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RESUMEN

La baja eficiencia de fertilizantes nitrogenados de origen
industrial, asi como los altos costos energéticos y ambien-
tales hacen necesario generar tecnologias de menor impacto
como los biofertilizantes a base de bacterias fijadoras de
nitrogeno atmosférico para sustituir parcial o totalmente
las fuentes industriales. La poblacion de microorganismos
nativos y su capacidad de fijacion de nitrogeno (CFN) fue
estimada a través de pruebas de agitacion-fermentacion de
los bioproductos durante 72 h en el laboratorio. Simulta-
neamente las cepas se inocularon en los medios de cultivo
Ashby y DIMARGON®-M vy se agitaron diariamente por
6 h durante 15 d. El disefio experimental fue al azar con tres
repeticiones. Se evaluaron nueve cepas fijadoras de nitrd-
geno atmosférico de vida libre (FNVL), divididas en dos
grupos. El grupo 1 con cuatro cepas: FNGMBM; FNMGg, ,»
FNMGg, .5 FNMGsm - aisladas de tratamientos evalua-
dos en campo con principios agroecologicos. El grupo 2
con cinco cepas: 9, 12, 17, T5 y B1 pertenecen al Cepario
Nacional INIA-CENIAP. EI nitrégeno (N) producido por
cada cepay su equivalente en kg ha'! fue significativamente
(P<0,05) diferente entre tratamientos evaluados. Todas las
cepas fueron preseleccionadas por su CFN y por mantener
altas poblaciones, 10 y 10"* UFC ml' en medio Ashby
y DIMARGON®-M, respectivamente, garantizando alta
concentracion y bajas dosis de aplicacion. El grupo 1
puede aportar al suelo entre 46 y 50 y el grupo 2 entre 39
y 48 kg de N ha'!, respectivamente, en cultivos de interés
socioproductivo.

Palabras Clave: cepas nativas; fijacion de nitrogeno;
bacterias de vida libre; agroecosistemas.
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SUMMARY

The low efficiency of industrial nitrogen fertilizers, as well
as the high energetic and environmental costs make neces-
sarily generate low impact technologies like biofertilizers
based on atmospheric nitrogen fixing bacteria to substitute
partially or totally the industrial sources. The population
of native microorganisms and its capacity of nitrogen
fixation (CFN) were estimated using agitation-fermentation
tests by bioproduct agitation during 72 h in the labora-
tory. Simultaneously strains were inoculated in the culture
medium Ashby and Dimargon®M and shaking daily by
six hours for 15 d. A randomized design with three repe-
titions was used. Nine strains atmospheric nitrogen fixing
free life bacteria (FNVL), were assessed, divided into two
groups. Group 1 with four strains: FNGM,,_; FNMG_,
FNMGSthé FNMG,,  isolated from treatments evaluated
in field with agroecological principles. And the group 2
with five strains: 9, 12, 17, TS5 and B1 belong to the
National Strain Collection of INIA-CENIAP. The nitrogen
(N) produced by each strain and its equivalent in kg ha’!
was significantly (P<0.05) different between treatments
evaluated. All strains were pre-selected by its CFN and
by maintain high populations, 10" and 10" CFU ml" in
Ashby and Dimargon®-M mediums, respectively, ensuring
high concentration and low doses of application. Group 1
could provide the soil between 46 and 50 and the group
2 between 39 and 48 kg N ha'l, respectively, in crops of
socioproductive interest.

Key Words: native strains; nitrogen fixation; free-living
bacteria; agroecosystems.
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INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agri-
cultura y la Alimentacion, siglas en inglés FAO (2004),
estimo pérdidas entre 2 y 25% de todas las especies del
planeta en los proximos decenios. Entre los aspectos
negativos de la agricultura agroquimica, se encuentran
los altos subsidios en los insumos y la simplificacion
de la estructura de los ecosistemas, lo cual afecta drasti-
camente su dindmica y sustentabilidad, a su vez conduce
a una disminucion en la biodiversidad, situacién critica
en las zonas tropicales, pués, al simplificar la comunidad
bioldgica del suelo se afecta su fertilidad natural.

