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RESUMEN

El uso prolongado de fertilizantes quimicos sintéticos produce efectos negativos en la
fertilidad del suelo. Como alternativa, en los Ultimos afios se ha propuesto la utilizacion
de microorganismos en la agricultura. El objetivo de este ensayo fue evaluar la eficiencia
agronomica de aislados de microorganismos de diferentes suelos con cultivos nativos andinos,
en la germinacién y el crecimiento de plantulas de tomate y lechuga. Para ello se aislaron y
seleccionaron bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre utilizando medio Ashby en suelos
y rizosfera de cultivos de amaranto (Amaranthus quitensis Kunth), mora (Rubus glaucus
Bentham), zanahoria blanca (Arracacia xanthorriza Bancr.) y mashua (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav.). Posteriormente se realizaron pruebas fisioldgicas y bioquimicas para seleccionar
las bacterias que se asemejaban al género Azotobacter sp., y se inocularon en cultivos en
invernadero de lechuga y tomate, de febrero a abril de 2018, donde se midieron los dias a
la germinacion, altura de la planta, nimero de hojas, y se realizd un analisis de varianza
y test de Tukey para evaluar si existian diferencias estadisticas entre los tratamientos. En
la inoculacion de 3 cepas en el cultivo del tomate se observd un adelanto significativo en
el tiempo de germinacién de 3-4 dias. En 9 de los tratamientos se constaté un aumento
significativo en la altura de la planta tanto de tomate como de lechuga y el nUmero de hojas
aumento significativamente en 6 tratamientos de lechuga y 3 de tomate. La cepa bacteriana
que mejores resultados obtuvo fue aislada en la rizosfera del cultivo de mora.

Palabras clave: Azotobacter sp., Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, fijacion de amonio,
germinacion

ABSTRACT

The prolonged use of synthetic chemical fertilizers produces negative effects on the fertility
of the soil. As an alternative, the use of microorganisms in agriculture has been proposed in
recent years. The objective of this trial was to evaluate the agronomic efficiency of isolates of
microorganisms from different soils with native Andean crops in the germination and growth
of tomato and lettuce plants. To do this, free-living nitrogen-fixing bacteria were isolated and
selected using Ashby medium in soils and rhizosphere of amaranth (Amaranthus quitensis
Kunth), blackberry (Rubus glaucus Bentham), white carrot (Arracacia xanthorriza Bancr.) And
mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.). Subsequently, physiological and biochemical
tests were carried out to select bacteria that resembled the genus Azotobacter sp., and
were inoculated in greenhouse crops of lettuce and tomato, from February to April 2018,
where the days to germination, plant height, and number of leaves were measured, and an
analysis of variance and Tukey'’s test were performed to assess whether there were statistical
differences between the treatments. In the inoculation of 3 strains in the tomato crop, a
significant advance in the germination time of 3-4 days was observed. In 9 of the treatments,
a significant increase in the height of both tomato and lettuce plants was observed, and the
number of leaves significantly increased in 6 lettuce and 3 tomato treatments. The bacterial
strain that obtained the best results was isolated in the rhizosphere of the blackberry crop.
Key words: Azotobacter sp., Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, ammonium fixation,
germination
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El aumento de la produccién en los cultivos es
una necesidad en América Latina, debido a que
la aplicaciéon excesiva de fertilizantes de sintesis
quimica ha ido disminuyendo la fertilidad de los
suelos, afectando a sus propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas (Bhatt, Labanya & Joshi, 2019). El uso
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de microorganismos en agricultura ha demostrado
ser util en la mitigacion de problemas asociados al
excesivo uso de fertilizantes quimicos y pesticidas
(Russo et al., 2012), ya que las bacterias presentes
en el suelo juegan un papel vital en el ciclo de los
nutrientes (Ingham, Trofymow, Ingham y Coleman,
1985).
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El nitrégeno es un elemento mineral importante para
el desarrollo de los cultivos y afecta directamente a la
produccion final, debido a que tiene un papel principal
en la estructura de las proteinas y por tanto en el
crecimiento celular (Robertson & Vitousek, 2009). La
fijacion bioldgica de nitrogeno es uno de los procesos
biogeoquimicos mas importantes en la naturaleza
debido a que permite el reciclaje del nitrégeno
atmosférico y lo hace accesible para las plantas. Este
proceso es llevado a cabo por bacterias de vida libre
0 en simbiosis con plantas (Burris & Wilson, 1945).
El término PGPR (plant growth promoting bacteria)
hace referencia a las bacterias que colonizan raices
de las plantas (rizosfera) y mejoran su crecimiento
vegetativo (Jha & Saraf, 2015). Entre los factores
que influyen en la eficacia de las PGPR estan los
factores ambientales, su capacidad de supervivencia
en el suelo, la compatibilidad con el cultivo o la
interaccion con la microbiota del suelo (Martinez-
Viveros, Jorquera, Crowley, Gajardo & Mora, 2010).
Se ha observado que las cepas seleccionadas para la
produccion de inoculantes deberian ser especificas
de cada regién para conseguir competitividad en el
suelo hospedante y colonizar de forma efectiva las
raices (Zaidi, Ahmad, Khan, Saif & Rizvi, 2015).

