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RESUMEN

La implementacion de tecnologias sostenibles de biofertilizacion que complementen y mejoren
la asimilacion de nutrientes provenientes de la fertilizacion nitrogenada de sintesis quimica, se
evalué en plantas de maiz var. ICA - V508 mediante un ensayo en condiciones de invernadero;
utilizando un disefio completamente al azar con 6 tratamientos que incluyeron fertilizacion
combinada de naturaleza quimica (urea y nitrato de amonio) y biolégica (Azotobacter chroococcum
AC1). Se realizé6 una mediciéon de variables agronémicas a los 15, 30 y 45 dias después de la
siembra. Los resultados obtenidos presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
de los tratamientos T2, T4 y T6 con respecto a los demas tratamientos en todos los parametros
evaluados. Asi mismo, los recuentos de bacterias aerdbicas presuntivas de Azotobacter sp.
evidenciaron diferencias significativas (p<0.05), presentando los valores mas altos para el
tratamiento T2, lo cual demuestra que la capacidad de las bacterias para estimular el crecimiento
de las plantas no so6lo depende de su abundancia, sino de su capacidad para proliferar a través de
la raiz y su eficiencia en los mecanismos de promocion. El papel de Azotobacter chroococcum en
este estudio sugiere que los biofertilizantes pueden ser utilizados como alternativas de uso
eficiente y adecuado de los fertilizantes nitrogenados utilizados tradicionalmente.
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ABSTRACT

Implementation of sustainable technologies complementing and enhancing nutrient uptake from
nitrogen biofertilization was evaluated in maize plants var. ICA - V508. The evaluation was
performed under greenhouse conditions using a completely randomized design with 6 treatments,
which included combined fertilization of chemical (urea and ammonium nitrate) and biological
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nature (Azotobacter chroococcum AC1). Measurements of agronomic traits at 15, 30 and 45 days

were performed after planting. In all evaluated parameters, the observed results were statistically

significant (p<0.05) for treatments T2, T4 and T6. Also, the presumptive aerobic bacteria counts of

Azotobacter showed significant differences (p<0.05), giving the highest values for treatment T2,

which demonstrate that ability of bacteria to stimulate plant growth depends not only of its

abundance, but also of its ability to proliferate through root and efficiency in its promotion

mechanisms. The role of Azotobacter chroococcum in this study suggests that biofertilizers can be

used as an efficient and appropriate alternative for the traditionally used nitrogen fertilizers.

Keywords: Biofertilizer, Nitrogen Fertilization, Azotobacter chroococcum

INTRODUCCION

En Colombia el cultivo de maiz es uno de
los renglones mas importantes de Ila
produccion agricola nacional y ha sido el
cultivo colonizador en muchas regiones del
pais. Para el afo 2009, la superficie
sembrada fue de 542.053 ha con una
produccion de 1.446.879 ton. (Fenalce,
2010). El cultivo del maiz y su fertilizacion se
maneja de acuerdo con las condiciones
socioeconémicas de cada zona
agroecologica; se siembra principalmente
como monocultivo y una menor parte en
asociacion con fiame y arveja, en relevo con
frijol y papa; e intercalado con yuca, cafa,
café y otros cultivos perennes en su etapa de
instalacion.

La fertilizacion nitrogenada de sintesis
quimica como Unica estrategia correctiva y
de nutricibn vegetal, cada dia genera
mayores inconvenientes por su inadecuado
uso. Segun estudios de FENALCE en el afio
2008, se ha reconfirmado que el elemento
mas importante para la produccion de maiz

es el nitrégeno, con requerimientos en
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promedio para Colombia de 120 a 180 kg/ha.
En este sentido, de los nutrientes minerales
el nitrogeno es el de mayor costo, el que
consume mayor energia en su produccion,
distribucion, y potencialmente el mas
contaminante, siendo el mas limitante en la
produccion de los cultivos. Ademas, se ha
evidenciado la baja eficiencia de utilizacion
de las fuentes nitrogenadas de sintesis (12-
74%) la cual estd asociada a elevada
lixiviacion y desnitrificacion (Ben et al., 2007).