Por otra parte, la produccion de alimentos a nivel
mundial se sustenta sobre la base de altas aplicaciones
de fertilizantes inorganicos, principalmente de origen
industrial. En este sentido, Dyson (1996) estimo las
necesidades de fertilizantes nitrogenados para cubrir
la demanda de N para el afio 2020, en 160 millones
de toneladas solo para la produccién de cereales. Estas
estimaciones permitieron predecir el impacto que estos
fertilizantes pudieran seguir ocasionando sobre los
recursos naturales y el ser humano, si no se toman
medidas preventivas.

Los 77 000 Mg de fertilizante nitrogenado que se apli-
can en el mundo, requieren anualmente 100 000 Mg de
combustible, equivalente al 1,4% de todo el combustible
consumido (McCown et al., 1988; Béckman, 1997) se
espera que cada afio sea mayor lo cual hace que esre
ritmo de consumo sea insostenible.

En el pais, particularmente el Ministerio del Poder
Popular para la Agricultura y Tierras (MPPAT) realizé
proyecciones sobre las necesidades de fertilizantes
nitrogenados con el proposito de alcanzar la seguridad
y soberania agroalimentaria, estableciendo estrategias
para disminuir las importaciones de alimentos y estimando
el incremento de la superficie para la produccion agri-
cola vegetal a 4 230 514 ha, en el periodo 2009-2019, lo
que significa que se elevaran los requerimientos de ferti-
lizantes, necesitando 671 299,97 y 1 585 226,55 t afio™! de
urea 'y formula completa, respectivamente. El aumento
interanual promedio de estos fertilizantes para dicho
periodo se calculd en un 19% (11% férmula + 8%
urea), segun el MPPAT, 2009, razén por la cual, es
necesario auspiciar su uso eficiente y racional, ademas
de la incorporacion de otras fuentes locales organicas
y bioldgicas.
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Haciendo uso de los biofertilizantes, el consumo
energético y la contaminacién ambiental, pueden ser
significativamente reducidos a través de procesos
bioldgicos que contribuyen exitosamente en cubrir las
necesidades de nitrogeno (N) de los cultivos (Peoples
y Craswell,1992), tanto por bacterias rizosféricas del
género Rhizobium (Espaia et al., 2006) que viven en
simbiosis con plantas leguminosas, como por bacterias
que habitan en la rizésfera en forma asociativa; ambos
tipos de microorganismos estan presentes en los agroeco-
sistemas tropicales, y pueden ser activados al manejar los
sistemas de produccion con bajos insumos y principios
agroecolégicos (Ldopez, 2010).

En Venezuela se le dio rango juridico a la agricultura
sustentable y al desarrollo rural integral (CRBV, 1999)
y recientemente se aprobo la Ley de Salud Agricola
Integral (2008) que garantiza, a través de una plataforma
biotecnoldgica en construccion, la produccién de bio-
fertilizantes simbioticos y asimbidticos como estrategia
de Estado para disponer de tecnologias alternativas que
permitan transitar hacia un modelo socioproductivo
sustentable (Lopez et al., 2009).

Entre los biofertilizantes asimbidticos se encuentran
los producidos a base de bacterias con capacidad para
fijar N atmosférico en forma asimbidtica, denominadas
fijadoras de nitrogeno de vida libre (FNVL), estas bacterias
pudieran contribuir significativamente a suministrar N
a los cultivos y sustituir parcialmente la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados de origen industrial, lo cual
constituye una alternativa viable para proveer el N en
cultivos de interés socioproductivo (como los cereales),
altamente exigente en este elemento, entre otros.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de
fijacion biologica de nitrégeno (FBN) de las cepas FNVL
nativas, aisladas de diferentes condiciones agroecolo-
gicas del pais, avanzando en el proceso de evaluacion y
seleccion de cepas efectivas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron pruebas sencillas con las cepas en el labo-
ratorio, permitiendo estimar su capacidad de fijacion
de nitrégeno (CFN) atmosférico haciendo una primera
preseleccion antes de ser caracterizadas e ingresadas
al Cepario Nacional, con miras a ser utilizadas como
insumo bioldgico o materia prima en la preparacion de
biofertilizantes, para lo cual deberan someterse a pruebas
mas rigurosas de laboratorio, invernadero y campo.
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Cepas evaluadas: nueve cepas fueron utilizadas en las
pruebas de efectividad de fijacion de N atmosférico, las
cuales se dividieron en dos grupos:

