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Resumen

Contexto: El género Azotobacter se utiliza para estimular el crecimiento de cultivos de importancia
econdmica. Conocer el potencial de cepas autoctonas permitira realizar un mejor uso de la bacteria como
principio activo de bioproductos para la agricultura cubana.

Objetivo: Caracterizar como promotoras del crecimiento vegetal a tres cepas de Azotobacter aisladas desde
agroecosistemas cubanos.

Métodos: Las cepas de Azotobacter INIFAT-12, INIFAT-20 e INIFAT-21, conservadas en la Coleccion de
Bacterias del INIFAT, se caracterizaron por su tolerancia a condiciones de estrés abidtico, potencial para
fijar nitrégeno, solubilizar nutrientes, producir enzimas liticas, su accién frente a hongos patégenos, v el
efecto de su aplicacién en frijol, trigo y tomate en condiciones controladas.

Resultados: El crecimiento de las tres cepas de Azotobacter disminuy6 en condiciones de estrés abidtico,
aunque siempre se aprecié un resultado positivo que sugiere la presencia de algin mecanismo de tolerancia.
Todas las cepas fijaron nitrégeno y liberaron enzimas proteasas y lipasas; ninguna solubilizé nutrientes ni
liber6 enzimas celulasas. Solamente la cepa INIFAT-20 produjo enzimas amilasas. La actividad
antagonista fue similar frente a Curvularia palense, en tanto para Fusarium chlamydosporum se destacé la
cepa INIFAT-20. La aplicacion de las bacterias provoc6 un efecto positivo en el crecimiento de plantulas de
frijol, trigo y tomate.

Conclusiones: Cepas de Azotobacter residentes de agroecosistemas cubanos presentan potencial como
promotoras del crecimiento vegetal, haciendo de este un género promisorio para obtener nuevos
bioproductos de uso agricola en Cuba.

Palabras clave: manejo, microorganismos, productos.

Plant growth promoting potential of Azotobacter strains isolated to the Cuban
agroecosystem

Abstract

Context: The Azotobacter genus is used to stimulate the growth of economically important crops. To know
the native strains' potential can permit better use of the bacteria as active ingredient of bioproducts for
Cuban agriculture.

Objective: To characterize as plant growth promoting to three Azotobacter strains isolated from Cuban
agroecosystems.

Methods: Azotobacter strains INIFAT-12, INIFAT-20 and INIFAT-21, keep on INIFAT Bacteria
Collection, where characterized by its abiotic stress tolerance, potential to fix nitrogen, to solubilize
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nutrients, produce lithic enzyme, its action against pathogen fungi and the effect of its application over

common bean, wheat and tomato on controlled conditions.

Results: The growth of three Azotobacter strains decreases under stress conditions, although they always
show a positive result that suggests some tolerance mechanism. All the strains fix nitrogen and release
protease and lipase enzymes, but none of them solubilize nutrients and also release cellulose enzymes.
Only INIFAT-20 strain release amylase enzymes. The antagonist activity was similar against to Curvularia
palense, but for Fusarium chlamydosporum was better INIFAT-20 strain. The bacteria application had a
positive effect in growth of common bean, wheat and tomato plants.

Conclusions: Azotobacter strains resident in Cuban agroecosystems have potential to be used as plants
growth promoting, that is why this a promising genus to obtain new agricultural bioproducts in Cuba.

Key words: management, microorganism, product.

Introduccion

Diferentes microorganismos se pueden utilizar en la
elaboracion de bioproductos de uso agricola. Dentro
de ellos se incluye el género Azotobacter, el cual se
destaca por su potencial para fijar nitrdgeno
atmosférico y producir fitohormonas, aunque hay
cepas que ademas solubilizan fosfatos (Zavala et al.,
2020). En los ultimos afios, su espectro de accién se
ha ampliado a partir de demostrase su efecto
antagonista frente a patégenos como Alternaria,
Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina, Curvularia,
Helminthosporium y Aspergillus (Cesa-Luna et al.,
2020). También sobresale su papel en la
biorremediacion y la tolerancia de las plantas a
condiciones de estrés abidtico (Sumbul et al., 2020).

