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ARTICULO CORTO

Evaluacion de fijadores biologicos de nitrogeno
libres sobre el crecimiento de gramineas en suelo degradado

Sebastidn Ariza Rodriguez* Octavio Gonzdlez Murillo* *, Jacqueline Lépez Sanchez** *
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v22n1.78019

RESUMEN

Los problemas de degradacion del suelo que se presentan actualmente permiten que los fijadores biolégicos de nitrégeno libre
(FBNL), tengan potencial como microorganismos regeneradores de este recurso. Con el objetivo de evaluar su capacidad como
grupo funcional, se buscé el aislamiento en medios selectivos Ashby y FBN. Luego de su caracterizacién morfolégica y bioquimica;
se inocularon dos tipos de semillas, Zea mays y Brachiaria decumbens; sembradas en un suelo degradado (predio La Ortega de la
Universidad de Medellin). Se realizaron 4 tratamientos con 5 repeticiones, durante 36 dias en invernadero. Los resultados mds des-
tacados los presenté la Brachiaria decumbens al incrementar el peso seco y la longitud de sus raices gracias a un aislado FBNL
(AshAssm4); lo que sugiere su potencial utilizacion para mejorar los procesos de revegetalizacion.

Palabras clave: Calidad del suelo, Fijacién de nitrégeno, Crecimiento vegetal.
ABSTRACT

Due to the problems of soil degradation that currently occur, the free nitrogen biological fixers (FNBF), have potential as regenerat-
ing microorganisms of this resource. With the objective of evaluating its capacity as a functional group, isolation was sought in se-
lective media Ashby and FBN; after its morphological and biochemical characterization; two types of seeds were inoculated, Zea
mays and Brachiaria decumbens; planted in degraded soil (La Ortega property of the Universidad de Medellin). Four treatments
were performed with 5 repetitions, during 36 days in the greenhouse. The most outstanding results are those described by Brachiar-
ia decumbens by increasing the dry weight and the length of its roots thanks to a FNBF isolate (AshAssm4); which suggests its po-
tential use to improve revegetalization processes.

Key words: Soil quality, Nitrogen fixation, Plant Growth.

Recibido: agosto 22 de 2019 Aprobado: abril 13 de 2020

Estudiante de Ingenieria Ambiental, Universidad de Medellin. E-mail: sebasarizama@gmail.com. Cédigo postal: 055413.
Maestria en Geomorfologia y Suelos con linea de énfasis en Microbiologia de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Medellin. Director I+D+l en Sobiotech S.A.S. E-mail: octaviog@abonamos.com. Cédigo postal: 050034.

Maestria en Ingenieria Ambiental, Universidad de Antioquia. Profesora asociada Universidad de Medellin. E-mail: ilo-
pez@udem.edu.co. Codigo postal: 050026.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXl No. 1 Enero - Junio 2020, 87 - 97 87



INTRODUCCION

Dentro de las principales funciones del suelo afectadas
por su degradacion, se encuentra el sostenimiento de la
produccién de biomasa y de biodiversidad, incluyendo
la preservacion y desarrollo de almacén de genes (Lal,
1997). El dafo de los suelos por causas antrépicas es tan
antiguo como la historia de la humanidad. La extension
de la degradacion de los suelos y la consiguiente afecta-
cion al bienestar de las personas y al medio fisico-natural,
alcanza hoy proporciones alarmantes: el 33% del recurso
suelo en el mundo se encuentra entre moderado vy alta-
mente degradado debido a la erosion, salinizacién, com-
pactacion, acidificacion y a la contaminaciéon quimica
(FAO y GTIS, 2015). Esta degradacion, socava la capaci-
dad productiva de los ecosistemas (Lépez-Falcén, 2002).
En Latinoamérica el cambio climatico y la presion huma-
na, son algunos de los principales factores impulsores de
la degradacion del suelo, trayendo consigo la pérdida del
carbono organico del suelo, la biodiversidad, y un desba-
lance de nutrientes; importantes en los niveles de produc-
cién de biomasa (FAO y GTIS, 2015).