Grupo 1: integrado por cuatro cepas: FNGM__;
FNMG, . FNMG_, . FNMG_, . aisladas de lotes
experimentales a nivel de campo, donde existen registros
y conocimiento de la historia de uso de un sistema de
produccioén sorgo-frijol, que se evalia en suelos acidos
de muy baja fertilidad natural, manejados con principios
agroecologicos durante 10 afios, ubicados en el estado
Guarico, provenientes de las siguientes parcelas expe-
rimentales:

« Barbecho (FNMG, ), manteniendo la vegetacion
nativa del sitio experimental, lo cual representa un
testigo absoluto de las condiciones agroecologicas
naturales del paisaje de mesas disectadas y suelos
de sabanas.

* Sin residuos (FNMG_,) fueron aisladas de las
parcelas, en las que se extraen los restos de cosecha
y no se aplican abonos organicos, simulando la
practica que realiza el agricultor al dejar el suelo
desprotegido después de cosechar e ingresar el
ganado a pastorear los restos de cosecha. Las tres
parcelas SR donde se aislaron las cepas FNMGg,, , 5
FNMG,, .. vy FNMG, ., recibieron fertilizacion
inorganica con base a N, P, K. Los subindices t4 y t2
se refieren a la fuente de P: fosfato diamonico (FDA)
y roca fosforica, respectivamente, y tl el testigo
sin aplicacion de P. Todas provienen de suelos de
reaccion dcida, con un pH que oscil6 entre 4,7y 5,3.

Grupo 2: pertenecen a la colecta del Cepario Nacional
que estd en proceso de evaluacion y caracterizacion
taxonomica y molecular. Estd compuesto por cinco cepas
FNVL provenientes de diferentes agrosistemas del pais y
bajo distintos tipos de uso de la tierra (TUT), registradas
con los codigos: 9, 12,17, T5 y B1, provenientes de los
estados Portuguesa, Zulia, Delta Amacuro, Anzoateguiy
Me¢érida, respectivamente. Todas, asociadas a la rizésfera
de cultivos, desconociéndose con precision la historia
de manejo en los ultimos afios de los sitios muestreados.

Aislamientos: se realizaron siguiendo los procedimientos
y métodos propuestos por Martinez et al. (2006). A partir
de una muestra de suelo compuesta de aproximada-
mente 50 g proveniente de la rizosfera de los cultivos
presentes en cada agroecosistema, se peso 1 gy se reali-
zaron diluciones hasta 10°. De esta ultima se extendio
0,1 ml en cajas de Petri con medio de cultivo Ashby,
a los 5 d se seleccionaron las colonias que mostraban
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mejor apariencia morfoldgica, cuyas caracteristicas
mostraron apariencia similar a una gota de agua fija en
el medio, con borde regular o irregular como gotas de
agua convexa, de tamafo grandes o pequefias, transpa-
rentes, lechosas y blanquecinas, tipica de las colonias
del género Azotobacter. Se contaron y se aislaron en
tubos de ensayo, utilizando el mismo medio de cultivo.

Procedimientos para evaluar la efectividad de fijacion
de nitrégeno atmosférico

Simultaneamente, se coloco 10 ml de medio de cultivo
Ashby (libre de N) y 10 ml del medio Dimargon®-M en
tubos de ensayo. Cada tubo se inocul6 con dos ansas del
cultivo de la cepa correspondiente. Se realizaron tres
repeticiones por cada cepa, obteniéndose tres tubos por
cepa y por medio de cultivo. Todos los tubos se dejaron
durante 15 d en condiciones de laboratorio. A diario se
agitd cada tubo a 160 r.p.m durante 6 h para estimular
el crecimiento bacteriano, determinandose la poblacion
de microorganismos y la cantidad de N por el método de
Kjeldahl (1983). Igualmente, se obtuvo por el método
de conteo viable por dilucién seriada el tamafio de la
poblacion de cada una de las bacterias.