A nivel internacional, numerosos estudios avalan la
efectividad de especies como A. chroococcum, A.
vinelandii, para estimular el crecimiento de
hortalizas, leguminosas, gramineas, pastos y otros
cultivos (Alcarraz et al., 2020; Pilatufia et al., 2021).
A partir de estas investigaciones, se han generado
varios productos donde el género constituye el
principio activo o forma parte de este.

A pesar de estos resultados positivos, explotar el
potencial promotor del crecimiento de nuevas cepas
autoctonas puede ser una herramienta que permita
obtener productos mas eficientes y competitivos que
se inserten en el manejo agronémico de cultivos de
interés econémico. A partir de ello, el trabajo se
propuso  caracterizar como promotoras  del
crecimiento vegetal a tres cepas de Azotobacter
aisladas desde agroecosistemas cubanos. Se
demostrd la presencia en todas ellas de mecanismos
de estimulacion, lo que los hace materiales
promisorios para la obtencidn de biofertilizantes.

Materiales y Métodos

Cepas de Azotobacter utilizadas en el estudio: se
trabajé con tres cepas de Azotobacter spp de la
Coleccion de Bacterias Beneficiosas del INIFAT
(INIFAT-12, INIFAT-20 e INIFAT-21), conservadas
en congelacion con glicerol al 30 % como agente
crioprotector (Tabla 1).
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Tabla 1. Procedencia de las cepas de Azotobacter
utilizadas en el estudio

Cepa Procedencia
INIFAT-12  Suelo Ferralitico Rojo de Giiira de
Melena
INIFAT-20  Suelo Ferralitico Rojo de Gilira de
Melena
INIFAT-21  Rizosfera del pimiento (organopénico)

(cv Verano 1). Boyeros

Evaluacion de la tolerancia a condiciones de estrés
abidtico: Las cepas en estudio se caracterizaron por
su tolerancia a condiciones de sequia, salinidad,
diferentes valores de pH y temperatura. Para simular
la sequia se utilizaron diferentes concentraciones de
PEG 6000 (0, 5y 10 %), en tanto para la salinidad se
usaron tres concentraciones de NaCl (0, 5y 10 %).
Para el ensayo de pH, este se ajustd a 4,5; 6,8 y 8 en
el medio de cultivo antes de la esterilizacion,
mientras que para el estudio de temperatura la
incubacién se realizd a valores de 28 °C, 5 °C y 40
°C. En todos los casos, se utilizé como base el medio
de cultivo Caldo Nutriente (BIOCEN), que se inocul6
con 1 mL de un preinéculo que se obtuvo en igual
medio, mediante un proceso de fermentacion
sumergida en un agitador orbital marca Labolan (24 h
a 150 r.p.m de agitacion y 28 °C de temperatura). A
excepcién del ensayo de temperatura, en todos los
demas los tubos de ensayo con 5 mL de medio ya
inoculados, se colocaron en condiciones de agitacion
(150 r.p.m). Durante el ensayo se determind el
crecimiento de la bacteria mediante la medicién de la
absorbancia en un espectrofotometro UV visible
(JENWAY 6850), a una longitud de onda de 600 nm,
alas 24, 48 y 72 horas.

Evaluacion de la presencia de mecanismos de
estimulacion del crecimiento vegetal: se evalu6 a
las cepas en estudio el potencial para fijar nitrogeno,
solubilizar nutrientes, producir enzimas liticas y su
actividad antagonista frente a patdégenos de interés
agricola. La fijacién biolégica de nitrégeno
atmosférico (FBN) se determindé de manera
cualitativa, mediante la presencia del crecimiento
microbiano en tubos de ensayo con el medio de
cultivo Asbhy sin nitrégeno (Pérez-Cordero et al.,
2014). Para la solubilizacién, los microorganismos se
inocularon en el medio de cultivo NBRIP s6lido
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(Nautiyal et al., 1999) con fosfato de calcio, de hierro
y de aluminio. Se utiliz6 ademas un medio para la
solubilizacion de potasio (Cruz Cardenas et al.,
2021). En todos los casos, se consider6 como
respuesta positiva la formacion de un halo alrededor
de la colonia bacteriana.