Por otra parte, el nitrégeno es un elemento limitante
para el crecimiento de especies vegetales, ya que su
nivel de disponibilidad es bajo (Obando et al.,, 2010). Y
ante el insuficiente nitrégeno disponible, habra cantida-
des minimas de clorofila, por lo que las plantas no po-
dran utilizar la luz del sol como fuente de energia para
realizar funciones esenciales como la absorcion de nu-
trientes (Salisbury y Ross, 1992).

Para mejorar la disponibilidad del nitrégeno, se emplean
microorganismos fijadores de nitrégeno, dentro de los
que se distinguen dos grupos: los microorganismos
“simbidticos” que fijan nitrégeno en asociacion con
plantas, estos microrganismos llamados rizobios coloni-
zan y forman nédulos en las raices de las plantas donde
el nitrégeno gaseoso se reduce a amonio; y los microor-
ganismos de tipo “asimbidticos” (o de vida libre) que
proporcionan al medio compuestos nitrogenados como
amonio, aprovechados por los vegetales (Hernandez,
1998; Zuberer, 1998). La tasa de fijacién de nitrégeno
de los rizobios simbidticos suele ser superior a la tasa de
fijaciébn por bacterias asimbidticas (Sevillano y Rodri-
guez, 1987; Reed et al., 2011). A pesar de esto, gracias a
la disponibilidad de compuestos organicos procedentes
de raices, la tasa de fijacién de nitrégeno de bacterias
asimbidticas como Azotobacter es mayor en la rizosfera
que en el suelo libre de raices. Adicionalmente, la fija-
cién de nitrégeno simbidtica, aunque sea mas alta, esta
limitada a especies vegetales como las leguminosas. La
eleccion de fijadores libres o asimbidticos se basa funda-
mentalmente por su interacciéon con las gramineas.

Los microorganismos asimbidticos se encuentran practi-
camente en todos los habitats, como el suelo, el mar,
fuentes de agua dulce y sedimentos. Uno de los géneros
mas utilizados como biofertilizantes es el Azotobacter sp
(Jiménez, 2007) que tambien influye en el establecimien-
to de condiciones 6ptimas para el desarrollo de una
cubierta vegetal estable. Esto es fundamental para que
se conserve la calidad del suelo (Suquilanda, 1996). Mu-
chos de los estudios que se han realizado van dirigidos a
practicas agricolas y forestales, aislando microorganis-
mos de diferentes ambientes, teniendo resultados positi-
vos en cuanto a la produccion de biomasa vegetal de
gramineas como el maiz y los pastos forrajeros. Los da-
tos indican un 60 - 70% de ocurrencia de éxito con un
incremento significativo en las cosechas del orden de 5
- 30%, esto atribuido al género Azospirillum (Okon vy
Labandera-Gonzalez, 1994). Otro estudio indica la alta
fijacion de nitrégeno a pH 6,8 y 35 °C por la especie
Azospirillum brasilense en pastos (Lee, 1985). Del aisla-
miento de la rizésfera de cultivos de platano, maiz y
rastrojos; las concentraciones mas altas del iébn amonio
exudado al medio, correspondié a 14 cepas del género
Azotobacter con el valor de 5 mg I, (Lara et al, 2007).
Tambien se ha visto aumento en la materia seca aérea
de maiz inoculado con Azospirillum, en relacién al maiz
sin in6culo (Paredes, 2013).

Es pertinente entonces generar tecnologias basadas en el
uso de microorganismos que promuevan procesos natu-
rales como la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) ya
que la mayor parte de este es fijado y directamente dispo-
nible en la naturaleza gracias a bacterias y otros microor-
ganismos (Divan et al., 2008). Este proceso no sélo permi-
te usar el nitrégeno atmosférico, sino también, revertir o
mitigar la degradacion del suelo (Mayz-Figueroa, 2004).

