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Resumen

Los biofertilizantes son productos con base en microorganismos que estan involucrados en los procesos
nutritivos de las plantas. Ademads de los microorganismos, es necesario mejorar las condiciones de formu-
lacién de los productos para mantener la viabilidad y estabilidad en almacenamiento y campo. El objetivo
de este trabajo fue evaluar formulaciones, las cuales se realizaron mezclando el ingrediente activo (bacteria
fijadora de nitrégeno) en diferentes relaciones con sustancias humicas, Polietilenglicol, Carbopol® y que-
latos. Los prototipos que mantuvieron la viabilidad durante un periodo de aproximadamente tres meses se
evaluaron en cultivos de arroz. Los formulados se evaluaron teniendo en cuenta la dosis aplicada (1 y 2 L/
ha); el resultado de uno de los prototipos (M= 8500 kg/ha) mostré un efecto benéfico sobre la produccion
superando a los testigos (7625 kg/ha). Los tesultados de este trabajo, ademas de conttibuir con el aumen-
to de la estabilidad en almacenamiento de algunos prototipos, permitieron mostrar buenos resultados en

campo (produccion), ratificando la importancia que tienen estos microorganismos en los agroecosistemas.
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Abstract

Biofertilisers are products based on microorganisms involved in plants’ nutritional processes. As well as the
microorganisms, the products’ formulation conditions must be improved for maintaining viability and stability
during storage and in the field. This investigation evaluated formulation stability and viability; this was done by
mixing an active ingredient (a nitrogen-fixing strain) humic substances, polyethylenglycol, Carbopol and che-
lates, in several ratios. Prototypes maintaining their viability for around 3 months were evaluated on rice crops
in the field. Formulations were evaluated considering the applied dose (1 and 2 L/ha); one of these formula-
tions (M = 8,500 Kg/ha) showed an increased beneficial effect regarding the controls (7,625 Kg/ha) in terms
of rice crop yield. The results obtained in this work are promissory since they contribute towards increasing
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not only formulation/prototype storage stability but also rice yields when using such formulations as bioferti-

lisers on rice crops. This work ratifies the importance of plant-growth promoting bacteria in agrosystems.

Key words: Biofertiliser, formulation, humic substance, plant nutrition, prototype.
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Introduccién

Durante los dltimos afios la agricultura se
ha caracterizado por el uso intensivo de ferti-
lizantes quimicos y plaguicidas para mantener
altas producciones, sin tener en cuenta que se
ocasiona destruccion de los agroecosistemas,
evidenciado principalmente en la pérdida de
productividad de los suelos, alteracion de la ca-
lidad de los productos agricolas, contaminacion
del ambiente y problemas de salud en la pobla-
ciéon (Higa y Parr, 1994). Esta problematica se
ha extendido a diferentes cultivos, siendo de
especial interés para nuestro pafs el cultivo de
arroz, por ser un alimento basico en la dieta, y
por la importancia econémica que representa.
En este cultivo la eficiencia de los fertilizantes
quimicos aplicados es muy baja, lo cual ocasio-
na que se aplique mas fertilizante del realmen-
te necesario, trayendo las consecuencias antes
mencionadas y, ademas, incrementos en los
costos de produccion (Castilla, 2000).

Este impacto negativo gener6 el desarro-
llo de tecnologias que involucran microorga-
nismos benéficos y efectivos, los cuales tiene
la capacidad de favorecer procesos esenciales
para la nutricién de las plantas (Vessey, 2003).
En Colombia, uno de los grupos que ha ve-
nido desarrollando este tipo de biotecnologias
es el conformado por el Laboratorio de Fer-
mentaciones del Instituto de Biotecnologia de
la Universidad Nacional de Colombia (IBUN),
la empresa privada Biocultivos S.A. y la Fe-
deracion Nacional de Arroceros (Fedearroz).
Este grupo de investigaciéon cuenta en la ac-
tualidad con tres biofertilizantes (Dimazos®,
Dimargon®, Fosfosol®) y un biocontrolador
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(Trifesol®), los cuales demostraron mejorar la
rentabilidad de los cultivos, principalmente el
de arroz, mediante la reduccion de los costos
y el incremento en la calidad y cantidad de la
produccién (Echeverri y Castilla, 2008; More-
no et al., 2004).