Existe evidencia de que diversas
alternativas de tecnologias sostenibles de
naturaleza biolégica, estan desarrollandose
lentamente en nuestro pais. No obstante, el
descubrimiento del crecimiento asociativo de
microrganismos promotores del crecimiento
vegetal con capacidades particulares de
fijacion de nitrégeno de ciertas plantas C4,
principalmente en los tropicos, se ha
avisorado como una herramienta aplicable.
Los microorganismos del suelo tienen una
importancia sobresaliente en condiciones
naturales, principalmente por su amplio

espectro de actividades, que repercuten en el
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desarrollo y nutricién vegetal (Box, 1996).
Azotobacter sp. en particular, resulta ser un
microrganismo nativo con grandes
posibilidades de recuperacién de sistemas
degradados en nuestro pais, que participa
mediante  diversos mecanismos como
complemento en la fertilizacion tradicional en
numerosos cultivos de importancia agricola,
incluyendo las gramineas (Bonilla et al,
2002; Bonilla & Morales, 2007; Obando et al.,
2010; Rivera et al., 2011, Rivera et al., 2012).
Por tal razon, el objetivo de esta
investigacion fue determinar la respuesta
fisiolédgica a la fertilizacion biologica vy
nitrogenada del maiz (Zea mays L.) y su
posible contribucién como herramienta

complementaria a la fertilizacién tradicional.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de crecimiento bacteriano e
inoculacion

Se realizaron suspensiones celulares a
partir del ingrediente activo del fertilizante
biolégico comercial Monibac® (Azotobacter
chroococcum AC1). El microorganismo se
cultivd en medio de cultivo LB (Bertani, 1952)
sin fuente de nitrégeno durante 24 h y se
agité a 120 rpm a 30 °C. Los controles de
calidad presentaron 100% de pureza y
viabilidad celular de 1 x108 UFC/mL. El
proceso de inoculacion se realizd mediante
imbibicion de la semilla e inoculacion a razén
de 5 mL por plantula en condiciones
semicontroladas de invernadero. Por otra
parte, se realizd el analisis del suelo con el
fin de examinar las propiedades y
caracteristicas presentes (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicogquimicas del suelo utilizado en los ensavos en

invernadero

F S Ca Mg K Na
mgkg cmol-/kg

Fe Cu Mn Zn B M pH
arganica

41 31 423 0386 1.4 026

19 29 28 006 153 59

Ensayo en invernadero

El material vegetal utilizado fueron
semillas de maiz variedad certificada ICA-
V508. El suelo se obtuvo de Corpoica C.I.

Tibaitata, Mosquera (Cundinamarca). Se
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utilizaron bolsas de plastico con capacidad
de 3 kg con 2.5 kg de suelo. Para este
estudio, el plan de fertilizacion fue modificado
de acuerdo al andlisis de suelo obtenido

previamente (Tabla 1).
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Los tratamientos evaluados para
determinar la respuesta del maiz a la
fertilizacion bioldgica y nitrogenada fueron los
siguientes: T1: testigo absoluto; T2:
fertilizacion biologica 100% (A. chroococcum
AC1); T3: fertilizaciébn nitrogenada 100%
(urea); T4: fertilizacion nitrogenada 100%
(nitrato de amonio); T5: fertilizacion
nitrogenada 100% (urea) + fertilizacion
biolégica 100% (A. chroococcum AC1); T6:
fertilizacion nitrogenada 100% (nitrato de
amonio) + fertilizacion biolégica 100% (A.
chroococcum AC1). Los muestreos se
realizaron a los 15, 30 y 45 dias después de
la siembra (dds) y las variables evaluadas
fueron: longitud parte aérea (LPA), longitud
de la raiz (LR), peso fresco parte de la parte
aérea (PFA), peso fresco de la raiz (PFR) y
el recuento de bacterias aérobicas tentativas
de Azotobacter sp. en medio LG (Dobereiner
et al., 1995). Asi mismo, se midieron los
contenidos de nitrégeno total y de clorofila a

los 45 dias después de la siembra.