El suelo objeto de estudio se localiza en un predio de la
Universidad de Medellin al occidente de la ciudad del
mismo nombre. Es un suelo franco-arcilloso, con alta
densidad aparente, una baja cantidad de materia organi-
ca, pH fuertemente acido y una baja poblacion de mi-
croorganismos (1*107 UFC/ml).

El objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de
un microorganismo fijador libre de nitrégeno (AshAssm4
del género Azotobacter) sobre el crecimiento de plantas
modelo como el maiz (Zea mays) y el pasto Brachiaria
decumbens en un suelo degradado por medio de su
aislamiento, caracterizacién, multiplicacion e inocula-
cion en semillas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y purificacion
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Tabla 1. Mediciones preliminares del terreno y suelo muestreado

Variable Condicién determinada
Pendiente del terreno 50 %
Densidad aparente 1,708 g/cm?
Humedad 23,45%
Maxima capacidad de retencién de humedad (MCRH) 23,97%

UFC microbiologia del suelo en medio Ashby

Dilucién 105: 3*10¢ UFC/ml

Dilucién 107: 1*107 UFC/ml

A partir de granos de suelo de la zona (Guarne, Antio-
quia), técnica usada por Jiménez et al., (2011) y raices
(Osorio y Habte, 2013) de frijol cargamanto blanco,
maiz criollo regional amarillo (Zea mays), lechuga y to-
mate sembrados en recipientes de 24 onzas; se aislaron
microorganismos en medios de cultivo libres de nitré-
geno como el Ashby y el medio para Fijadores Biol6gi-
cos de Nitrogeno (FBN Sobiotech). Las cajas de Petri se
incubaron a 34°C durante 24 - 48 horas. Pasado este
tiempo se observaron y describieron morfologias de las
colonias, y aquellas que fueron representativas se re-
aislaron mediante siembra por agotamiento en los mis-
mos medios para buscar un mejor desarrollo de estas.

Caracterizacion de aislados

Después de 4 dias de incubacién se volvié a observar
crecimiento de colonias y aquellas que eran demasiado
pequenas o cuya linea de siembra no permitia diferen-
ciarlas se descartaron y las que presentaron morfologias
similares en forma, borde, elevacién, superficie, consis-
tencia, aspecto, color y tamano a los microorganismos
del género Azotobacter y Azospirillum se preservaron a
4°C. Se realizé siembra por agotamiento de aquellos
aislados que fueran compatibles con fijadores libres de
nitrégeno a los que ademas se les hizo la tincion de
Gram estandar, la prueba de la catalasa, oxidasa, hidréli-
sis de almidén, SIM (Sulfuro Indol Motilidad) y oxida-
cion/fermentacion (O/F). Adicional a esto se aplicaron
las galerias de identificacion automatica Api 20 NE
(bioMérieux SA®) a colonias de los aislados sembrados
en Agar Tripticasa Soya (TSA) siguiendo la metodologia
de inoculacién e interpretacion segin el manual de di-
chas pruebas (Moreno, 2010).

Conservacion

Los aislados purificados se transfirieron a tubos eppendorf
con un contenido de medio liquido (Ashby y FBN) con
Glicerol (85%) a un 30% de la solucion total. Se llevaron
a un refrigerador (<0°C) (Flores-Gallegos et al., 2012).

Muestreo y caracterizacion del suelo degradado

El lugar del muestreo se realizé en un terreno del predio
La Ortega en la Universidad de Medellin, con coordena-
das 6°13’51,96”N, 75°36’41,1”W; altitud de 1574

m.s.n.m. En forma de zigzag se tomaron 8 submuestras
hasta tener un total de 40 kg de suelo homogéneo. En
campo se determiné densidad aparente del suelo por el
método del cilindro y se midi6 la pendiente. En laborato-
rio se hall6 el porcentaje de humedad y maxima capaci-
dad de retencion de humedad (MCRH). Ademads, se
realizaron diluciones seriadas (10° y 107) de 10 gramos
de suelo en agua peptonada bufferada para observar
posibles microorganismos en desarrollo en agar Ashby.
Se prepard 1 kg de suelo tamizado para analizar propie-
dades fisicoquimicas en el laboratorio de la Universidad
de Nacional de Colombia. Las caracteristicas del suelo
se muestran en la tabla 1.