Para determinar la presencia de enzimas amilasas,
proteasas Y lipasas se utilizé el medio de cultivo Agar
Nutriente (BIOCEN) con un 1 % de almidon soluble,
10 % de leche descremada y 1 mL de Tween 80,
respectivamente; en tanto para detectar las enzimas
celulasas y glucanasas se us6 un medio de cultivo
propuesto para esta determinacion (Cruz Cardenas et
al., 2021) al que se le adicion6 10 g de celulosa
cristalina. El revelado de las pruebas de amilasas y
glucanasas se realizé segin el método descrito por
Harrigan & McCance (1968) y Bertini et al. (2016),
respectivamente, mientras que para las demaés
determinaciones no fue necesario este paso. En todos
los casos se midié con un pie de rey (0,05 mm de
error) el halo formado alrededor de las colonias
bacterianas.

La actividad antagonista de las cepas de Azotobacter
se determind segln el método Cultivo Dual (Vera
Loor et al., 2020). Se utilizaron los hongos patégenos
Curvularia  palense  (3579) 'y  Fusarium
chlamydosporum (2022), cuyas cepas procedieron de
la Coleccion de Cultivo Puros de Hongos del
INIFAT. Se usé el medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) (BIOCEN), que se inocul6é con un
ponche de 5 mm del hongo a 4 cm del borde de la
placa Petri. A igual distancia en el borde contrario se
inoculd la bacteria. Se midio el diametro del micelio
fangico a los 10 dias. Con los resultados obtenidos se
calculé el porcentaje de inhibicién micelial (IM):
IM=((Dt-Di)/Dt)*100, donde Dt: diametro del
micelio en las placas controles y Di: diametro del
micelio en las placas inoculadas con la cepa
bacteriana. Los controles se constituyeron por placas
donde solamente se inocul6 el patdgeno.

Efecto de la aplicacion de los microorganismos en
hortalizas y granos: el efecto de la aplicacion de las
cepas se evalud en condiciones in vitro (Ortiz et al.,
2021). Se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) cv F 248-1, trigo (Triticum aestivum L)
cv M-04 y tomate (Solanum lycopersicum L.) cv T-
60, todas procedentes del Banco Central de
Germoplasma del INIFAT. El experimento se realizd
en placas Petri de 150 mm de didmetro a las que se
les colocd un papel de filtro en su interior antes de la
esterilizacion. Las semillas se desinfectaron con
hipoclorito al 4 % durante 10 minutos y agua
destilada. Posteriormente, se embebieron durante 10
min. en una suspension celular en agua destilada
estéril de cada cepa, donde el microorganismo
presentd una concentracion de 108 UFC mL™ (tubo
No 4 de la escala de McFarland). Para el tratamiento
testigo se cumplioé el mismo protocolo, pero solo se
utilizd agua destilada estéril. Se colocaron 20
semillas por placa (inoculadas y testigos). Se evallo
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el nimero de semillas germinadas los tres primeros
dias después de la inoculacién. A los seis dias, se
extrajeron las plantulas y se midié a cada una la
longitud de la radicula y del hipoc6tilo con una regla
graduada (cm), y el diametro del tallo, este ultimo
con un pie de rey (0,05 mm de error). Ademas, se
cuantificd la masa fresca total en una balanza de
semianalitica marca Nahita (error 0,01 g). Para el
frijol y el trigo se adiciono la masa seca (g), la que se
determind después de mantener las plantas en una
estufa (marca MLW) a una temperatura de 70 °C.