A pesar de que en la actualidad se ofrecen
productos biol6gicos que han mostrado bene-
ficios en los rendimientos de produccion, es
necesario realizar estudios dirigidos hacia el de-
sarrollo de nuevas formulaciones que permitan
que los productos tengan una mejor estabilidad
en almacenamiento y mantengan la actividad al
ser aplicados en campo (Echeverri y Castilla,
2008; Moreno et al., 2004). El objetivo de este
trabajo fue evaluar diferentes formulaciones de
prototipos de un biofertilizante, para los cuales
el ingrediente activo fue la bacteria fijadora de
nitrégeno Agotobacter sp. Se utilizaron sustancias
himicas como diluyente, debido a que su natu-
raleza organica no afecta a los microorganismos
y, ademas, proporcionan efectos favorables en
el suelo; los coadyuvantes Polietilenglicol (PEG)
y Carbopol® se utilizaron como agentes de
suspension, y los quelatos tenfan la funcion de
aumentar la efectividad del formulado a través
del mejoramiento nutritivo de las plantas (Vis-
ser, 1985; Kibbe, 2000; Hernandez-Apaolaza,
1997). Para la obtencion del ingrediente activo
se establecieron las condiciones de produccién
del Azotobacter sp. en matraz y en fermentador
de siete litros. En forma simultanea se realizaron
ensayos de actividades especificas para garantizar
que la cepa mantenia el potencial biofertilizante
por el cual fue seleccionada. Finalmente, para
demostrar la efectividad de las formulaciones, se
realizaron los ensayos en cultivos de arroz, en el
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norte del Tolima, Colombia, con los formulados
que mantuvieron viabilidad por aproximada-
mente tres meses.

Materiales y métodos

Microorganismo

El Agzotobacter sp. se aislé de suelos agri-
colas arroceros del departamento del Tolima,
Colombia. Esta cepa se selecciond debido a
que mostrd, en condiciones semi-controladas
in vitro e invernadero, potencialidad para pro-
mover el crecimiento de las plantas de arroz.
La cepa se clasificd de acuerdo con la actividad
metabélica observada como una bacteria fija-
dora de nitrégeno del género Azotobacter BEN
25) (Valero, 2003). Se tuvo especial interés en
esta actividad debido a que el nitrégeno se
considera el elemento nutritivo que influye en
mayor proporcién sobre la produccion, debido
a que aumenta el porcentaje de espiguillas relle-
nas, incrementa la superficie foliar y contribuye
al aumento de calidad del grano (Degiovanni

et 4l., 1989).

Establecimiento de las condiciones
de produccion a nivel de laboratorio
(matraz)

Evalnacion prelinzinar de diversas fuentes de carbono

_y nitrdgeno (C/N): las bacterias fijadoras de nitrége-
no son exigentes en los requerimientos nutricio-
nales, principalmente con las fuentes de carbono
y nitrégeno (Balows et al., 1992). Por lo anterior,
se evaluaron relaciones entre la fuente de carbo-
no (sacarosa, fructosa y glucosa) y de nitrogeno
(combinacion de extracto de levadura y nitrato de
amonio, nitrato de amonio y urea). Se mantuvo la
proporcién C/N constante con respecto al medio
“estandar” utilizado en el laboratorio de fermenta-
ciones del Instituto de Biotecnologfa. Los ensayos
se realizaron por duplicado, se incubaron a una
temperatura de 30° C'y agitacién orbital “shaker”
de 170 rpm. Se tomaron muestras a las 12, 24 y 36
horas para evaluar la biomasa en unidades forma-
doras de colonia por mililitro (UFC/mL) y medir
el consumo de sustrato por el método colorimé-

trico del 4cido dinitrosalicilico (DNS). Con base
en estos dos parametros se realizé la seleccion del
medio de cultivo que permitiera obtener la mayor
biomasa microbiana (Moreno y Buitrago, 2003).

Evalnacion de diferentes concentraciones de car-
bono y nitrggeno: luego de determinar la fuente de
carbono y de nitrogeno se procedié a evaluar
tres concentraciones diferentes para cada una
de ellas. Se evaluaron los niveles alto, medio y
bajo, el nivel medio corresponde a la concen-
tracion del medio “estandat”. Los ensayos se
realizaron por duplicado, se conservaron las
condiciones de operacion de los ensayos pre-
liminares y se evaluaron las mismas variables
respuestas (Moreno y Buitrago, 2003).