Entre las bacterias de vida libre fijadoras de
nitrégeno se encuentran las del género Azotobacter
sp., comunmente encontradas en los suelos y con
efecto beneficioso en el crecimiento de los cultivos
(Aquilanti, Favilli & Clementi, 2004). Ademas,
también se conoce que sintetizan sustancias
promotoras del crecimiento bioldgicamente activas
como acido indolacético, giberelinas y vitaminas-B
en medios de cultivo (Sharma, 2005).

Existen diferentes estudios en los que la inoculacion
de Azotobacter sp. produjo efectos beneficiosos sobre
la produccion (Pérez Pefiaranda, Oramas Garcia,
Sotolongo Valdés, Roman Tabio & Lépez Rodriguez,
2020), debido a un aumento en el contenido de
nitrégeno fijado en el suelo (Zahir & Arshad, 1996).
Se ha demostrado que la aplicacién de PGPR al suelo
o semillas afecta al crecimiento de cultivos agricolas
como el tomate (Bernabeu et al., 2015) o la lechuga
(Chamangasht, Ardakani, Khavazi, Abbaszadeh &
Mafakheri, 2012).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
potencial agrondémico de diferentes cepas aisladas de
suelo y rizosfera sembrados con cultivos andinos en
andisoles de la provincia de Tungurahua (Ecuador),
en la germinacién y primeras fases de desarrollo de
plantas de tomate y lechuga.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se realiz6 en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato, Ecuador (2850 msnm, 010 24’ 27" S, 780 35’
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00" O) durante el afio 2017. El suelo de la zona es un
tipico andisol (Parfitt & Clayden, 1991), proveniente
de cenizas volcanicas y el clima es ecuatorial de
alta montafia. Las muestras fueron recolectadas
del suelo y la rizosfera de zonas sembradas con
cultivos andinos de amaranto (Amaranthus quitensis
Kunth), mora (Rubus glaucus Bentham), zanahoria
blanca (Arracacia xanthorriza Bancr.) y mashua
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav). Los muestreos
se tomaron en areas donde no hubo aplicacion previa
de biofertilizantes, a una profundidad de 10 a 20 cm.

Paraaislarlos microorganismosfijadores de nitrégeno,
las muestras de suelo y raiz se diluyeron en agua
destilada en una proporcién 1/10. Posteriormente
se hicieron diluciones seriadas 10%, 103, 10> y
107 y se sembraron por goteo en placa utilizando
el medio selectivo Ashby manitol. Las muestras se
incubaron a 29°C y pH = 7 y finalmente se realizaron
7 purificaciones.

La caracterizacion de las cepas se hizo mediante
diferentes pruebas fisioldgicas y bioquimicas:
observacién morfoldgica tras tincién Gram, catalasa,
ureasa, prueba de hipersensibilidad en plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum) y determinacion de
ion amonio (kit Assay). Estas caracteristicas fueron
estudiadas de acuerdo a los métodos descritos en el
manual de Bergey’s (Holt, 2000).

El ensayo del potencial agronémico de las cepas
aisladas se realizd en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ecuador,
provincia de Tungurahua (2850 msnm, 01° 24’
27" S, 789 35’ 00” O) entre los meses de febrero
a abril de 2018. Para la evaluacién agrondmica
se seleccionaron las cepas que por las pruebas
fisioldgicas y bioquimicas se asemejaban a las del
género Azotobacter y fueron inoculadas en semillas
de tomate (Solanum lycopersicum hibrido Yuval-810)
y lechuga (Lactuca sativa cv. iceberg). El sustrato
utilizado fue previamente sometido a tindalizacién.
Las bandejas fueron esterilizadas en una cdmara de
flujo laminar con luz ultravioleta durante 10 minutos.
Se utilizd un disefio experimental en bloques
completos al azar con cuatro repeticiones para cada
cultivo. Cada uno de los tratamientos const6 de una
bandeja de 162 alveolos y una vez sembradas, se
procedié a la inoculacidén de las cepas bacterianas
con 100 microlitros de solucion bacteriana en cada
semilla. Las variables medidas fueron: dias de la
germinacion, altura de la planta (cm) y ndmero de
hojas durante cuatro semanas tras la siembra.