Disefio experimental y procesamiento estadistico:
Todos los experimentos se realizaron con un Disefio
Completamente Aleatorizado. Para el procesamiento
estadistico de los resultados alcanzados primero se
comprob6 la normalidad y homogeneidad de las
varianzas con las pruebas de Cochran C, Hartley y
Bartlett, y posteriormente se realizaron Analisis de
Varianza. Las medias se compararon mediante una
Prueba de Duncan (5 % de probabilidad de error). Se
utilizé el programa STATGRAPHICS Plus version
5.0.

Resultados y Discusion

Tolerancia de las cepas a condiciones de estrés
abidtico: Las condiciones de estrés abidtico afectaron
el crecimiento de las cepas de Azotobacter (Tabla 2).
Los valores mas bajos de absorbancia se alcanzaron
para el estrés por salinidad y temperatura, lo que hace
suponer que ambos factores inciden de manera
marcada en el crecimiento de estos microorganismos.
En otros estudios, la temperatura y el pH también
resultaron ser importantes en la multiplicacién de
Azotobacter (Zavala et al., 2020), por lo que son
elementos a los que se les debe prestar especial
atencion en el trabajo con este género bacteriano.

Se debe destacar que los microorganismos se
multiplicaron en todas las condiciones de estrés,
aspecto que se constatd a partir de la turbidez
presente en el medio de -cultivo. Ello resulta
importante, pues avala la posibilidad de utilizar estas
cepas para estimular el crecimiento de las plantas
bajo condiciones de estrés, donde la aplicacion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal ha
permitido mejorar los resultados productivos para
diferentes especies vegetales (Belefio-Carrillo et al.,
2022).
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Tabla 2. Respuesta a diferentes condiciones de
estrés abidtico de tres cepas de Azotobacter
aisladas desde agroecosistemas cubanos

Salinidad (NaCl)

Cepa 0% 5% 10% Esx
INIFAT-12 1/45a 1,14b 0,04c 0,0014
INIFAT-20 1,69 a 1,39b 0,58¢c 0,0024
INIFAT-21 153 a 057b 0,15c 0,0010

pH
4.5 6.8 8
INIFAT-12 1,72 b 1,72b 1,76a  0,0030
INIFAT-20 1,74 a 1,70b  166¢c 0,0033
INIFAT-21 1.84b 189a 1.83c 0,0009
Sequia (PEG 6000)
0% 5% 10%
INIFAT-12 1,61a 0,76b 0,19c 0,0027
INIFAT-20 1,37 a 1,03b 098¢ 0,0120
INIFAT-21 164a 131b 103c 0,0075
Temperatura (°C)
5 28 40
INIFAT-12 0.23¢ 0.95a 0.62b  0.0042
INIFAT-20 0,31c 0,89a 065b  0,0021
INIFAT-21 0,26 ¢ 105a 041b  0,0043

Medias con letras distintas para la misma cepa, difieren segin
ANOVA con prueba de Duncan al 5 % de probabilidad de error.
Datos correspondientes a la medicién realizada a las 72 h de
incubacion.

El crecimiento que mostraron las cepas de
Azotobacter bajo el estrés abiotico sugiere que estos
microorganismos tienen algin mecanismo de
tolerancia. En este sentido, varios autores destacan la
capacidad del género de formar quistes, estructuras
de resistencia que, ademas, le permiten sobrevivir a
condiciones de congelamiento, salinidad, sequia y
radiacién ultravioleta (Pavone, 2022; Sanchez-Yéanez
et al., 2022). También se conoce que contribuye a la
supervivencia de la bacteria su posibilidad de formar
biopeliculas y de producir polisacaridos (Huaman-
Castilla et al., 2021), elementos que actlan como
barrera de resistencia.

Presencia de mecanismos de estimulacion del
crecimiento vegetal en las tres cepas de
Azotobacter: Las tres cepas de Azotobacter crecieron
en el medio de cultivo Asbhy sin nitrégeno, lo que
indica que tienen potencial para realizar el proceso de
fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico. Sin
embargo, ninguna solubiliz6 fosfatos ni potasio
(Tabla 3).