Evaluacion de actividades especificas

* Ewnsayo de actividad nitrogenasa: se empled
la metodologia aplicada por Dobereiner
(1997) modificada por Lozano (1998).
El Agzotobacter sp. se cultivé en caldo nu-
tritivo durante 24 horas, se tomaron 100
pL, los cuales se inocularon en frascos
de 20 ml de capacidad que contenfan
7 mL de medio libre de nitrégeno (me-
dio NFB) e incubados durante 24 horas.
Posteriormente, se reemplazé el 5% de
la atmosfera del frasco por un volumen
igual de acetileno. Los frascos se incu-
baron durante 2 horas a temperatura
ambiente. Muestras de 1 mL fueron
inyectadas en el cromatégrafo de gases
Varian, y se utilizé la columna Hayesep
N 80100, las condiciones de operacion
fueron: temperatura de la columna de
50° C, flujo de 15 mL/min, y como
gas de arrastre, nitrogeno. Los calculos
de la cantidad de nanomoles de etileno
producido se hacen por medio de la in-
terpolacion de una curva de calibracién
con concentraciones conocidas de etile-
no, de tal manera que con estos datos se
relaciona el area del pico de etileno que
registra el cromatografo de gases. Se uti-
liz6 como cepa de referencia Azotobacter
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chroococcum ATCC 9043 y se realizaron 4
réplicas por cada bacteria.

*  Ensayo cuantitativo para solubilizacion de fos-
fatos: en tubos falcon de 50 mL se pre-
pard un preindculo de 5 mL con medio
SRS liquido (Sundara y Sinha, 1963) el
cual contenia fosfato soluble (fosfato de
potasio). Se incubé durante 20 horas a
una temperatura de 30° C y en agitacion
orbital a 160 rpm. Los tubos se centri-
fugaron a 5000 g por 2 min, se descat-
t6 el sobrenadante y se lavé 3 veces el
precipitado obtenido con una soluciéon
de cloruro de sodio al 0,2% (P/V). La
biomasa se resuspendi6 en 1 mL de esta
misma solucidn; se tomaron alicuotas de
200 uL de esta suspension bacteriana y
se adicioné a tubos Falcon que conte-
nfan 20 mL de medio SRS liquido con
fosfato insoluble (in6culo). Se utilizd
medio SRS libre de microorganismos
como control. Todos los cultivos se in-
cubaron durante 24 horas a las condi-
ciones anteriormente mencionadas, y al
final se tomo la lectura de pH. Transcu-
rrido este tiempo, los medios de cultivo
se centrifugaron a 7000 rpm durante 15
minutos para recuperar el sobrenadante.
Las muestras se prepararon utilizando
500 pl. del sobrenadante obtenido en el
paso anterior, 4,5 mL de agua desioni-
zada estéril y 1,2 mL del reactivo Spec-
tro Quant Merck “Phosphate test”, y se
agitaron en vortex para su lectura en el
espectrofotometro Merck SQ 118. El
mismo procedimiento de prepatracion
de muestra se realizé con el control y
con el blanco (5 mL de agua desionizada
mas el reactivo) (Vasquez et al., 2000).
Se utiliz6 como cepa de referencia el
hongo Penicillinm janthinellum (aislada en
el laboratorio de Microbiologia del Sue-
lo del Departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia), y
se realizaron 3 réplicas por cada micro-
organismo.

Ensayos de produccion en
fermentador de 7 L

Luego de seleccionar el medio de cultivo a
nivel de matraz, se realizaron por duplicado los
ensayos de fermentacién en el biorreactor de 7
L Bioflo 111, en el cual se puede medir y contro-
lar la temperatura, la agitacion, el pH, adicion de
acido o base y oxigeno disuelto. Las condiciones
de operacién fueron: volumen de trabajo de 5
L; siembra de preinéculo con una azada desde
agar nutritivo; volumen de preinéculo de 50 mL;
volumen de in6culo de 450 mL; temperatura de
30° C; agitacién de 300 rpm; aireacién de 1 vvm
v pH inicial del medio de 7,0. Del reactor se to-
maron muestras cada 4 horas para evaluar UFC/
ml, y consumo de sustrato por el método DNS,
parametro con el que se determina la finaliza-
ci6én de la fermentacion. Se evalio el compor-
tamiento en el tiempo de pH y oxigeno disuelto
(OD) (Moreno y Buitrago, 2003).