Los datos de la Tabla 1 indican condiciones iniciales del
suelo que fueron necesarias para determinar la cantidad
de agua que se adicioné para controlar la MCRH, dosis
de in6culo y determinar que no se presentaran microor-
ganismos diferentes al estudiado. La pendiente del 50%,
se clasifica como escarpada, la cual se encuentra entre
los valores de 30% y 60% definidos por la FAO (2009);
la densidad aparente es alta al encontrarse por encima
de 1,3 g/cm?, lo que indica un ambiente pobre para el
crecimiento de raices, aireacion reducida y cambios in-
deseables en la funcién hidrolégica como la reduccién
de la infiltracion del agua (FAO, 2009). El conteo en pla-
ca revelé una baja poblacion de UFC lo que indicaria
una débil afectacion de los tratamientos a utilizar.

Con base en los resultados del analisis del suelo (Tabla
2) especialmente los valores de pH, M. O, Al, K, P, Sy
CICE, se clasifica a este suelo como degradado. La CICE
es baja lo que se traduce en un suelo pobre que necesi-
ta aporte de materia organica (Garrido, 1994). La clase
textural corresponde a franco arcillosa, en donde no hay
proporcion dominante de algin separado sobre las pro-
piedades del suelo pero en donde la arcilla puede ejer-
cer una mayor retencién de humedad e impartir cualida-
des plasticas al suelo (Jaramillo, 2002). El valor de pH se
clasifica como fuertemente acido (USDA, 1993). Se de-
be entonces hacer un proceso de restauracion, propi-
ciando el desarrollo vegetal mediante la acciéon de mi-
croorganismos benéficos como los FBNL.

Evaluacién de fijadores biol6gicos de nitrégeno
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Tabla 2. Resultados propiedades fisicoquimicas de la muestra de suelo.

Textura pH| MO | Al | Ca| Mg K Na |CICE(P|(S|Fe|(Mn|Cu|Zn| B
A% | L% | Ar% | Clase % cmolc kg’ mg kg
38 | 34| 28 FAr | 52| 14 (14)145]|1102|0,70( 0,11 | 16,3 |8 | 6| 81| 22 | 2 1105

(Laboratorio de suelos Universidad Nacional de Colombia)

Figura 1. Colonias de dos aislados sembrados en los medios FBN (1A) y Ashby
(1B)

Bioaumento

Para la multiplicacion del aislado (AshAssm4) se utilizé
caldo Ashby (200 ml) incluidos los 20 ml (10% de la
solucion total) de solucién peptonada bufferada al 0,1%
con una concentracion igual al patrén de McFarland 0,5
que es aproximadamente igual a tener 1,5*10% bacte-
rias/ml. El medio se llevo a agitacién durante 48 horas a
120 rpm y a 30°C modificado de (Brusamarello-Santos
et al, 2017, Borda-Molina, Pardo-Garcia, Martinez-
Salgado, y Montana-Lara 2009).

Bioensayo

Con el suelo previamente tamizado se prepararon los
recipientes de 24 oz, con 600 g de suelo cada uno. Se
continué con la desinfeccion de las semillas de Zea mays
(maiz) y Brachiaria decumbens; sumergiéndolas por 30
segundos en solucién de etanol al 70% v/v y luego por
2 minutos en hipoclorito de sodio al 2%. Se finaliz6 con
3 lavadas usando agua destilada estéril.

