35+05

10 22108 39+1.1 3618 40+05

En cuanto a la longitud del tallo, en la figura 9C se observan diferencias significativas
(<0,05) en todos los tratamientos, durante las 10 semanas de evaluacion. Las plantas con
fertilizante presentaron la mayor longitud del tallo, seguido de las plantas inoculadas con
las cepas de Azotobacter y por ultimo el control (Tabla 3). A pesar de la mayor longitud del
tallo de las plantas tratadas con el fertilizante, se observd, que este era delgado y en
algunos casos las plantas mostraron un ligero volcamiento. En contraste, el tallo de las
plantas inoculadas con las cepas de Azotobacter, presentd mayor grosor y vigor (Figura
8).
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Figura 7. Apariencia de las plantas de tomate Después de 8 semanas. Obsérvese
la elongacion del tallo en los diferentes tratamientos A) Fertilizante B) C2Br C) C4T
D) Control

Tabla 3. Longitud del tallo de plantas de tomate en cada tratamiento durante las 10 semanas de evaluacion.

Longitud del tallo (cm)

Semana Control C2Br C4T Fertilizante
1 3,5£1,0 3.9+0,2 3,005 5,6+0,6
2 3,703 39+0,6 4.6+0,6 43+1,3
3 39+1.,0 44+0,7 5,706 6,.9+0.38
4 3,5+£0,5 50+1,0 48=+03 72+1,0
3 3,203 6304 5,208 7328
6 3,602 64=+1.0 48+ 1.1 84+206
7 42+03 5,7+ 0,6 6,2+0,6 9.2+3,0
8 3.5£05 6.8+0,8 55+£09 7.7+ 0.6
9 3,303 6,3+0,6 5,9+0,7 8,026
10 3.5£05 55+£1.5 50£0.6 9.0+1.,7
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En cuanto al peso fresco de las plantas en los tres tratamientos, se presentaron diferencias
significativas (Anexo 7) con respecto al control. Se observé que las plantas en el tratamiento
con fertilizante presentaron el mayor peso fresco durante todo el estudio. En cuanto a las
plantas inoculadas con las cepas C4T y C2Br, se observé que durante las primeras 5
semanas, las plantas del tratamiento con la cepa C4T tuvieron un mayor peso humedo
promedio que las inoculadas con la cepa C2Br. Sin embargo, a partir de la semana 6 se
invierte esta tendencia y en la semana 7, se observé que las plantas del tratamiento con
C4T no incrementaron su peso fresco, contrario a lo que ocurrio con las plantas del
tratamiento con C2Br (Tabla 4). Finalmente, en la semana 10 de evaluacién se observé que
las plantas del tratamiento con fertilizante presentaron un peso promedio 20 veces mayor
que las plantas control, mientras que para las plantas de los tratamientos con las cepas de

Azotobacter, el peso fresco promedio fue 10 veces superior (Tabla 4) (Figura 9A).

Tabla 4. Biomasa vegetal representada en peso fresco en cada tratamiento durante las 10

semanas de evaluacion.

Peso fresco vegetal (g)

Semana Control C2Br C4AT Fertilizante
1 00700026 01370025 00870015 04170129
2 012320023 01630071 02330035 0280+0.299
3 00970035 02070015 0430=0095 08370067
4 00700030 03170099 03800111 09070430
5 007720012 059001537 04430042 1.137=0.856
(i 00900036 06030104 04830183 06870320
7 01130025 05730165 04630044 14330351
8 00630015 07470107 04630153 11570137
9 0,063 =006 07570065 04830057 1200=0.142
10 00670015 07800046 05030047 11430091