Formulacion

Se realizaron mezclas con el ingrediente
activo, que es la biomasa proveniente de cultivos
con la cepa BEN 25, asegurando una concen-
tracién inicial de 5%10% UFC/ml., en diferentes
relaciones con las sustancias humicas (como di-
luyente) y los coadyuvantes quelatos de hierro
y magnesio, PEG y Carbopol®. Las mezclas se
almacenaron inmediatamente a 15 °C y 30 °C
(tabla 1) (Burges, 1998). Luego de un tiempo de
75 difas, los formulados que mantuvieron una
concentracion minima de 1*10® UFC/ml., se
enviaron a campo para evaluar su eficiencia.

En el laboratorio se mantenfan mues-
tras de los productos que se enviaron a campo
para realizar seguimiento de la viabilidad con
respecto al tiempo y la temperatura. Se utiliz6
una temperatura de 30 °C por considerarse la
temperatura ambiente promedio que se pre-
senta en los lugares en donde se cultiva el
arroz, y se utilizé6 una temperatura de 15 °C
por corresponder a la temperatura promedio
del laboratorio donde se realiza el proceso de
produccién y almacenamiento de los produc-
tos biolégicos.
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Tabla 1. Formulacién del ingrediente activo

Formulados
Temperatura de Ingrediente ) o
almacenamiento activo (mL) Sustancias himicas (mL) Coadyuvantes
15 °C T2 30 °C
Al A2 250 175 75 mL (10% PEG-5%Fe)
B1 B2 375 50 75 mL (10% PEG-5% Fe)
C1 c2 250 200 50 mL (5% PEG-5% Fe)
D1 D2 375 75 50 mL (5% PEG-5% Fe)
E1 E2 400 100 (Carbopol) 0
F 250 250 0
H1 H2 250 175 75 mL (10% PEG-5% mg)
1 12 375 50 75 mL (10% PEG-5% mg)
I )2 250 200 50 mL (5% PEG-5% mg)
K1 K2 375 75 50 mL (5% PEG-5% mg)
L1 L2 250 250 (125 s.h /125 Carbopol) 0
M 250 250 0
375 125 0
Control A | Control B 500 0 0

Evaluacién de los formulados
en campo

Los ensayos en campo se realizaron en
zonas agticolas ubicadas en el departamento de
Tolima, Colombia, bajo la asesorfa del Departa-
mento Técnico de la empresa Biocultivos S.A.,
quienes se encargaron de aplicar los productos
en el cultivo de arroz, variedad orizyea 1. Se inclu-
yeron 3 testigos: a) 100% fertilizacion quimica
(T = testigo absoluto), para lo cual se aplicé urea
(nitrégeno), cloruro de potasio y DAP (f6sforo);
b) sustancias humicas (AF = 4cidos humicos/
falvicos), y ¢) producto biol6gico comercial, Di-
mazos® (bactetias Azotobacter chroococenm y Azos-
pirillum amazonense en concentraciones de 1*10°
UFC/mL). Se utiliz6 un disefio experimental de

bloques completamente al azar con tres repeti-
ciones por producto, el tamafio de cada bloque
o parcela fue de 50 m* (5 m x 10 m, aproxima-
damente 25000 plantas por parcela). Se evalua-
ron dosis de los formulados de 1 y 2 litros por
hectarea los cuales se aplicaron a las parcelas a
los 28 dfas después de la emergencia del arroz
sin reduccién de fertilizaciéon quimica. Duran-
te el ciclo del cultivo se midieron el nimero de
macollas, la altura de las plantas y la elongacion
radicular. Los registros se realizaron a los 10, 30,
45,y 60 dias después de aplicarse el producto.
Al final del cultivo se evalué la produccion me-
diante componentes de rendimiento, expresada
en numero de granos llenos y nimero de granos
vanos; y rendimiento en grano, medido en kg
por hectarea (Torres, 2002).
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Programas estadisticos

Las herramientas computacionales uti-
lizadas para los analisis estadisticos fueron en
su totalidad del programa SAS, con excepcion
del analisis para evaluar los ensayos en campo
correspondiente a los parametros de altura de
plantas y elongaciéon radicular, para el cual se
utiliz6 el programa SPSS.