Los datos acerca de los efectos de los tratamientos
fueron analizados utilizando el programa Infostat
(www.infostat.com.ar) mediante analisis de varianza.
Para comparar los tratamientos se utilizo el test de
Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los suelos y rizosfera de los cuatro cultivos
evaluados se aislaron un total de 26 cepas. En el
cultivo de amaranto se obtuvo el mayor numero
de cepas aisladas, mientras que en el cultivo
de zanahoria blanca no se encontraron cepas
bacterianas para el medio selectivo Ashby manitol en
las muestras de rizosfera (Tabla 1). Los aislamientos
se obtuvieron mayoritariamente en concentraciones
de 10%, 103 y 10, no encontrandose presencia de
crecimiento bacteriano a concentraciones de 107.
La morfologia de las cepas fue en forma de colonias
irregulares y filamentosas, con forma celular de
bacilos, diplobacilos y cocos, con elevacion plana.
La pigmentacion de las cepas fue blanca, crema y
amarillo.

De las 26 cepas se seleccionaron 12 para la evaluacion
de su potencial agrondmico, en base a la fijacion de
amonio y a que sus caracteristicas bioquimicas la
asemejaban al género Azotobacter sp., un género
muy utilizado en agricultura para la elaboracién de
biofertilizantes. Segun Holt (2000) las bacterias del
género Azotobacter son plemérficas sdlas, en pareja
0 grupos irregulares, quimiorganotrofas, fijadoras de
nitrégeno, catalasa positiva, gram negativas, crecen
a pH = 7 y reaccionan al manitol. No obstante,
cabe indicar que, para una mejor caracterizacion de
las cepas, a nivel de especie, es necesario realizar
analisis de biologia molecular.

Los dias a la germinacion en las semillas del cultivo
de lechuga fueron similares en todos los tratamientos
(Figura 1). En el cultivo de tomate, en cambio, si
se observaron diferencias significativas en los
tratamientos inoculados con dos cepas aisladas en
el cultivo de amaranto (AR2, AS2) y en una cepa
aislada en el cultivo de mora (MR1), adelantando
el tiempo de germinacion en 3-4 dias con respecto

Lechuga

al tratamiento control sin inocular. Estos resultados
coinciden con los observados por Martinez, Dibut
& Gonzalez (1993) quienes informaron que la
inoculacidon de Azotobacter sp. en plantas de tomate
acortaron el tiempo entre siembra y trasplante en
5-7 dias. El efecto positivo de la inoculacién sobre
la germinacion pudo deberse a la secrecion de
giberelinas por las bacterias (Sharma, 2005) ya que
esta fitohormona estd implicada en la germinacién
de las semillas. Las diferencias en el comportamiento
observado entre las semillas de lechuga y tomate
pueden explicarse por la alta especificidad que se
establece entre la bacteria y la planta (CIAT, 1988),
lo que puede incidir en la capacidad fijadora de
nitrégeno y su posterior absorcién por los cultivos.

La mayoria de las cepas inoculadas tuvieron efectos
significativos sobre el crecimiento de las plantas de
tomate y lechuga (Figura 2). En el caso de estudio
de la lechuga, estos efectos se observaron mas en la
ultima medicion, a los 28 dias tras la germinacion,
en la que 9 de las 12 cepas estudiadas produjeron
aumentos en el crecimiento en el rango del 45-125%.
La cepa bacteriana que produjo un mayor aumento
fue la aislada de la raiz de la mora, MR4. En las
plantas de tomate los efectos también se observaron
en mayor medida a los 28 dias tras la germinacion,
donde 9 de las 12 cepas tuvieron un aumento de
crecimiento significativo con respecto a las plantas
sin inocular. En un ensayo con Azotobacter sp.,
en plantas de tomate, Escobar, Horna, Carrefio &
Mendoza (2011) observaron una influencia positiva
en la altura de la planta. En el ensayo con tomate,
las diferencias fueron menores que en el caso de la
lechuga, con aumentos en el rango de 18-53% vy
también la cepa MR4 produjo el mayor aumento. El
efecto beneficios de Azotobacter sp. en el crecimiento
vegetal pudo deberse a un aumento en la fijacion de
nitrégeno que ayudd al crecimiento vegetativo de las
plantas (Azcon & Barea, 1975).