En cuanto al peso seco total, de la parte aérea y de la raiz, se observé un aumento
progresivo durante el tiempo de evaluacion (figura 10B, 10C, 10D), siendo las plantas con
fertilizante las que registraron los mayores valores promedio, aun cuando también
presentaron la mayor desviacion estandar, como consecuencia de la poca homogeneidad
en el crecimiento (Tabla 5). Por otro lado, las plantas inoculadas con las cepas C4T y C2Br

mostraron un aumento progresivo de la biomasa durante todo el experimento, las plantas
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mantuvieron una uniformidad en su desarrollo y los valores de desviacion estandar en estos
casos no fueron mayores a 0,165. Para los tres tratamientos, los valores de peso seco
total, de raiz y aéreo, fueron significativamente mayores con respecto al control (Tabla 6 y
7). Finalmente, de todos los pardmetros evaluados en el estudio, el peso seco de la parte
aérea fue el que mostré un mayor aumento durante todo el experimento, especialmente en

los tratamientos con las cepas de Azotobacter (figura 10C).

Tabla 5. Biomasa vegetal representada en peso seco en cada tratamiento durante
las 10 semanas de evaluacion.

Peso seco vegetal (g)

Semana Control C2Br C4T Fertilizante
1 0,006 £0,002 0,009+0,025 0,008+0,000 0,039+0,015
2 0,009+0,001 0,012+0,071 0,023 +0,002 0,025 +0,029
3 0,009+0,002 00200015 00410006 0,081=+0,011
4 0,007 £0,003 0,032+0,099 0,044 +0,013 0,104 +£0,042
] 0,007 +0,001 0,062+0,157 0,060+0005 0,131+0,105
6 0,010+ 0,005 0,078+0,104 0,070+£0,026 0,098 +0,047
7 0,009 +0,002 0,054=0,165 0,073+£0,007 0,173 +0,057
8 0,006 +0,002 0,071+0,015 0,052+0,022 0,117+0,014
9 0,013+£0.003 00640025 0065+£0013 0,113 +0,062
10 0,009+ 0,002 0,065+0,020 0,061 £0,006 0,139+ 0,060
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Tabla 6. Biomasa vegetal representada en peso seco de la raiz en cada tratamiento durante las

10 semanas de evaluacion.

Peso seco raiz (g)

Semana Control C2Br C4T Fertilizante
1 0.0015 00011 0.0017 = 0,0002 0,001 = 0.0004 0.0055 £ 0,0022
2 0.0025 £ 00003 0.0032 £ 0.0007 0.0060 =0.002 0.0037 = 0.0046
3 0.0031 £ 0.0003 0.0055 £ 0.,0002 00085 =0.001 0.0201 £ 00034
4 0.0019 £ 00028 0.0072 £ 0.0031 0.0082 = 0.002 0.0290 £+ 0.0099
5 0.0017 £ 0,0003 0.0166 = 0,0053 001390005 0,0374 +0,0327
6 0.0021 £ 00009 0.,02030 £ 0001 00221 =0.005 0.0295 +0.0472
7 0.0022 £ 0.0007 0.0170 £ 00061 00212 =0.005 00498 £ 00123
8 0.0016 £ 00003 0.0207 £ 0.0057 00141 =0.008 00364 = 0.0056
9 0.0035 £ 0,0001 0.0183 = 0,0073 00206 =0.004 0,0380=0,0197
10 0.0019 £ 00003 0.0202 £ 0.0073 00179 +0.002 0.0688 £ 0.0197

Tabla 7. Biomasa vegetal representada en peso seco aéreo en cada tratamiento durante las 10

semanas de evaluacion.

Peso seco aéreo (g)

Semana Control C2Br C4T Fertilizante
1 00,0046 = 00008 0,007 £ 0,0009 0,007 = 0.,0006 0.0334+0,0132
2 0.0064 = 00007 0.0091 = 0.0036 0.017 £0.0031 00210 £ 0.0248
3 0.0055 £ 0.0013 0.0148 = 00008 00327 = 0.005 0.0604 = 0.0073
4 0.0052 = 0.0024 00251 = 0,008 00360 =0.011 0.0747 = 0.0361
5 0,0052 = 00006 00433 = 0,013 0,0465 = 0,003 0,0933 =0,0722
(1] 0.0079 = 00009 00574 =0.011 004770021 0.0688 = 0.0361
7 0.0067 =0.0014 0.0370 = 0010 00514 = 0005 0.1236 = 0.0443
8 0.0044 = 0.0019 0.0503 = 0,009 003790014 0.0801 = 0_0088
9 0,0096 = 00027 00434 =0.017 0,0447 = 0,009 00754 =0,0425
10 0.0068 = 0.0013 00447 = 0,017 00429 = 0005 0.0705 = 0,0082