Analisis estadistico

Para el disefio, se establecieron seis
tratamientos con 20 réplicas mediante un
disefio de bloques completos al azar (DCA).
Los datos fueron analizados utilizando el
analisis de varianza ANOVA y Tukey HSD
(p<0.05) utilizando el software estadistico
SAS 9.0 para Windows.

RESULTADOS

Variables de longitud de la planta
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En la medicion de longitud de raiz-LR se

presentaron diferencias significativas
(p<0.05) de los tratamientos T6 para 15y 30
dias después de la siembra (dds) (Figura 1a).
Asi mismo, los tratamientos con inoculacion
biolégica (T2 y T6) presentaron diferencias
significativas a los 45 dds, superando hasta
en un 50% a los tratamientos T1 y T3. Para
la longitud de la parte aérea-LPA a los 15
dds, los tratamientos T2, T3, T5 y T6
estimularon la elongacion de la parte aérea,
presentando valores estadisticamente
significativos en comparaciéon con los demas
tratamientos evaluados. A los 30 dds el
tratamiento con 100% de inoculacion
biolégica (T2),
estadisticamente significativas, superando en
12% y 15% los tratamientos T3 y T4

respectivamente. Para el caso de los 45 dds,

presento diferencias

los tratamientos T2 y T5 presentaron los
mejores valores de longitud, lo cual evidencia
que las variables de longitud para los tres
tiempos muestreados tuvieron una incidencia
significativa de los tratamientos con

inoculacién de A. chroococcum (Figura 1b).

Variables de peso en la planta

En cuanto al peso seco aéreo-PSA a los
15 dds, se presentaron diferencias
representativas para los tratamientos T4 y
T6; mientras que, a los 30 dds, el
comportamiento en ganancia de biomasa
seca aumentd significativamente para los
tratamientos T1, T3, TS5 y T6; y disminuyé la
eficiencia en acumulacion para el tratamiento

T4. Por su parte, los tratamientos T2, T4 y T6
14
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Fig 1. Respuesta del maiz a la fertilizacion biolégica y quimica en tres épocas de muestreo. a) Longitud de
la raiz b) Longitud de la parte aérea ¢) Peso seco de la parte aérea d) Peso seco de la raiz.

T1: testigo absoluto; T2: fertilizacion biolégica 100% (AC1); T3: fertilizacién nitrogenada 100%
(urea); T4: fertilizacion nitrogenada 100% (nitrato de amonio); T5: fertilizacion nitrogenada 100%
(urea) + fertilizacion biolégica 100% (AC1); T6: fertilizaciéon nitrogenada 100% (nitrato de amonio) +
fertilizacion biolégica 100% (AC1). £ Desviacion estandar - Letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas en relacion a cada variable evaluada de acuerdo a la
prueba de Tukey HSD (p<0.05).

mostraron valores estadisticamente de A. chroococcum AC1) puede igualar los

significativos en peso seco aéreo-PSA; es valores de biomasa de los tratamientos con

decir, los tratamientos con fertilizacion solamente 100% de fertilizacion nitrogenada

combinada (100% nitrato de amonio y 100%
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de nitrato de amonio e incluso, el tratamiento
100% biologico estimuld este parametro
igualando tratamientos que son fertilizados
quimicamente (Figura 1c). Para el peso seco
de raiz-PSR, el tratamiento T2 presentd
diferencias estadisticamente significativas a
los 15 dds. No obstante, el testigo absoluto-
TA aumento significativamente la
acumulacion de nutrientes en raices a los 30
dds, superando los demas tratamientos
evaluados. A los 45 dds, los patrones de
acumulacion mejoraron en todos los
tratamientos, presentando los valores mas
representativos, el tratamiento T6, el cual

supera el contenido de biomasa seca

radicular en mas del 50 % en los tratamientos
T3 y T4 y duplicé al testigo absoluto (Figura
1d).