Tabla 3. Mecanismos directos de estimulacion del
crecimiento presentes en tres cepas de Azotobacter
aisladas de agroecosistemas cubanos

FBN  Solubilizacion de nutrientes

Cepa Ca Fe Al K
INIFAT-12 + - - - -
INIFAT-20 + - - - -
INIFAT-21 + - - - -

4
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Nota: FBN: presunta fijacion bioldgica de nitrdgeno. Ca: fosfato
de calcio, Fe: fosfato de hierro, Al: fosfato de aluminio, K:
potasio.

El género Azotobacter es ampliamente reconocido
por su capacidad para fijar nitrogeno atmosférico,
determinada esta por diferentes métodos, algunos de
ellos mas exactos que el que aqui se presenta (Zavala
et al., 2020). No obstante, constituye un resultado
importante conocer al menos desde el punto de vista
cualitativo que las tres cepas en estudio podrian
contar con este atributo metabolico, ya que ello eleva
su potencialidad como futuros principios activos de
biofertilizantes.

Aunque otros autores han alcanzado resultados
positivos para la solubilizacién de fosfatos con cepas
de Azotobacter (Zavala et al., 2020), no es esta una
caracteristica que de forma particular se asocia al
género. Como estrategia podria proponerse el uso de
estas cepas no solubilizadoras combinadas en
consorcios microbianos con géneros destacados por
esta funcién como Bacillus, y asi aprovechar los
elementos positivos de ambos microorganismos en la
obtencidn de un producto final mas eficiente.

En cuanto a la produccién de enzimas liticas, se
alcanzaron los mejores resultados para proteasas y
lipasas, ya que ninguna cepa liber6 enzimas celulasas
ni glucanasas y solamente para la INIFAT-20 se
detecté la presencia de enzimas amilasas (Tabla 4).

Las enzimas liticas tienen un papel destacado en el
efecto biocontrol que ejercen las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal debido a su accion sobre las
paredes celulares de los hongos patdgenos (Blanco &
Castro, 2021). Detectar su presencia en las cepas de
Azotobacter en estudio es un elemento interesante, ya
gue aumenta su valor agregado pues su aplicacion
podria tener no solo un efecto directo en el
crecimiento de los cultivos, sino también una accién
indirecta al contrarrestar el ataque de patdgenos.

Tabla 4. Produccion de enzimas liticas por parte

de tres cepas de Azotobacter aisladas de
agroecosistemas cubanos
Cepa Ami Prot Lip Celu  Gluca
INIFAT-12 - 291a 30b - -
INIFAT-20 058 1,63b 33D - -
INIFAT-21 - 0,38c 4,25a - -
Esx 0,1666 0,1787

Nota: Ami: amilasas, Prot: proteasas, Lip: lipasas, Cel:
celulasas, Gluca: glucanasas. Medias con letras distintas para
el mismo patdgeno, difieren segin ANOVA con prueba de
Duncan al 5 % de probabilidad de error

Con respecto a la actividad antagonista, también se
alcanzaron resultados interesantes. Aunque el
porcentaje de inhibicion micelial fue inferior al 50
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%, se demostré que las cepas de Azotobacter
ejercen un efecto negativo sobre el crecimiento de
C. palense y F. chlamydosporum (Fig. 1).

EINIFAT-12
mINIFAT-20

60 Esc o006  DINIFAT2H

a

Esx: 4,5982 ns

Inhibicion micelial (%)

Curvularia palense Fusarium chlamydosporum
Patdgeno

Fig. 1. Actividad antagonista de tres cepas de
Azotobacter aisladas de agroecosistemas cubanos frente
a Curvularia palense y Fusarium chlamydosporum.
Medias con letras distintas para el mismo pat6geno,
difieren segin ANOVA con prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad de error

En este efecto biocontrol se apreciaron diferencias
entre las cepas, con mejores resultados para la
INIFAT-12 y la INIFAT-20. Sobre el tema, Pavone
(2022) resalt6 la accion de A. chroococcum frente a
Alternaria, Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina,
Curvularia, Helminthosporium vy  Aspergillus,
relacionada con la produccion de sustancias
antimicrobianas, toxinas y hormonas del crecimiento
vegetal.