Fueron sembradas 15 semillas de Brachiaria decumbens
y 3 de Zea mays (maiz) por recipiente. Se aplicaron 4
tratamientos con 5 repeticiones cada uno, los cuales
fueron: control positivo (adicién de fuente de Nitrégeno
en forma de Urea, 0,8g/100ml) 5 ml por recipiente, con-
trol negativo (adicién de caldo Ashby sin in6culo) 1 ml
por recipiente, microorganismo FBNL 1 ml por recipien-
te y un tratamiento con FBNL + Urea, Tmly 5 ml respec-
tivamente. Todos estos recipientes fueron llevados al

invernadero y se controlé la MCRH (50 - 60%) median-
te la adicion de agua destilada estéril.

Cuantificacion de biomasa vegetal

Para determinar el efecto sobre la biomasa vegetal las
variables controladas fueron la altura y el peso. Se midié
la altura de brotes tanto del maiz como de la Brachiaria
decumbens a los 20 y 36 dias del ensayo en invernade-
ro. También se obtuvo medicion de longitud de raices
en el dltimo dia, cuando se desmontaron las unidades
experimentales. Se pes6 en balanza analitica el peso
fresco de brotes y raices de ambas especies vegetales
estudiadas. Para el peso seco se llevé a estufa por 48
horas a 70°C.

Analisis de datos

Se realiz6 un andlisis de varianza con un nivel de signifi-
cancia de a 0,05 empleando el software SAS System 8e.
Se verificé normalidad de los datos por medio de la dis-
tribucién al azar de los tratamientos e igualmente se
evalué el supuesto de homogeneidad de varianzas y
correlacion de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislado y caracterizacion de posibles FBNL

En la tabla 3 se listan los aislados que por su crecimiento
colonial fueron representativos y compatibles con los
géneros Azotobacter y Azospirillum. Es valido mencionar
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Tabla 3. Descripcién de la morfologia colonial obtenida mediante siembra en agotamiento

Aislado | Forma | Borde | FElevacién | Superficie | Consistencia| Aspecto | Color | Tamaiio
FBN SOBIOTECH
Maiz (raiz)

Asrm1 Circular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Asrm2 | lIrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Asrm3 | lrregular | Entero cucpc:l‘ivf::ne Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Asrm4 | Circular | Entero Pulvinada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
AsrmS | lrregular | Entero Elevada Rugosa Mucoide Brillante Blanco Mediano

Maiz (suelo)
Assm2 | Irregular | Entero | Elevada | Lisa | Mucoide | Brillante | crema | Mediano

Frijol (raiz y suelo)
Asrf2 Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Pequenio
Assf2 | lrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Assf3 Circular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Lechuga (raiz)
Asr1 Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Grande
Asri2 Irregular | Entero C::i::;:::e Lisa Mucoide Brillante crema Grande
Ashby
Maiz (raiz)

Asrm1 | Circular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Grande
Asrm2 | lrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante Blanco Mediano
Asrm3 | lrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano

Maiz (suelo)
Assm2 | Circular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Pequenio
Assm3 | Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Pequeiio
Assm4 | lrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante Blanco Mediano

Frijol (raiz)
Asrfl Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante Blanco Mediano
Asrf2 Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante Blanco Mediano

Lechuga (suelo)
Assl Circular | Entero Pulvi.n du Lisa Mucoide Trasliacido Blanco Mediano
Cupuliforme
Tomate (raiz y suelo)

Asrtl Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Asrt4 | lrregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante crema Mediano
Asstl Irregular | Entero Elevada Lisa Mucoide Brillante Blanco Pequeiio

Evaluacién de fijadores biol6gicos de nitrégeno



que no todas las colonias en raices y granos de suelo
crecieron o fueron compatibles, tales como las de toma-
te en el medio FBN vy las raices de lechuga en medio
Ashby.

Se encontré un total de 23 aislados compatibles con
FBNL para continuar con su caracterizaciéon. La figura
1A muestra el crecimiento de colonias del aislado
FBNAsrm2 en medio libre de nitrégeno mediante siem-
bra por agotamiento. La figura 1B es el aislado As-
hAssm4 en agar Ashby luego de 4 dias a 34°C en creci-
miento. Ambos aislados son compatibles con fijadores
libres de nitrégeno.