Recuento de bacterias aerobias presuntivas de
Azotobacter sp.

El tratamiento T2 presentd diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) con
respecto a todos los tratamientos y épocas de
muestreo evaluadas. No obstante, el tratamiento
T5 presentd valores representativos que
aumentaron paulatinamente hasta los 45 dds,
evidenciando que las poblaciones aerdbicas
lograron establecerse en la rizésfera del maiz en
presencia de nitrato de amonio (Tabla 2).

Tabla 2. Recuento de bacterias aerobias presuntivas de Azofobacter sp.

Tratamientos 15 dds Y UFC/mL

30 dds ©) UFC/mL

45 dds ©) UFC/mL

T1 2.39+0.53c
T2 7.74 +0.17a
T3 242 +0.09c
T4 4.52 +0.06b
T5 467 £0.17b
T6 2.79 £0.10c

264 =0.14d 3.80 +0.05d
8.66 *0.35a 7.90 +0.08a
3.59 +0.22c 287 +0.01e
446 £0.11b 3.71 +£0.03d
467 £0.17b 6.85 + 0.06b
2.90 +0.04d 4.89 +0.03c

) Andlisis estadisticos con datos transformados en Log - UFC/mI: Unidades formadoras de Colonia
por mililitro. * Desviacion estandar - Letras diferentes representan diferencias estadisticamente
significativas en relacion a cada variable evaluada de acuerdo al test de Tukey HSD (p<0.05). T1:
testigo absoluto; T2: fertilizacién bioloégica 100% (AC1); T3: fertilizacion nitrogenada 100% (urea);
T4: fertilizacion nitrogenada 100% (nitrato de amonio); T5: fertilizacion nitrogenada 100% (urea) +
fertilizacion biolégica 100% (AC1); T6: fertilizacién nitrogenada 100% (nitrato de amonio) +
fertilizacion biolégica 100% (AC1).

Determinacion del contenido de pigmentos tratamiento con 100% de inoculacion con A.

(clorofila) y nitrégeno total — 45 dds chroococcum. Asi mismo, los resultados
La produccion de pigmentos fotosintéticos evidencian una baja produccién de estos
(Clorofilas ~ A+B), presentdé  diferencias compuestos cuando la fertilizacion es 100%

estadisticamente significativas (p<0.05) en el nitrogenada de sintesis, que incluso son
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superados por el testigo absoluto (T1). En
relacion con el contenido de nitrégeno total, el
tratamiento T5 presenté el mayor contenido de
nitrdgeno con respecto a los demas tratamientos
evaluados, revelando que en un gran numero de

parametros la combinacién de fuentes tipo

nitrato de amonio junto con A. chroococcum
ejercen un efecto benéfico en la promocion de

crecimiento del maiz, de acuerdo a las variables

estudiadas en esta investigacion (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de pigmentos (clorofila) y nitrogeno total a los 45 dds

Tratamientos Clorofilas A+B Nitrégeno total
Tl 6.08 £0.47¢c 1.95+0.02d
T2 849+0.17a 276 +0.05b
T3 518+ 0.27d 2.71+0.02b
T4 4.07+0.15¢ 2.70+0.05b
TS 6.95+ 0.42b 2.82+0.05a
T6 723+0.17b 2.524+0.03c

T1: testigo absoluto; T2: fertilizacion biolégica 100% (AC1); T3: fertilizacién nitrogenada 100%
(urea); T4: fertilizacion nitrogenada 100% (nitrato de amonio); T5: fertilizacion nitrogenada 100%
(urea) + fertilizacion bioldgica 100% (AC1); T6: fertilizacion nitrogenada 100% (nitrato de amonio) +
fertilizacion biolégica 100% (AC1). + Desviacion estandar - Letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas en relacién a cada variable evaluada de acuerdo a la
prueba de Tukey HSD (p<0.05).