Resultados y discusién

Establecimiento de las condiciones
de produccion a nivel de laboratorio
(matraz)

Evaluacién preliminar de diversas fuentes
de carbono y nitrégeno (C/N)

En todos los resultados de las combinacio-
nes de las diferentes fuentes de carbono y nitroge-
no se observo crecimiento de la bactetia a las 12
y 24 horas, presentandose las mejores produccio-
nes cuando se utilizaron las combinaciones C/N
correspondientes a todas las fuentes de carbono
con nitrato de amonio, sin embargo, no hubo di-
ferencias estadisticas significativas, el valor F fue
de 0,216 y la probabilidad fue de 0,808 (mayor al
nivel de significancia a=0,05), razoén por la cual
el medio de cultivo seleccionado fue la combina-
cién sacarosa/nitrato de amonio, ademas, en tér-
minos de rentabilidad es mas econémico emplear
sacarosa que las otras fuentes.

Evaluacion de diferentes
concentraciones de sacarosa
y nitrégeno

Las concentraciones que se evaluaron
para sacarosa fueron 25, 30 y 35 g/L. Para el
nitrato de amonio se evaluaron 2, 3 y 4 g/L.
Los resultados muestran que en todas las com-
binaciones C/N hubo crecimiento hasta las 24
horas, pero en algunos casos este crecimiento
no se mantuvo, sino que disminuyo6 al llegar a
las 36 horas, lo cual se evidencié en todos los
ensayos en donde se utilizé la concentracion
de 4 g/L de nitrato de amonio. Lo que sugiere

que 4 g/L de nitrato de amonio es una con-
centracion muy alta para el microorganismo
originando inhibicién de crecimiento o muerte.
Los otros ensayos mantuvieron su crecimiento
hasta las 36 horas, siendo las combinaciones de
25/2y 30/2 las que resultaron en mayor con-
centracion de biomasa, mostrando de esta for-
ma las mejores tendencias de crecimiento. El
medio seleccionado para llevar al fermentador
de 7 litros fue el de 25 g/L de sacarosay 2 g/L
de nitrato de amonio.

Evaluacion de actividades
especificas

* Ewnsayo de actividad nitrogenasa: los resulta-
dos de la actividad nitrogenasa para la
cepa BFEN 25 y Azotobacter chroococcum,
fueron de 3151,8 y 2601,5 nanomoles de
etileno/hora respectivamente. Se obtu-
vieron a partir de la reduccién del ace-
tileno inyectado y permiten evidenciar
que las bacterias evaluadas presentan
la actividad enzimatica. Este resultado
ratifica la importancia que tienen las
bacterias de este género en procesos
biolégicos fundamentales como la fija-
ci6én del nitrégeno y como consecuencia
de ello la potencialidad para ser emplea-
das como biofertilizantes (Mayea et 4l.,
1998; Vessey, 2003).

* Ewnsayo cunantitativo para solubilizacion de
Josfatos: los resultados de la cepa en es-
tudio y del hongo Penicillinn: janthinelluns,
fueron de 76,6 y 145 mg/L de fésforo
solubilizado  respectivamente, mos-
trando que los dos microorganismos
poseen la capacidad de solubilizar fos-
fatos. La diferencia entre P. janthinellum
con respecto a la cepa BEN 25 era de
esperarse  debido a que P. janthinellum
ha demostrado gran habilidad para ser
utilizado como un efectivo solubilizador
de fosfato, promoviendo de esta forma
la nutricién en diversos cultivos (Torres,
2002). Se observé que en todos los ensa-
yos el pH disminuy6 hasta valores de 3,6
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y 4,8, siendo menor para el hongo. Este
resultado sugiere la posible liberacién de
acidos organicos al medio, a los cuales
se les atribuye en gran parte el efecto so-
lubilizador (Illmer and Schinner, 1992).
Si bien ésta no es la actividad por la cual
fue seleccionada esta cepa, se realizd
este ensayo debido a que la disminucién
del pH del medio de cultivo durante las
evaluaciones preliminares sugirié esta
posibilidad, lo cual aun se presume por
los resultados obtenidos (Chen et 4l.,
2000).

Los resultados de los ensayos de activi-
dades especificas realizados a la cepa BFN 25
evidencian el elevado potencial de Azvtobacter
sp. (BFN25) para ejercer un efecto benéfico en
las plantas, actuando como promotor del creci-
miento vegetal asociado a la fijacién bioldgica
de nitrégeno y solubilizacion de fosfatos.