Estimacion de aportes de nitrégeno por hectarea: Los
resultados obtenidos se utilizaron para hacer el calculo
de la estimacion teorica de N que pudieran fijar estas
bacterias en condiciones de campo, para ello se considerd
como peso promedio de 1 ha de suelo, el equivalente a
2 000 000 kg. El peso de 1 ha se utiliza para transportar al
campo los datos originados en el laboratorio (Thompson
y Troeh, 1982).

En este caso se consider6 una profundidad de 0-15 cm;
la densidad aparente (Da) de 1,33 g cm™: el calculo se
hizo a través de la ecuacion fisica: Densidad (d)= masa
/volumen = masa (peso de 1 ha) = Da x volumen. EI
peso varia entre tipos de suelos, dependiendo de la
profundidad y la Da de cada uno; por otra parte, no se
consideraron los factores que afectan directamente el
proceso de fijacion de N de una cepa una vez que es
inoculada en campo, entre los cuales se encuentran la
humedad, temperatura, disponibilidad de nutrientes
iniciales, tipo de manejo del agroecosistema, entre
otras variables.

Criterios establecidos: se consider6 una poblacion de
bacterias fijadoras de 108 células/g, valor de referencia
minimo que deben tener los biofertilizantes para consi-
derarlos de calidad y establecer dosis bajas de aplicacion
en campo (Leaungvutiviroj et al., 2010), esta poblacién
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de bacterias FNVL expresada en UFC ml! se contrastd
con la poblacidn obtenida después de 15 d de incubacion
y agitacion diaria sefialada en los procedimientos para
evaluar la efectividad.

Para conocer la probabilidad de que las bacterias
evaluadas sean seleccionadas para la produccion de
biofertilizantes, debian crecer y mantener altas pobla-
ciones en un medio de cultivo comercial.

En este caso, se utilizd el medio Dimargon® modificado
(Dibut y Martinez-Viera, 2001). Se realizaron fermenta-
ciones con agitaciones a 160 r.p.m de los bioproductos
durante 72 h en frascos con 500 ml del medio modificado
e inoculados con 50 ml de la bacteria correspondiente.
Las cepas aisladas y multiplicadas en frascos de Erl-
enmeyer se agitaron durante 72 h. Simultaneamente,
se realizo igual procedimiento utilizando el medio de
cultivo Ashby, recomendado en la literatura para aislar
y mantener bacterias FNVL del género Azotobacter. Las
poblaciones de bacterias que se desarrollaron fueron
determinadas por recuento directo en camara de Neu-
bauer y por el método de dilucion en placas de Petri.

RESULTADOS Y DISCUSION

Grupo 1: Crecimiento bacteriano: las cepas de
bacterias FNVL presentaron poblaciones promedio de
10"y de 10" UFC ml"' en medio Ashby y Dimargon®
modificado, respectivamente. Se observaron diferencias
estadisticas significativas (P<0,05) entre cepas dentro de
un mismo medio de cultivo. Las mayores poblaciones
con diferencias estadisticas significativas (P<0,01) fueron
obtenidas con las bacterias aisladas de la parcela con
FNMG,,, . Las poblaciones fueron de 10> UFC ml", 100
veces superiores a las que se obtuvieron con los medios
utilizados en la fabricacién industrial (Martinez-Cruz et al.,
1993; Dobbelaere et al., 2001).

Estimacion de cantidad de nitrogeno fijado por cepa

El N producido por cepa/tubo en los medios de cultivo
correspondiente y la estimacion de la FBN que pudiera
ser fijado en campo (Cuadro 1) fue significativamente
(P<0,05) diferente entre tratamientos (cepas evaluadas).