DISCUSION
Biomasa y longitud de la planta

Las variables mas influyentes en la
evaluacion de la acumulacion de nutrientes y
fotoasimilados se refleja en los incrementos
de biomasa seca. Bajo las condiciones de
evaluacion de este estudio, los tratamientos
con inoculacioén bioldgica incrementaron esta
variable, aun cuando la fertilizaciéon fue 100%
biolégica. Investigaciones previas han
demostrado que los microorganismos

benéficos estimulan los procesos de
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germinacién y el vigor de diferentes cultivos
(Amruthesh et al, 2003). En las ultimas
décadas, se ha investigado el papel de las
bacterias de la rizésfera o rizobacterias de
diversas gramineas como cafa de azucar
(Boddey et al., 1995; Arteaga, 1997), trigo y
sorgo (Baldani et al., 1986), cebada y pastos
tropicales (Dobereiner et al., 1995; Bonilla,
2000) y maiz (Seldin et al., 1998).

El efecto promotor de Azotobacter
chroococcum expresado en el incremento de

biomasa, longitud y contenido de nutrientes
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se ha evidenciado en reportes recientes y en
varios cultivos de importancia agronémica.
Mehnaz y Lazarovits (2006) encontraron un
aumento del 12% en biomasa seca en
plantas de maiz inoculadas con A. lipoferum
N7 con respecto a las plantas no inoculadas.
Asi mismo, Chandrasekar et al. (2005)
reportaron con inoculantes a base de
Azotobacter sp. un incremento del 12,1% en
peso seco total en pastos del género
Echinochloa. Castilla (2005) realizé la
evaluacion de lineas interespecificas de arroz
(Oryza spp.) a la inoculacion con Azotobacter
chroococcum y Azospirillum amazonense en
el mismo suelo, concluyendo que esta
inoculacién con 50% de la fertilizacion
nitrogenada produjeron plantas de arroz mas
vigorosas, con mayor biomasa aérea Yy
radical.

El incremento del vigor de las plantas en
sus primeras etapas de desarrollo, mediante
la inoculacion de cepas de A. chroococcum
ha sido estudiado por Martinez et al. (1997)
quienes reportan incremento en la altura del
tomate desde un 34% hasta el 100%, de
acuerdo a la variedad utilizada. Esto podria
atribuirse a una mayor absorcién de
nutrientes y posterior produccién mayor de
fotoasimilados (Dibut, 2000; Pulido, 2002).

Recuento de bacterias aerobias presuntivas de
Azotobacter sp.

El tratamiento  inoculado con A.
chroococcum presentd los mejores recuentos
de bacterias aerdbicas en medio LG con

respecto a todos los tratamientos y épocas de
BioTecnologia, Afo 2013, Vol. 17 No. 1

muestreo evaluadas. El tratamiento con
fertilizacion con nitrato de amonio y A.
chroococcum (T5), presenté los valores mas
representativos que aumentaron paulatinamente
hasta los 45 dds, evidenciando que las
poblaciones aerodbicas lograron establecerse en
la rizésfera del maiz en presencia del fertilizante
nitrogenado. De igual forma, la eficiencia en la
estimulacién de factores de crecimiento del maiz
no estuvo estrictamente relacionado con el
numero de microrganismos obtenido en el
recuento  presuntivo de bacterias tipo
Azotobacteriaceae, como lo mencionan Loper
et al. (1985) quienes afirman que la
capacidad de las bacterias para afectar el
crecimiento de las plantas no sélo depende
de su abundancia, sino de su capacidad para
proliferar a través de la raiz e interactuar con
la misma.