Ensayos de produccién en
Jfermentador de 7 L

Las condiciones de operacion para llevar
a cabo la cinética de crecimiento en el fermen-
tador se mencionaron en la metodologia. Se
cambi6 la velocidad de agitaciéon a 200 rpm
(figura 1). En estas fermentaciones se alcanzé
una concentracion de 10° UFC/mL a partir de
las primeras 8 horas, y de allf en adelante prac-
ticamente se mantuvo constante, observando-
se una baja velocidad de consumo de sacarosa.
Como posibles factores que pudieron afectar
el proceso se sugiere que la velocidad de agi-
tacion y el flujo de oxigeno (aireacion) fueron
insuficientes al no permitir una adecuada trans-
ferencia de masa (oxigeno), y a que la baja solu-
bilidad del gas en el agua no supli6 la demanda
requerida por el cultivo, lo que condujo a la in-
hibicion del crecimiento (Brauer, 1987).

Con el fin de mejorar las condiciones de
fermentacion para que Agofobacter sp. presen-
tara un mayor crecimiento, se aumento la ve-
locidad de agitacion a 300 rpm (figura 2). En
este caso la concentracion de microorganismos
de 10° UFC/mL se obtuvo en las primeras 4

UFCmL (10E-8)- OO
[]

Tiempo {h}

Figura 1. Cinéticas de crecimiento de la cepa BFN
25 con una velocidad de agitacion de 200 rpm.

horas, alcanzando una concentracién maixima
del orden de 10" UFC/mL a pattir de la hora
10, lo cual demuestra que efectivamente la ve-
locidad de agitacion en el ensayo anterior fue
baja y, por tanto, el crecimiento de la bacteria
se afecto.

+— UFC/mL
#— 0D (%)

& sacamsn

residua
L)

UFCimL (10E-8) - OD
B G T
sacarosa residual [giL)-pH

Tiempo (h)

Figura 2. Cinéticas de crecimiento de la cepa
BFN 25 con una velocidad de agitacion
de 300 rpm.

El valor de pH en los dos casos presentd
una leve disminucién durante las primeras ho-
ras, manteniéndose alrededor de 5,8. Este nivel
de pH se encuentra dentro de los limites ade-
cuados en que la bacteria es capaz de sobrevivir
(5,5-8,5). Con respecto al oxigeno disuelto se
observa que en todos los ensayos entre las 16
v 20 horas de fermentacion el oxigeno disuelto
cae practicamente a cero, sin embargo, la bac-
teria sigue creciendo o manteniéndose, lo cual
era de esperarse, debido a que Azotobacter sp.,
aunque es aerobio, puede crecer en condicio-
nes de oxigeno limitado (Balows et al., 1992).

Analizados los resultados anteriores se
decidi6 que el ingrediente activo para la for-
mulacién se producitfa utilizando 25 g/L de
sacarosa, 2 g/L. de nitrato de amonio y una ve-
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locidad de agitaciéon de 300 rpm, el suministro
de oxigeno correspondiente a 1 vvm y el pH
inicial del medio de 7,0

Formulacion

Se prepararon los formulados que se in-
dican en la tabla 1, asegurando una concentra-
cion inicial de 5%10% UFC/mL. A los 75 dias
de formulacion se determiné cudles de las
mezclas mantuvieron la viabilidad en una con-
centracién minima del orden de 1*10% UFC/
mL (tabla 2).

Como se observa en la tabla 2, en los con-
troles se present6 disminucion de la poblacion
bacteriana mientras que los formulados El,
E2, F, L1, L2, M y N mantuvieron la concen-
tracion deseada, razén por la cual se enviaron a
campo para ser aplicados en el cultivo de arroz.
Las formulaciones que llevaron coadyuvantes
como magnesio y hierro mezclados con PEG
no produjeron buenos resultados puesto que
el ingrediente activo bajé considerablemente
su poblacién. Estos resultados desfavorables
se explican posiblemente por la composicién

quimica del polietilenglicol, el cual se utilizé
como agente de suspension y pudo presentar
efectos de toxicidad sobre las bacterias. Al rea-
lizar la revisién bibliografica se encontrd que
una ventaja de este coadyuvante es no permitir
el crecimiento microbiano y por ello se utiliza
ampliamente en la industria farmacéutica (Kib-
be, 2000). El seguimiento realizado a los siete
formulados y los controles mostraron que des-
pués de 105 dias de formulacion, los productos
E1, K M y N mantenfan su concentracion en
10° UFC/mL. Uno de los problemas de la co-
mercializacién de los productos biolégicos es
el tiempo de vida en anaquel, razén por la cual
los resultados de este trabajos son importantes,
ya que en la mayoria de los casos, para lograr
tiempos similares, es necesario mantener los
productos en cadenas de frio, lo que genera in-
cremento en los costos de comercializacion.