7. Discusién
El uso de Azotobacter sp. como biofertilizante se basa en su potencial para promover el

crecimiento vegetal PGPR. La habilidad de la gran mayoria de las bacterias pertenecientes
a este género se basa en la produccion de reguladores de crecimiento como &cido indol
acético, produccion de sideroforos, fijacion libre de nitrégeno y solubilizacién de fésforo.
Azotobacter sp. también presenta un amplio rango de actividad antagonica frente a
fitopatoégenos (57). Dentro del trabajo realizado por la Unidad de Investigaciones
Agropecuarias (UNIDIA) en el aislamiento y caracterizacion de cepas nativas de
Azotobacter sp. de cultivos horticolas del altiplano cundiboyacense (51), se encuentra
documentado que las cepas empleadas en este estudio (C4T y C2Br) son diazétrofas,

producen &cido indol acético (52), sideréforos (53) y tienen la capacidad de solubilizar
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fésforo (58), lo cual hizo que fueran promisorias para la evaluacién in vivo de su potencial
PGPR.

7.1. Evaluacién de cinéticas de crecimiento de cepas de Azotobacter sp (C4ATy
C2Br)

La cinética de crecimiento para cada una de las cepas de Azotobacter sp, se realizé para
establecer el tiempo al cual se debia preparar el in6culo con el que se daria inicio a la fase
de evaluacion de los parametros de crecimiento de las plantas de tomate. Esto con el fin de
determinar in vivo la capacidad de las cepas evaluadas para promover el crecimiento

vegetal.

La curva de crecimiento (Figura 1) muestra que las cepas C4T y C2BR, alcanzan su fase
exponencial a las 41 horas de cultivo y dan inicio a la fase estacionaria. Al comparar estos
resultados con los obtenidos por Quintero en 2016 en un trabajo realizado con las mismas
cepas, se observa que hay una variacibn en los tiempos de crecimiento de los
microorganismos, toda vez que, en ese trabajo, el mayor punto de la fase exponencial se

presento a las 72 horas.

Existen varios factores que pudieron afectar la cinética de crecimiento, entre los que se
puede considerar, la produccion de exopolisacéridos durante el proceso de incubacién del
microorganismo que pudieron afectar la lectura espectrofotométrica, ya que se reporta que
Azotobacter sp. posee la capacidad de producir estos metabolitos asociados al crecimiento
(59). Otra razén que puede explicar esta diferencia es la composicion del medio de cultivo
empleado para el crecimiento de las cepas en cada caso. En el trabajo de Quintero, se
utilizé medio Ashby-benzoato que es un medio de cultivo libre de nitrégeno para el
crecimiento de Azotobacter sp. que, por tratarse de un medio selectivo, disminuye la
velocidad de crecimiento. En este trabajo por su parte, se empleé medio nutritivo que
contiene fuentes nutricionales facilmente asimilables y favorece el tiempo de duplicacion
del microorganismo. Es importante aclarar que en los dos estudios se mantuvieron las

mismas condiciones de agitacion y temperatura.

En un estudio realizado por Owlia y colaboradores en el 2012 (60), se determiné que la tasa
de crecimiento de cepas de Azotobacter sp. presentaron una fase exponencial entre las 12

y las 96 horas de cultivo. Sin embargo, en este estudio, los microorganismos fueron
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crecidos en medio Ashby-manitol, que es especifico para Azotobacter sp. Esto indica que
el crecimiento en un medio selectivo se puede dar en mayor tiempo, mientras que,
empleando medios nutritivos, el tiempo de adaptacién se reduce y la tasa de duplicaciéon

celular aumenta.