Segun Kloepper & Beauchamp (1992) la
dinamica de colonizacion de las raices por
las bacterias inoculadas es esencial para su
establecimiento efectivo, siendo un factor
critico para la promocion del crecimiento
vegetal. En las gramineas, la composicion
cuantitativa y cualitativa de los
microorganismos en la rizésfera varia entre
especies e incluso entre genotipos de la
misma especie, lo cual se atribuye
principalmente a las variaciones intrinsecas
de cada planta en particular, en términos de
la cantidad y calidad de los exudados

radicales (Rengel, 1997).

Contenido de pigmentos (clorofila) y nitrégeno

total — 45 dds
18
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El aumento estadisticamente significativo
(p<0.05) de la extraccién de nitrégeno por el
maiz se observo en el tratamiento T5. En
diversos reportes se han evidenciado la
mejor asimilacion de nutrientes cuando se
complementa la fertilizacion con
componentes biolégicos, como lo mencionan
Das et al. (2003) donde encontraron valores
significativos de mayor acumulacion de
nitrogeno N2 por el algodéon con una
aplicacién combinada junto con Azotobacter
M4 en comparacion con la aplicacion
individual del fertilizante nitrogenado.

La absorcion eficiente de nutrientes como
el nitrdgeno, puede verse estimulado por
microrganismos promotores de crecimiento
vegetal con capacidades en la fijacién
biolégica del nitrégeno. Segun Biswas et al.
(2000) los microorganismos fijadores de
nitrégeno (dentro de los cuales se encuentra
el género Azotobacter) pueden promover el
crecimiento vegetal mediante la transferencia
del nitrégeno fijado, o mediante el
mejoramiento de la absorcion de nutrientes a
través de la modulacién de actividades
hormonales en las plantas inoculadas. En
este sentido, Bashan (1998) menciona que
los microrganismos promotores de
crecimiento vegetal como Azospirillum sp.
provocan una absorcion mas efectiva de los
nutrientes, lo que explica la acumulacion de
compuestos nitrogenados en la planta sin
existir una aparente fijacion de nitrégeno.

Por otro lado, el papel de Azotobacter sp.
en la asimilacion del nitrato podria estar

relacionado por la elongacion de pelos
BioTecnologia, Afo 2013, Vol. 17 No. 1

radiculares, lo cual mejoraria la capacidad
para captar asimilados y agua. Como lo
mencionan Larson & Ingemarsson (1989)
quienes reportaron que la captacion inicial de
nitrato se produce través de la membrana
plasmatica de las células epidérmicas y
corticales de la raiz; ademas, la absorcién de
nitrato depende de la eficiencia de las raices
en absorcion de NOs (Parween et al., 2011).
En relacion al maiz, factores como tipo y
época de aplicacion del fertilizante
nitrogenado (Monelik et al., 1994) afectan el
rendimiento del maiz y la disponibilidad de
nitrégeno. Segun las especificaciones de la
variedad utilizada en este estudio, se
recomienda llevar un programa fraccionado
de fertilizacién a los 15, 30 y 45 dias después
de la siembra (dds) para obtener los mejores
rendimientos (Guerrero, 1995; Campuzano,
2009). De acuerdo a esto, los resultados
podrian servir como base para complementar
fuentes combinadas que aseguren un éptimo
patron de acumulacién y absorcion de
nutrimentos, en posteriores periodos de

crecimiento del cultivo.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se realizé
el presente estudio se concluye que
Azotobacter chroococcum puede ser utilizado
como alternativa complementaria del uso
eficiente y adecuado de los fertilizantes
nirogenados (tipo nitrato de amonio)
aplicados tradicionalmente y ademas, se
sugiere evaluar la dosificacion de las fuentes

de naturaleza nitrogenada quimica
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complementada con biofertilizantes para la
evaluacion de modelos sostenibles de bajo
costo sin aplicaciones excesivas de

agroquimicos.
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