Las cepas: FNMG,_, FNMG, ., FNMG, ., pudieran
aportar al suelo entre 46 y 50 kg de N ha'l. La cepa
FNMG, , aporto6 significativamente (P<0,05) mayor
cantidad de N, aproximadamente 50 kg ha™! (Cuadro 2),
seguido de las cepas FNMG_, ..y FNMG por ultimo

SRt4f SR2f y
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laFNMGg_ ., con menor cantidad de N (41 kg ha™"). Estos
valores se encuentran entre los rangos de capacidad
fijadora mostrados por Day y Débereiner (1976) para
el caso de bacterias asociativas FNVL.

La cepa FNMG, proviene de un suelo mantenido bajo
condiciones naturales, muy acido (pH<5,0) y muestra
alta CFN. La reaccion del suelo donde se aislaron las
otras tres cepas, también fue acida (pH entre 4,7 y 5,0).
Estos son suelos que fueron manejados con principios
agroecoldgicos, sin aplicaciones de cal agricola. Los
resultados reflejan el alto potencial que presenta este
grupo de cepas para ser utilizadas como posibles insu-
mos biologicos en la preparacion de biofertilizantes;
bioinsumos que pueden contribuir a incrementar la
capacidad productiva de suelos acidos al ser aplicados
como inoculantes o al activarse su poblacion con prac-
ticas agroecologicas y bajos insumos. Esta tecnologia
permitiria para el caso de cultivos como cereales, frutales
y hortalizas, reducir las dosis de fertilizantes nitroge-
nados de origen industrial hasta en 50% para el caso
dela cepa FNMG,_ , considerando requerimientos de
100 kg ha' de N. Esto sugiere la capacidad que pueden
tener los microorganismos presentes en agroecosistemas
de sabanas calificados inadecuadamente en algunas
literaturas como “suelos infértiles”.

CUADRO 1. Resumen analisis de varianza. Nitrogeno
por tubo y en kg ha™! por grupo de cepas.

Causas de variacion

Variables CV (%)
Tratamientos cepas

Grupo 1

Nitrégeno (%) por

cepa-tubo-medio de cultivo * 0,22
Nitrégeno (kg ha') en suelo * 1,09
Grupo 2

Nitrégeno (%) por

cepa-tubo-medio de cultivo * 0,17
Nitrogeno (kg ha') en suelo * 0,87

*Significativo (P<0,05); CV= coeficiente de variacion. Prueba de
media Duncan.
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CUADRO 2. Cantidad de nitrogeno producido por
cada cepa evaluada en tubo y su equi-
valente en suelo por. Grupo 1.
Tratamientos Nitrégeno (%) Nitrégeno
cepas por cepa/ tubo en suelo
(kg ha)
FNMGy,,, 0,00205 d 41,00 ¢
FNMG,, . 0,00230 ¢ 46,00 b
FNMGy,,,. 0,00230 b 46,00 b
FNMG,,_ 0,00250 a 49,67 a

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) en la
misma columna. Prueba de media Duncan. Las medias obtenidas
se aproximaron para llevar valor a dos decimales.

Grupo 2: Crecimiento bacteriano: todas las cepas
bacterianas asociativas FVLN, mantuvieron poblaciones
de 10" UFC ml' en medio de Ashby y de 10" UFC ml"!
en Dimargon® modificado. Condicién que le confiere
posibilidades para ser utilizadas como insumos biolo-
gicos para producir biofertilizantes bacterianos, al igual
que el primer grupo.

La contribucién del N de las cepas 12,9, T5, Bl y 17
oscil6 entre 39 y 48 kg ha! (Cuadro 3). Los aportes de N
de las tres primeras cepas estan entre los rangos de pro-
duccion promedio citado por Day y Débereiner (1976),
las cepas B1 y 17 presentan valores por debajo del
promedio. Sin embargo, pudieran aportar alrededor de
40 kg ha''de N, que representa una cantidad importante
si se logra la efectividad de las cepas en condiciones de
nuestros agroecosistemas, permitiendo reducir significa-
tivamente las dosis de N-industrial, disminuir los costos
ambientales, energéticos y de produccion.