De otra parte, en este trabajo se utilizé el método espectrofotométrico para determinar la
biomasa celular a diferencia del método por peso seco celular utilizado por Quintero (52).
Aungue la determinacién del peso seco es un método directo poco sensible, tiene la ventaja
de proporcionar unidades de masa utiles en ecuaciones para la construccion de modelos
matematicos. Los métodos espectrofotométricos por su parte son mas sensibles y pueden
detectar bajas densidades bacterianas. Sin embargo, se puede ver afectado por

metabolitos o sustancias ajenas a la biomasa, sobre estimando el resultado obtenido (61).

7.2 Evaluacién del porcentaje de germinacion

La determinacién del porcentaje de germinaciéon se llevé a cabo con el fin de evaluar el
efecto de Azotobacter sp. sobre la germinacién de semillas de tomate in vivo e in vitro,
empleando cuatro tratamientos que corresponden a inoculacion de semillas con las cepas

CA4T y C2Br respectivamente, un fertilizante comercial y un control absoluto (figura 5).

El uso de biofertilizantes ha sido ampliamente reportado a nivel mundial por su capacidad
para promover la germinacion de semillas y el crecimiento vegetal. Como se observa en la
Figura 5. el tratamiento correspondiente a la inoculacion con Azotobacter sp. C4T presentd
el mayor porcentaje de germinacion (82,22%) bajo condiciones de invernadero, seguido
por C2Br (68,89%). Las semillas tratadas con el fertilizante comercial presentaron un
porcentaje de germinacion igual al obtenido para las semillas del control (62,22%). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Mahato en 2009 (62) quien emple6 un
biofertilizante con Azotobacter sp. en semillas de tomate y obtuvo, al quinto dia, un

porcentaje de germinacion del 90%.

En otro trabajo se demostro el efecto positivo de Azotobacter sp. sobre la germinacion de
semillas de tomate frente al tratamiento control y al género Azospirillum sp., en dicho
estudio, se obtuvieron valores del 70% y 63% de germinacion, respectivamente (63).
Trabajo similar realizado por Ibiene et al. (64) demostr6 que las semillas de tomate
inoculadas con Azotobacter sp. presentaron mayor porcentaje de germinacién, mejor

crecimiento, favorable respuesta a factores de estrés prolongados y resistencia a un amplio
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rango de enfermedades. Otros estudios realizados en guayaba por Pathak y colaboradores
en 2013 (65) también han demostrado la necesidad de emplear cepas con capacidad
PGPR; estos autores ademas de emplear Pseudomonas maltophilia y Azotobacter
chroococcum, han incorporado el uso de estiércol en conjunto con materia organica,

observando con esto un mayor porcentaje de germinacion.

Una de las razones que explica el mayor porcentaje de germinacion in vivo e in vitro en las
semillas inoculadas con cepa CA4T, se debe a su capacidad para producir AlA, que
corresponde a una auxina relacionada con el crecimiento radicular, elongacion de tallo,
aumento de la biomasa e incremento en el area foliar (66). Los resultados obtenidos por
Quintero en 2016 con las cepas C4T y C2Br muestran una produccién de AIA de 356,18y
23,4 ppm respectivamente (52), soportando la hipotesis de que este metabolito secundario

es el responsable de los porcentajes de germinacion obtenidos en este trabajo.

Se ha documentado que la produccién de AIA por parte de los microorganismos es el
principal activador de la emergencia de la radicula en semillas de maiz y elongacion de
plantulas de ballica. Asi mismo, se reporta que a mayor produccion de AlA por parte de
Azotobacter sp. mayor sera el porcentaje de germinaciéon y elongacion de plantulas
(67)(66).

A pesar de los beneficios anteriormente descritos, la aplicacion de fertilizantes inorganicos
sigue siendo la alternativa mas empleada por los agricultores debido al aumento del
rendimiento y productividad de los cultivos a corto plazo, a causa de que al ser
quimicamente sintetizados proveen las dosis recomendadas de nutrientes para cada uno
de los cultivos a tratar (63). Sin embargo, la aplicaciéon de estos compuestos no ha sido util
en la agricultura intensiva a largo plazo, ya que a menudo se asocia con acidez del suelo,

el desequilibrio de nutrientes y la contaminacién de fuentes hidricas (68).