En la tabla 4 se encuentran los resultados para aquellos
aislados que crecieron en agar TSA, y a los cuales se les
realizé pruebas complementarias (Gram, catalasa, oxida-
sa, SIM, hidrdlisis de almidon y O/F) a las de la galeria
APl 20NE (bioMérieux SA®). El aislado AshAssm4 fue
compatible con la especie Azotobacter vinelandii presen-
te en el biofertilizante (TerraVite-521®) y por ser el tGnico
con ureasa positiva, resultado compatible para los géne-
ros bacterianos utilizados como referentes con el Manual
de Bergey de Bacteriologia Sistematica (Garrity, 1984).

En la figura 2 se aprecia la caracterizacion microscépica
del aislado AshAssm4 proveniente de granos de suelo
de maiz; el cual presenta forma de bacilo corto, gram
negativo, agrupandose en pares y con la formacion de
quistes. Todas estas caracteristicas propias del género
Azotobacter (Garrity, 1984).

Figura 2. Observacién al microscopio de tincién
de Gram (100X)

Concentracion final del bioaumento

Se realiz6 a partir de diluciones seriadas, inoculando la
dilucién de 10° y 107 por triplicado en agar Ashby; se
llevé a incubaciéon 34°C durante 5 dias. El conteo final
fue de 2,4*10® UFC/ml para la diluciéon 10° y 8*108
UFC/ml para la dilucién 107.

Determinacion de variables respuesta

Las figuras 3, 4, 5 y 6 muestran los resultados estadistica-
mente significativos para las variables estudiadas que
obtuvieron un valor p<0,05 y también los tratamientos
que reflejan valores promedio de interés asi no hayan
tenido diferencias significativas entre si. La prueba de
Tukey (p<0,05) fue utilizada para saber cudles fueron las
medias con diferencias significativas entre tratamientos.

La figura 3 muestra los diferentes valores de altura que
manifestaron las plantas de Brachiaria decumbens. Se
hizo un seguimiento en dos momentos del ensayo, los
cuales reflejan un aumento progresivo de la altura con el
tiempo y consiguiéndose un valor numérico mayor para
el tratamiento en el que se anadié el indculo
(microorganismo AshAssm4) y la dosis de urea.

Lo anterior indica una relacién benéfica entre el FBNL y
el nitr6geno inorganico agregado, considerandose asi la
posibilidad de sustituir parcialmente las dosis aplicadas
de fertilizante al suelo (Lara et al., 2007). Cantidades que
se pueden reducir entre un 20 a 50% (Méndez, Castro y
Garcia, 2015). A pesar de que el valor p de 0,4524 y de
0,1076 para la figura 3A y 3B, respectivamente son mu-
cho mayores al valor de significacion a de 0,05; se pre-
senté un aumento en la altura del 20,88% a los 20 dias
y del 11,2% a los 36 dias gracias al uso de FBNL respec-
to al control positivo (adicion de nitrégeno en forma de
urea). Un resultado importante para el maiz se dio en la
longitud que experimentaron las raices en el tratamiento
con el microorganismo FBNL mostrado en la figura 4A,
seguido por el FBNL + urea. Aunque no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, el efecto
que ejercio la aplicacién del in6culo FBNL con respecto
a la adicion de urea se representé en un incremento del
13,75% en esta variable. Puede ser que el crecimiento se
deba a fitohormonas que inducen el alargamiento de la
raiz ya que el género Azotobacter pertenece a las PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) que estimula el
desarrollo vegetal y unido a la fijacién de nitrégeno incre-
menta el rendimiento de gramineas (Diaz et al., 2001).