De forma general, las tres cepas de Azotobacter en
estudio presentaron mecanismos de estimulacion del
crecimiento, aspecto que las hace promisorias para la
obtencién de nuevos productos a base de este género
bacteriano. En Cuba, por ejemplo, solo existe un
biofertilizante registrado donde esta bacteria
constituya su principio activo (Direccién de Suelos y
Fertilizantes, 2021), por lo que estos elementos son
muy novedosos.

Efecto de la aplicacion de las tres cepas de
Azotobacter: Al aplicar las tres cepas de Azotobacter
sobre semillas de frijol, trigo y tomate no se
obtuvieron diferencias en el porcentaje de
germinacién con respecto al tratamiento testigo sin
microorganismos. Ello se asocié mas que a la falta de
accion promotora del crecimiento de las bacterias, a
que las semillas presentaban buena calidad y estado
sanitario, lo cual hizo que en todos los casos se
alcanzara un 100 % de germinacion.
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La inoculacién de los microorganismos, sin embargo,
provocé un efecto positivo en el crecimiento de las
plantulas, con una accion que dependid de la cepa y
el cultivo. En la Fig. 2 se puede apreciar que para el
cultivo del frijol se destacaron las cepas INIFAT-20 e
INIFAT-21, en tanto para el trigo sobresali6 la
INIFAT-12 y para el tomate, la INIFAT-20 y la
INIFAT-12. El efecto positivo de las cepas podria
estar asociado a las caracteristicas determinadas en la
presente investigacion y también a la produccion de
fitohormonas, mecanismo de promociéon del
crecimiento ampliamente estudiado para el género
Azotobacter y para el cual muchas cepas han
mostrado resultados relevantes (Zavala et al., 2020).

La interaccion planta-microorganismo es un proceso
complejo, mediado por diferentes factores y donde
interviene tanto el cultivo, como la bacteria
promotora del crecimiento vegetal. Los exudados
radicales de la especie vegetal, por ejemplo, regulan
la dinamica de la poblacién de microorganismos
rizosféricos y la atraccion hacia la planta de la
bacteria inoculada (Chavez-Diaz et al., 2020). Por
otra parte, mientras mayor potencial como promotor
del crecimiento tenga el microorganismo puede que
su efecto sobre el cultivo también sea superior. A
partir de estos elementos, es muy importante cuando
se estudian cepas de posibles candidatos a principios
activos de bioproductos determinar no solo su
potencial in vitro, sino también el efecto directo que
pueden ejercer sobre las especies vegetales.

Para el caso de Azotobacter, varias referencias
sustentan el efecto de su aplicacién sobre diferentes
especies vegetales de interés. Se incluyen dentro de
ellas hortalizas como el rabano (Ibarra et al., 2021), la
lechuga y el tomate (Pilatufia et al., 2021) y granos
como el maiz (Sule et al., 2023) y el frijol caupi
(Alcarraz et al., 2020), por solo citar algunos
ejemplos. En todos los casos, el microorganismo
estimulé indicadores del crecimiento y el rendimiento
de los cultivos, aspecto que demuestra su gran
potencial para ser utilizado en la agricultura.

En Cuba, también se han alcanzado resultados
relevantes en diferentes hortalizas, granos, frutales y
plantas ornamentales (Martinez & Dibut, 2012),
demostrando el impacto que pueden tener los
productos a base de Azotobacter en el pais. Sin
embargo, los resultados alcanzados en el presente
estudio pueden ser interesantes para desarrollar
nuevos biofertilizantes a partir de género bacteriano,
buscando productos de amplio espectro de accién y
multiples funciones, basados en una o varias cepas.
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Fig. 2. Efecto de la aplicacion de tres cepas de Azotobacter aisladas de agroecosistemas cubanos en granos y hortalizas en condiciones
controladas. ns: no diferencias significativas. Medias con letras distintas para el mismo indicador, difieren segin ANOVA con prueba de

Duncan al 5 % de probabilidad de error.
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