7.3 Evaluacién de parametros fisiolégicos de crecimiento

La habilidad PGPR de algunos microorganismos es evidenciada en términos de crecimiento
y desarrollo vegetal. Se ha demostrado que la planta se ve beneficiada por la produccion
de reguladores de crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas), fijacion no simbidtica de
nitrégeno y solubilizacién el fésforo entre otras, permitiendo asi un aumento en la longitud
del tallo, longitud radicular, nimero de hojas, peso fresco y seco. Basado en los resultados

obtenidos en los ensayos in vitro realizados por UNIDIA para la caracterizacion metabdlica
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de estas cepas, se propuso en este estudio evaluar in vivo el efecto de las dos cepas de

Azotobacter sp. sobre el crecimiento de plantas de tomate bajo condiciones de invernadero.

7.3.1. NOmero de hojas
El area foliar que se encuentra representada en el nimero de hojas por planta esta
directamente relacionada con la disponibilidad de nitrégeno, producto de los procesos de

mineralizacién en el suelo (69).

La fijacion libre del nitrdgeno es otro factor importante en el aumento del area foliar en las
plantas, ya que esta dada por la interaccién entre la raiz de la planta y los microorganismos
diazotrofos, como Azotobacter sp asociados a la estimulacidon vegetal, bien sea
fitoestimulacion o biofertilizacion (70). De igual forma, la secrecién de exudados radiculares
por parte de la planta esta relacionado con el desarrollo de las comunidades microbianas
que generan un beneficio para esta. Algunos de los microorganismos benéficos diazétrofos
que hacen parte de comunidades microbianas de la rizésfera en cultivos horticolas y que
han sido ampliamente estudiados son: Azospirillum, Alcaligenes, Arthrobacter,
Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter diazotrophicus,

Azoarcus, entre otros (71).

En este estudio se evidencié una diferencia significativa (Anexo 4) en el numero de hojas
en cada tratamiento, frente al tratamiento control. Se observo que, al cabo de 10 semanas,
el tratamiento con mayor nimero de hojas fue Fertilizante, seguido de la inoculacién con la
cepa C2Br, C4T, y por ultimo el control, con valores de 10, 7, 6 y 3 hojas respectivamente.
Estos resultados debidos a que Azotobacter sp. es capaz de fijar de forma libre nitrégeno
atmosférico, de tal modo que se encuentre disponible para la planta aumentando asi el

numero de hojas durante su crecimiento (72).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado por diferentes
autores, quienes observaron que la inoculacion con especies del género Azotobacter sp.
incluido Azotobacter chroococcum, ademas de estimular el aumento del area foliar brindan
un mayor contenido de clorofila y proteinas a las hojas. De otra parte, se encuentra
documentado que la concentracion de nitrégeno en la hoja de las plantas tiene una relacion
directa con el tamafio, asi como con la disposicion y la cantidad de clorofila de estas (73).
La fijacion libre de nitrégeno atmosférico es un mecanismo efectivo para el aumento del

area foliar en comparacion con la aplicacion de fertilizantes nitrogenados (79,74)
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El trabajo realizado por Salazar en 2017 muestra la produccion de sideréforos por las cepas
empleadas y (75) afirma que dicha produccién favorece la captacién de hierro por parte de
las plantas, evitando que sufran de clorosis férrica. En nuestro trabajo, las plantas
sometidas a estos tratamientos presentaron mayor vigor y pigmento en sus hojas,
comparadas con las plantas control. Las plantas que fueron tratadas con fertilizacion
quimica presentaron clorosis y debilidad en sus hojas, posiblemente debido a la baja
disponibilidad de hierro (75).