Evaluacion de los formulados

en campo

Para el analisis de los resultados que se
obtuvieron en campo se utiliz6 un modelo de

Tabla 2. Resultados de viabilidad de los productos a los 75 dias de formulados

Formulados UFC/mL Formulado UFC/mL
Al 2x107 11 4x107
A2 <107 12 <10’
B1 2x107 1 <107
B2 <107 )2 <107
C1 8x107 K1 3x107
C2 <107 K2 <10’
D1 1x107 *L1 1x10°
D2 <107 *L2 3x108
*E1 4x108 *M 5x10°®
*E2 3x108 *N 3x108
*F 2x108 1. Control AMB A <107
H1 7x107 2. Control 30 °C B <10’
H2 1x107
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dos factores con interaccion. Los dos factores
que se tienen en cuenta son producto (cada
uno de los formulados por evaluar, incluyendo
dos de los testigos: producto comercial y sus-
tancias himicas), y dosis con dos niveles (1L
y 2L./ha). Adicionalmente, se realiz6 la prueba
de comparacién multiple de Duncan.

Andlisis del comportamiento
del niimero de macollas a través
del ciclo del cultivo

Los resultados que se muestran en la figu-
ra 3 permiten observar que el mayor promedio
de nimero de macollas durante todo el cultivo
se obtiene con el testigo AF (sustancias himi-
cas), el formulado M vy el testigo Dimazos®.
Los menores promedios se presentaron en el
testigo absoluto y en el formulado E Este re-
sultado refleja la importancia que tiene la con-
centracion del producto sobre los resultados en
campo, ya que M y F, a pesar de tener la misma
formulacion inicial el producto F presentd una
concentraciéon mas baja al momento de aplica-
cién en campo. Los resultados se observan en
la tabla 2.

Analisis del comportamiento de altura
de plantas a través del ciclo del cultivo

En la figura 4 se observa el comporta-
miento de la altura de plantas, mostrando que
a medida que transcurre el tiempo, la variable
aumenta independientemente del formulado
o testigo evaluado. Se evidencia que las dife-

rencias entre todos los productos no son sig-
nificativas, pues el valor F fue de 0,522 y su
probabilidad de 0,668 (nivel de significancia de
0,05), aunque se nota un ligero incremento del
testigco AF (sustancias humicas), en practica-
mente todo el ciclo del cultivo.

Andlisis del comportamiento
de elongacion radicular a través
del ciclo del cultivo

A diferencia del parametro anterior, éste
no evidencié concordancia con los diferentes
tiempos evaluados, se explica porque en el mo-
mento de la toma de las muestras en campo el
suelo no se encontraba suficientemente hume-
do, v al extraer las plantas se provocaba mal-
trato y por ende un deterioro en las raices, lo
que originé que los datos mostraran resultados
incongruentes.

Componentes de rendimiento
(niimero de granos llenos
y niimero de granos vanos)

La evaluacion de produccion concernien-
te a numero de granos llenos y vanos no pre-
sent6 diferencias estadisticas significativas (el
valor F fue de 0,66 y 0,65, y las probabilidades
de 0,8237 y 0,8361, respectivamente, con un
nivel de significancia de 0,05). Sin embargo, se
observo que el formulado M produjo la menor
cantidad de granos vanos y la mayor cantidad
de granos llenos con respecto a los otros for-

Promedio de macollas por producto
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Figura 3. Promedio del nimero de macollas producidas por cada formulado durante el ciclo del cultivo.
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Comportamiento de |a altura para cada uno
de los productos en los diferentes tiempos

—_— E2

Madias marginalos estimadas

T T T T
10 dias 30 dias 45 dias. 60 dias

Figura 4. Comportamiento de la altura
de las plantas para cada uno de los productos
en los diferentes tiempos evaluados.

mulados incluyendo los tres testigos. Vale la
pena resaltar que esta medida es una practica
cultural que realizan los agricultores para hacer
un estimativo de la produccion.