En contraste a esto la Brachiaria (figura 4B) si mostré
diferencias significativas entre el tratamiento FBNL vy el
control positivo con un valor p de 0,0047 el que es me-
nor al nivel de significacién a de 0,05 lo cual se conside-
ra estadisticamente significativo y con la posibilidad de
aceptar que hay un efecto positivo del microorganismo
sobre la longitud de las raices.

La figura 5 indica que el tratamiento que mejor estimul6
el peso fresco de la parte aérea del pasto (Brachiaria
decumbens) fue el empleo de inéculo mas adicién de
urea seguido de sélo el inéculo; el no tener diferencias
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Tabla 4. Caracterizacién bioquimica de aislados compatibles con FBNL

AISLADOS CEPA

s FBN Assf2 | FBNAsrl | AshAsred | AshAssm4 | AshAssli m
NO; (nitrato) + - + + + +
TRP (L-triptéfano) - - - - : .
GLU (D-glucosa) + + - + = +
ADH (L-arginina) + + - 4 . +
URE (urea) - - - 4 - +
ESC (esculina citrato férrico) + + + + - +
GEL (gelatina) - - . - - -

PNPG (4-nitrofenil-RD-
galactopiranosida) = & & & . *
GLU (D-glucosa) + + + + + +
ARA (L-arabinosa) + + + + 3 +
MNE (D-manosa) < + + + - +
MAN (D-manitol) + + + 3 - +
NAG (N-acetil-glucosamina) + + + + 2 +
MAL (D-maltosa) + & & + + +
GNT (gluconato potésico) + + + + + +
CAP (4cdo cédprico) - = = - + =
ADI (écido adl'pico) = = + - + +
MLT (&cido malico) + - + + + +
CIT (citrato trisédico) + + + + + +
PAC (&cido fenilacético) + + + + + +
OX (oxidasa) + lenta +lenta + lenta + lenta + lenta + lenta

Catalasa + + + + + +
Gram - - - - - -
Moulidad + + + + + +
Sulfuro - - . - - -
Indol - . . - - -
Almidén - + + + - +
Oxida glucosa + + + + + +
Fermenta glucosa + + + + + +
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Figura 3. Efecto de la aplicacién de FBNL sobre la altura en cm de brotes de Brachiaria decumbens a los 20 dias
(Fig 3A) y a los 36 dias (Fig 3B). Medias con diferente letra son significativamente diferentes.
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Figura 4. Efecto de la aplicacién de FBNL sobre la longitud en cm de raices de maiz (Zea mays) (Fig
4A) y Brachiaria decumbens (Fig 4B). Medias con diferente letra son significativamente diferentes.

significativas entre tratamientos (valor p de 0,1885 ma-
yor a la significancia estadistica a de 0,05) no elimina la
posibilidad de considerar el efecto que manifest6 el
FBNL, ya que incrementé en un 43,2% el peso fresco
con respecto al control positivo.

Tal como lo menciona Guzman et al. (2012), el creci-
miento de la planta pudo haber dependido de la capaci-
dad de Azotobacter en lograr un establecimiento alrede-
dor de las raices seguido de su capacidad para suminis-
trar nutrientes. El notable desarrollo en el peso de los
brotes coincide con los resultados que se obtuvieron
con la aplicacién de cepas nativas del género Azotobac-
ter en semillas del pasto angleton (Dichanthium arista-
tum) donde se demostré que el 67,66% de material ve-
getal inoculado tuvo un mayor promedio de alturas de

tallo, longitud de hojas y un notable desarrollo vegetati-
vo de la planta (Lara et al., 2011).

De manera similar, la figura 6 presenta el contraste en la
evaluacion del peso seco para brotes y raices de Bra-
chiaria decumbens, ya que para este (figura 6B) se pre-
sentaron diferencias significativas en comparacién a los
brotes. Con un valor p de 0,0438 hay significancia esta-
distica entre los tratamientos. La mayor efectividad fue
para FBNL lo que indica un mayor rendimiento en la
produccion de materia seca debida a la actividad que
ejerci6 el microorganismo compatible con el género
Azotobacter.