7.3.2. Longitud del tallo

La longitud del tallo se vio influenciada directamente por la produccién de reguladores de
crecimiento, tal como se muestra en la Figura 9C, donde en la décima semana, las plantas
tratadas con Azotobacter chroococcum (C4T) y Azotobacter sp. (C2Br), presentan una
diferencia significativa con respecto al control. Se ha demostrado que el género Azotobacter
sp. es productor de grandes cantidades de Auxinas como el &cido indolacético, giberelinas
y citoquininas, especialmente Azotobacter chroococcum (52 ,76). La aplicacion de AlA en
las raices, aumenta la longitud de la raiz y la elongacion del tallo (77). Segun Rajaee y
colaboradores en el 2007, el mayor crecimiento de las plantas se observé bajo los

tratamientos con Azotobacter sp. de mayor produccion de AlA. (78)

Los resultados de este estudio evidencian que 4 semanas después de la siembra, las
plantas inoculadas con C4T alcanzan el doble del tamafio de las plantas control. En un
estudio realizado por Serna-Cock y colaboradores en 2011 (79), se evalud el efecto de la
inoculaciéon con diferentes microorganismos incluido Azotobacter chroococcum y se

observé que la actividad PGPR se evidencia a los 30 dias de siembra.

En otro trabajo realizado por Stewart (80), se observé que las plantas a las cuales se les
suministro fertilizante comercial presentaron la mayor longitud del tallo, debido a la adicion
de nutrientes al suelo y por tanto a las plantas, aumentando asi su crecimiento y con esto

la productividad del cultivo.

El fertilizante comercial empleado en este estudio, corresponde a un compuesto mezclado
NPK reforzado con microelementos quelatados que se encuentran de manera disponible
para ser absorbidos por la planta, ya que las elevadas concentraciones de micronutrientes

no quelatados pueden interferir con la absorcién de hierro (81)
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7.3.3. Crecimiento de laraiz
A pesar de que no se observaron diferencias significativas en la longitud de la raiz en los

diferentes tratamientos, el peso seco si mostré diferencias significativas (< 0.05) durante
el periodo de evaluacion. Varios autores reportan que el aumento en el peso radicular esta
relacionado con el contenido de nitrégeno disponible, resultado de los procesos de fijacion
libre llevados a cabo por las bacterias diazotrofas presentes, lo que conlleva a una mayor

acumulacién de nitrégeno en la planta (62,83,84,85).

Estudio realizado por Valetti y colaboradores en 2018 (86), sugieren que el aumento en el
peso seco radicular en plantas de canola se ve influenciado positivamente por la capacidad
de Azotobacter sp. de solubilizar el fosfato insoluble presente en el sustrato empleado. En
nuestro estudio, se observd que las plantas tratadas con fertilizante quimico presentaron
valores similares en el peso radicular con respecto a las inoculadas con las cepas C4T y
C2Br, sin embargo, se encuentra documentado que la inoculacion del suelo o sustratos
agricolas con cepas de Azotobacter sp. reemplazando el uso de fertilizantes con alto
contenido de fosforo previene el deterioro del suelo y la eutrofizacion de las fuentes de

agua (88).

7.3.4. Biomasa vegetal
Se ha observado que las plantas inoculadas con biofertilizantes que incluyen Azotobacter

sp. como microorganismo promotor del crecimiento vegetal, presentan aumentos
significativos tanto en el peso fresco como en el peso seco. Como mencionamos
anteriormente, esto debido a la fijacién libre de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos,
produccién de sideréforos, produccion de AlA, entre otras, mediada por la accion de los
microorganismos implicados (86,87), conduciendo a un mayor rendimiento en la produccion

vegetal.

En las plantas que fueron sometidas a fertilizaciébn quimica, se observo un aumento en la
longitud del tallo con respecto a las cepas de estudio, sin embargo, también se evidencio
una disminucion en el nimero de hojas y marchitez en las mismas dado que como se
menciond anteriormente estaban sufriendo de clorosis. Las plantas inoculadas con las
cepas de estudio presentaron una diferencia significativa en la biomasa con respecto a las
plantas control ya que la capacidad diazé6trofa de las bacterias promueve el crecimiento

disminuyendo la necesidad de emplear fertilizacion quimica, toda vez que hay estudios que
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demuestran que incluso combinando fertilizacion quimica con biofertilizacién no se obtienen
resultados tan alentadores como cuando se emplea Unicamente tratamiento microbiano
(33).