Tomate

Nl

Figura 1. Dias a la germinacién en las semillas de lechuga y tomate inoculadas con las diferentes cepas
bacterianas. Control: Sin inocular; AR: Amaranto rizosfera; AS: Amaranto suelo; MR: Mora
rizosfera; MS: Mora suelo; ZS: Zanahoria blanca suelo; MsR: Mashua rizosfera; MsS: Mashua
suelo. Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas a p<0,05.
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Tabla 1. Pruebas bioquimicas en las cepas aisladas de cultivos andinos.

Tincién . T Ashby Fijacion NH4
Cepa Gram Catalasa Ureasa Hipersensibilidad Manitol (mg/ml)
AR1 + + + - + 0,02
AR2 - + + - + 0,01
AR3 - + - - + 0,04
AR4 + + + - + 0,04
AS1 - + - - + 0,03
AS2 - + + - + 0,03
AS3 - + + - + 0,03
AS4 + + - - + 0,03
MR1 - + + - + 0,03
MR2 - + + - + 0,03
MR3 + + + - + 0,03
MR4 - + + - + 0,03
MR5 - + + - + 0,03
MS1 - + + - + 0,03
Z51 - + + - + 0,02
ZS2 - + + - + 0,03
ZS3 + + + - + 0,02
254 + - - - + 0,03
ZS5 + + + - + 0,01
MsR1 + + + - + 0,03
MsR2 - + + - + 0,03
MsR3 + + + - + 0,03
MsS1 + - + - + 0,02
MsS2 - + + + + 0,03
MsS3 - + + - + 0,03
MsS4 + - - - + 0,03
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Figura 2. Altura de las plantas de lechuga y tomate inoculadas con las diferentes cepas bacterianas.
Control: Sin inocular; AR: Amaranto rizosfera; AS: Amaranto suelo; MR: Mora rizosfera; MS: Mora
suelo; ZS: Zanahoria blanca suelo; MsR: Mashua rizosfera; MsS: Mashua suelo.
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Lechuga

Himero de hojas

Tomate
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Figura 3. NUmero de hojas de las plantas de lechuga y tomate inoculadas con las diferentes cepas bacterianas.
Control: Sin inocular; AR: Amaranto rizosfera; AS: Amaranto suelo; MR: Mora rizosfera; MS: Mora
suelo; ZS: Zanahoria blanca suelo; MsR: Mashua rizosfera; MsS: Mashua suelo.

En cuanto a los efectos de la inoculacién de las
bacteriassobre elnUmerodelas hojasenlasplantasde
lechuga y tomate también se observaron diferencias
significativas (Figura 3). En las plantas de lechuga,
a los 14 dias tras la germinacion se observd mayor
nimero de hojas en 6 tratamientos, a los 21 dias
en un tratamiento y a los 28 dias en 6 tratamientos.
En el cultivo en semillero de tomate, los efectos
en el numero de hojas de los tratamientos fueron
menores que en el cultivo de lechuga, observandose
mayor numero de hojas en 9 tratamientos a los 14
dias tras la germinacién, pero solo en un tratamiento
alos 21 dias y en 3 tratamientos a los 28 dias. Reddy
et al., (2018) obtuvieron mayor nimero de hojas en
plantas de tomate inoculadas con Azotobacter sp.
Varios estudios demostraron que la utilizacion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal logro
mejorar el crecimiento en plantulas de tomate y
otras especies (Singh, Shah & Prasad, 2010; Noh
Medina, Yam Chimal, Borges Gémez, Zuiiga Aguilar
& Godoy Hernandez, 2014).

Basandose en los resultados, se confirma que la
mayoria delascepastienen potencial para el desarrollo
de biofertilizantes para mejorar la produccion de
cultivos y la fertilidad del suelo, aunque es necesario
realizar mas pruebas, principalmente en campo,
antes de promover aplicaciones comerciales.

CONCLUSIONES

La utilizacién de bacterias fijadoras de nitrogeno
atmosférico de vida libre aisladas en suelos sembrados
con diferentes cultivos andinos demuestra su
capacidad para mejorar tanto el crecimiento en altura
como en el nimero de hojas en las primeras fases
en plantas de tomate y lechuga. Existe especificidad
entre la bacteria y la planta como se observa en los
diferentes resultados obtenidos en distintos cultivos.
Los resultados obtenidos difieren en ambos cultivos
utilizados por lo que se sugiere una especificidad
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entre la bacteria y la planta. Aun asi, las bacterias
aisladas en la rizosfera de un cultivo de mora andina
muestran mayores efectos en ambos cultivos. Un
mayor conocimiento de estas interacciones puede ser
util para el desarrollo de técnicas de nutricidén vegetal
que mejoren la sustentabilidad de los cultivos.
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