El peso seco de los brotes (figura 6A) mostré un com-
portamiento similar pues los tratamientos inoculados
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Figura 5. Efecto de la aplicacién de FBNL sobre el peso fresco en
gramos de los brotes de Brachiaria decumbens. Medias con dife-
rente letra son significativamente diferentes.
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Figura 6. Efecto de la aplicacién de FBNL sobre el peso seco en gramos de brotes (Fig 6A) y raices (Fig 6B) de Bra-
chiaria decumbens. Medias con diferente letra son significativamente diferentes.

fueron los mas efectivos, en especial el que se acompa-
fié con urea. Aunque no se hayan presentado diferen-
cias significativas (valor p de 0,2192), no se descarta el
buen funcionamiento que el FBNL (sin acompafamiento
de urea) presentd, porque incrementé en un 41,25% el
peso con relacion al control positivo. Valores indicativos

de una mejor eficiencia del microorganismo y su rela-
cién suelo-planta.

En sintesis, hay relacion de los resultados obtenidos en
la altura de Brachiaria con el peso seco y fresco de sus
brotes, ya que estas variables mostraron el mismo com-
portamiento alcanzando efectos deseables cuando se
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usé el tratamiento con los FBNL + urea seguido del que
s6lo contenia FBNL. El maiz por su parte mejor6 la longi-
tud de su raiz gracias al tratamiento con el FBNL.

La influencia de las caracteristicas del suelo tales como
el pH (fuertemente acido), la baja cantidad de materia
organica y la alta densidad aparente, pudieron afectar el
crecimiento de las plantas de maiz debido a las malas
condiciones que se tuvieron para que los microorganis-
mos se hubieran logrado establecer. A diferencia de las
plantas de Brachiaria decumbens, la cual gracias a su
buena adaptabilidad a suelos acidos de baja fertilidad
como los que hay en el trépico (Rao et al, 1998), al
buen crecimiento radical y al poder adquirir el nitrégeno
mediante fijacion asociativa (Dalton y Kramer, 2007),
presento resultados significativos.

CONCLUSIONES

Se aislaron 23 microorganismos compatibles con fijado-
res bioldgicos de nitrégeno libres cuyo potencial biotec-
nolégico puede aprovecharse en el estudio de sus capa-
cidades como promotores del crecimiento vegetal.

El aislado AshAssm4 caracterizado como Azotobacter
vinelandii promovié el desarrollo en la longitud de raices
de maiz, hecho influenciado por las dinamicas propias
de las PGPR en cuanto a la liberacion de sustancias que
incrementan el desarrollo de la parte radicular y la fija-
cién de nitrégeno; un funcionamiento particular, consi-
derando el hecho de que el suelo tiene un déficit de
nutrientes y materia organica asociada. Por su parte, la
Brachiaria decumbens presenté un nivel significativo de
rendimiento en sus raices, que muestra su potencial de
desarrollarse y adaptarse mejor a suelos acidos. Se prue-
ba la actividad del género Azotobacter como un fijador
libre que promueve el desarrollo en este tipo de pastos.
Los resultados en cuanto a peso seco de raices y brotes
indican un crecimiento del material vegetal que puede
propiciar la generacién de materia organica, y por consi-
guiente la propagacion de microorganismos benéficos,
retencién de humedad y balance de nutrientes en suelos
degradados que necesitan ser recuperados como sopor-
te para los ecosistemas y actividades humanas.

Esta investigacion aporta al enriquecimiento de prdcticas
en la restauracion de suelos degradados a partir de la
utilizacion de microorganismos fijadores de nitrégeno
libre en gramineas. Con un enfoque ambiental de la bio-
tecnologia se espera a futuro la eleccion de técnicas
biolégicas en la recuperaciéon de suelos mediante proce-
sos de revegetalizacion y la evaluacion de su desempe-
fio en la mejora de la calidad del recurso.
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