Estudios previos sobre el género Azotobacter sp. realizados en la Unidad de
Investigaciones Agropecuarias UNIDIA, indicaron la capacidad de las cepas empleadas
(C4T y C2Br) para de forma in vitro, fijar libremente el nitrégeno, producir AlA, solubilizar
fosforo y producir sideroforos. Esto sumado a nuestros resultados, demuestra que las cepas
CAT y C2Br son microorganismos promisorios para ser empleados como biofertilizantes.
Se demostrd de forma in vivo su potencial PGPR, evidenciando que las plantas sometidas
a la inoculacion bacteriana presentaron un aumento en la elongacién del tallo, nimero de

hojas, peso fresco, peso seco de la raiz y peso seco de la parte aérea.

Conclusiones
- Se realizé la curva de crecimiento de las cepas de Azotobacter sp. C4AT y C2Br en

caldo nutritivo y se determiné la fase exponencial desde las 17 hasta las 41 horas .

- El porcentaje de germinacion in vitro e in vivo de semillas de tomate de la variedad
chonto Santa Clara con las cepas de Azotobacter C4T y C2Br, aument6 un 18% y
13% respectivamente, comparado a las semillas del control.

- Se demostr6 un aumento significativo en los parametros de crecimiento como:
namero de hojas, longitud del tallo, radicular y peso seco, producto de la inoculacién
con las dos cepas de Azotobacter.

- Los resultados derivados de este trabajo, sumado a los obtenidos en trabajos
previos, permiten suponer que las cepas de Azotobacter C4T y C2Br son

promisorias para su uso como biofertilizante. en cultivos horticolas.
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ANEXOS
Anexo 1. Composicién turba

Composicién

Turba de sphagnum canadiense (fina granulacién 65-75 %/Vol)

Vermiculita - Fina granulacién

Micronutrientes

Cal dolomita y Calcitica

Agente Humectante

Anexo 2. Andlisis estadistico entre réplicas

A B C Promedio DS
CAT 13 12 12 12,3333333 0,57735027
C2Br 13 10 8 10,3333333 2,51661148
Control 10 10 8 9,33333333 1,15470054
Fertilizante 12 9 7 9,33333333 2,51661148

Anexo 3. Andlisis estadistico anova — porcentaje de germinacion

A B c Yi. n Ybarrai- Fv sC GL CMm Fcalc Fteo
CcAT Tipo
86,57 80,00 80 246667 3 82222 800 3 266666667 1,6744186 0,24876367
C2B §_ Errar Decision
r 86,67 66,67 5333 206667 3 68889 & 127407407 8 159259259
=< Total No
CONTROL 4567 6667 5333 186667 3 62222 = 2074,07407 11 188,552189 Diferencia
FERTILIZANTE oy gy 4867 186667 3 62222
tot _ tot  tot 826667 12 68889
Anexo 4. Andlisis estadistico anova — numero de hojas
A B C ¥Yi. n Ybarra i- FV SC GL cM Fcalc Fteo
caT 6 6 5 17 3 566666667 Tipo 76,3333333 2 38,1666667 32,203125 4,25649473
C2Br 7 5 8 20 3 666666667 < Error 10,6666667 9 1,18518519 Decisi6n
@]
CONTROL 2 4 4 10 3 3,33333333 % Total 87 11 7,90909091 Diferencia
FERTILZANTE 11 9 11 31 3 10,3333333
tot tot tot 78 12 6,5
Anexo 5. Anadlisis estadistico anova — longitud de raiz
A B C . . FV sC GL ™ Fealc Fteo
Yi. n Ybarra i-
cat 23 28 57 108 3 3,6 TR0 6 60916667 2 3,30458333 2,74534615 4,256494729
C2Br < Error .
5 28 4 11,8 3 393333333 2 10,8333333 9 1,2037037 Decisién
Z Total No
<T
CONTROL 2 3 15 65 3 216666667 17,4425 11 1,58568182 Diferencia
FERTILZANTE  , 45 35 12 3 4
tot tot tot 41,1 12 3,425