En este sentido, McCown et al. (1988) sefialaron que
para producir 1 t de N-atmosférico con alta presion y
temperatura por el proceso industrial Haber-Bosch, se
requiere 1,3 t de combustible y entre los gases emitidos a
la atmosfera por este proceso industrial se encuentran el
dioxido de carbono (CO,) y 6xido de N (N,0O), gases de
invernaderos y significativos contribuyentes del calen-
tamiento global (Galloway, 1998; Galloway et al., 2003).

Las estimaciones de la cantidad de N atmosférico que
pudieran fijar las cepas evaluadas, son valores aproxi-
mados. No obstante, permiten hacer una primera selec-
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cion de las cepas con mayor potencial para continuar
el proceso de evaluacion de la efectividad a través de
otras pruebas en invernadero y campo y realizar cuantifi-
caciones de N utilizando otros métodos mas precisos y
directos como cromatografia de gases y N, pruebas
definitivas para cuantificar la cantidad de N-fijado de
la atmosfera. Las cepas seran ingresadas al Cepario
Nacional del INIA-CENIAP e identificadas taxonomica
y molecularmente a medida que los resultados reflejen
mayor potencial para ser utilizadas como biofertilizantes.

Los resultados obtenidos, muestran que el medio
Dimargon® modificado, posee las condiciones para
mantener altas poblaciones de las cepas evaluadas,
por lo que podra ser utilizado como medio de cultivo
en la produccion de biofertilizantes con estos micro-
organismos bacterianos, en la fabricacion artesanal,
semindustrial e industrial de los bioproductos (parti-
cularmente, los basados en bacterias FNVL como el
Azotobater).

Las cepas preseleccionadas (Grupo 1) fueron evaluadas
en pruebas de bioestimulacion en experimentos de inver-
nadero (datos no mostrados) estimulando la longitud
radical y del tallo de un cultivar de tomate (hibrido Rio
Grande). La cepa FNMG, estuvo entre las evaluadas
por Lopez et al. (2008) en dos suelos contrastantes
venezolanos, donde se probd el efecto de biofertili-
zantes bacterianos sobre el crecimiento de un cultivar
de maiz (cv. INIA-SQ-1).

CUADRO 3. Cantidad de nitrégeno producido por
cepa en tubo y su equivalente en suelo
por tratamiento. Grupo 2.

Tratamientos Nitrégeno (%) Nitrogeno en suelo

cepas por cepa/tubo (kg ha)

12 0,00240 a 48,00 a

09 0,00240 a 48,00 a

T5 0,00230 b 46,00 b

Bl 0,00205 ¢ 41,00 ¢

17 0,00195d 39,00 d

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) en la
misma columna. Prueba de media Duncan. Las medias obtenidas se
aproximaron para llevar valor a dos decimales.
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Entre los bioproductos se utilizé uno preparado con la
cepa FNMG,  identificada como Azotobacter sp. En
dicha investigacion se encontraron resultados que mues-
tran el potencial de la cepa FNMG, para bioestimular
el crecimiento vegetal y fijar N atmosférico de forma
asociativa, lograndose un mejor comportamiento en el
suelo de mayor disponibilidad de P.

CONCLUSIONES

- Los medios de cultivo evaluados presentaron condi-
ciones dptimas para aumentar el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC ml ') para
producir biofertilizantes de calidad.

- El método de incubacidn y fermentacion con agita-
ciones por periodos cortos, permitié estimar la capa-
cidad de cepas de vida libre para fijar nitrogeno,
criterio preliminar para preseleccionar los micro-
organismos con potencial para ser utilizados como
biofertilizantes.

- Las cepas nativas FNVL aisladas de agroecosistemas
venezolanos presentan potencial para aportar de
39 a 50 kg de N ha! a cultivos de interés sociopro-
ductivo y contribuir significativamente a cubrir los
requerimientos de cultivares, ademas de reducir las
aplicaciones de fertilizantes nitrogenados de origen
industrial, que coadyuvaria a disminuir el impacto
negativo sobre el ambiente.

- Las cepas preseleccionadas deben ser evaluadas
a través de otros métodos y procedimientos mas
precisos para determinar su capacidad real de fija-
cion de N, asi como, seleccionar las mas efectivas
y compatibles para un cultivo y suelo determinado
antes de utilizarse como biofertilizantes.
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