Anexo 6. Andlisis estadisitico anova — Longitud de tallo

51

A B C ) ) FV SC GL Fealc Fteo
Yi. n Ybarra i-
cat Tipo
53 53 43 149 3 496666667 48,8566667 2 24,4283333 19,3307444 4,25649473
C2Br § Error
55 41 7 166 3 553333333 o 11,3733333 9  1,2637037 Decisién
=
CONTROL 4 3 35 105 3 3,5 < Total 60,23 11 5,47545455 Diferencia
FERTILIZANTE 4 3 3 27 3 9
tot tot tot 69 12 5,75
Anexo 7. Andlisis estadisitico anova — Peso hiimedo
A B C i i Fv SC c™m Fecalc Fteo
Yi. n Ybarra i-
c4T Tip
045 054 052 1,51 3  0,5033333 1,8576667 0,9288333  326,542969 4,25649473
<
C2Br = Error
073 079 082 234 3 0,78 e 0,0256 0,0028444 Decisién
=
CONTROL 005 008 007 02 3 00666667 < Total 1,883267 0,17120606 Diferencia
FERTILIZANTE
1,24 106 1,13 3,43 3 1,1433333
tot tot tot 7,48 12 0,6233333
Anexo 8. Analisis estadisitico anova — Peso seco total
A B C . B Fv SC ™M Fcalc Fteo
Yi. n Ybarra i-
=
car 0,0676 0,0549 0,0598 0,1823 3 0,06076667 P9 0,03431054 0,01715527 21,0360678 4,25649473
C2Br § Error
0,0079 0,0077 0,0105 0,0261 3 0,0087 o 0,00733965 0,00081552 Decision
SR
CONTROL 0079 0,0077 0,0105 0,0261 3 0,0087 < Totl 0,0416502 11 0,00378638 Diferencia
FERTILIZANTE 5074 0,1177 0,003 0,4181 3 0,13936667
tot tot tot  0,6526 12 0,05438333
Anexo 9 Andlisis estadisitico anova — Peso seco raiz
A B C FV SC G cM Fcalc Fteo
Yi. n Ybarra i- L
cat 0,018 0,015 0,019 0,053 0,0178666 Tipo  0,0090507 0,0045253  5,0854976  4,2564947
5 3 8 6 3 7 1 2 5 7 3
C2Br 0,001 0,001 0,002 0,005 < FErro 0,0080086 0,0008898
9 b 2 7 3 0,0019 S r 9 9 5 Decision
0,001 0,001 0,002 0,005 Z  Tota 0,0015508
) \ ) ) = ,
CONTROL 9 6 2 7 3 0,0019 I 00170594 11 5 Diferencia
0,141 0,037 0,027 0,206 0,0688333
FERTILIZANTE . . 5 s 3 3
0271 1
tot tot tot 5 2 0,022625



Anexo 10 Analisis estadisitico anova — Peso seco aéreo

caT

C2Br

CONTROL

FERTILIZANTE

0,04
91
0,00
0,00

0,06
58

tot

0,0396

0,0061

0,0061

0,08

tot

0,04
0,00
83
0,00
83
0,06
58

tot

Yi.
0,12
87
0,02
04
0,02
04
0,21
16
0,38
11

12

FV SC GL (ol "] Fealc Fteo
Ybarra i
Tipo
0,0429 0,00862042 2 0,00431021 195,006039 4,25649473
Error
0,0068 g 0,00019893 9 2,2103E-05 Decisién
% Total
0,0068 < 0,00881935 11 0,00080176 Diferencia
0,07053333
0,03175833
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