Rendimiento en grano (kg/ha)

Se considera la variable mas importante
de todos los resultados obtenidos en campo,
debido a que determina la rentabilidad del cul-
tivo. La figura 5 muestra los resultados arroja-
dos al realizar la prueba de Duncan, en donde
si bien en general existen diferencias estadisti-
cas significativas entre los productos probados

en campo (valor F de 4,67 y probabilidad de
0,0003), también se puede observar que el pro-
ducto comercial Dimazos presenta la mayor
media, aunque no haya diferencia estadistica
significativa con respecto a los productos M,
AF, L2 y L1, lo que indica que dichas diferen-
cias son muy cercanas.

En cuanto al comportamiento de la
variable produccién en kg/ha, teniendo en
cuenta la interaccion producto a dosis aplica-
da, en la figura 6 se aprecia que el producto
M, con la dosis de 1 L, presenta el mayor
rendimiento (8500 kg/ha), seguido por los
testigos sustancias humicas (7687,5 kg/ha) y
Dimazos® (7625 kg/ha) en la misma dosis.
La importancia del resultado radica en que
M ofrece ventajas competitivas con respecto
a Dimazos®, debido a que en la formulacién
de este producto comercial el ingrediente ac-
tivo se compone de dos bacterias. El produc-
to Dimazos® muestra una escasa diferencia
entre 1 y 2 L/ha, sugiriendo que la cantidad
aplicada para este producto no altera los re-
sultados.

Se logré evidenciar la superioridad de los
productos biolégicos tanto con base en mi-
Croorganismos como en sustancias organicas,
con respecto a las aplicaciones de fertilizaciéon
quimica (T en la figura 6), con el que se obtu-
vo una produccién de 6312,5 kg/ha. Lo que

Promedio de Kg de arroz/ha producido por cada formulado
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Figura 5. Kilogramos de atroz/ha producidos pot cada formulado segin agrupaciones
de la prueba de Duncan.
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9000 -
8000 -
T000 =
6000

4000

Kg de arroz/ha

3000 -
2000 +

1000

p +4 L3 L83 LR

DIMAZOS AF L2

L1

E2

[EERKS

|| B2ut

F N G E1

Formulados

Figura 6. Kilogramos de atroz/ha producidos segtn el formulado y la dosis aplicada

podtia ser ocasionado por la baja eficiencia de
absorcion de los quimicos aplicados como se
ha demostrado en otros trabajos (Higa y Parr,
1994), agudizando el problema de nutricién en
las plantas y aumentando los riesgos de des-
truccién de los agroecosistemas, que se reflejan
principalmente en la pérdida de productividad
de los suelos, alteracion de la calidad de los pro-
ductos agricolas, contaminacién del ambiente y
problemas de salud en la poblacién.

De los tres parametros que se evalua-
ron durante el ciclo del cultivo, la variable de
nimero de macollas fue la unica que mostré
una tendencia relacionada con la elecciéon de
los productos que presentarfan los mejores
rendimientos de produccion. Esto indica la
importancia que representa para las plantas de-
sarrollar la mayor cantidad de macollas, debido
a que cada una dara origen a la panicula (in-
florescencia) y, finalmente, es en ésta donde se
produciran las semillas o granos (Degiovanni
et al,, 1989).

Los resultados de produccién en este
ensayo son similares a los obtenidos por
Echeverri y Castilla (2008), en el cual el uso
de bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN) au-
menta la rentabilidad de los cultivos, pasando
de 7500 kg de arroz/ha en el testigo a 9000
kg de arroz/ha cuando emplean BFN a los 15
dfas después de la emergencia del arroz. Estos
resultados ilustran el efecto positivo del uso de
microorganismos sobre las variables estudiadas

logrando una mayor eficiencia en la aplicacion
de los nutrientes, reflejada en menor cantidad
de fertilizantes o mayor rendimiento del arroz
(Echeverri y Castilla, 2008).

A nivel mundial, desde el punto de vista
historico, Agotobacter sp es el microorganismo
que de una forma mas amplia ha sido utilizado
en la agricultura. Las primeras aplicaciones de
estas bacterias datan de 1902, alcanzando una
amplia utilizaciéon durante las décadas de los
cuarenta, cincuenta y sesenta, particularmente
en los paises de Europa del Este (Gonzalez y
Lluch, 1992). La aplicacién practica de la ino-
culacién de este diazétrofo ha sido positiva,
observandose notables incrementos en los
rendimientos en diferentes cultivos, principal-
mente en cereales. Los resultados obtenidos,
especialmente con la inoculacion de Azotobac-
ter chroococcum y Azospirillum brasilense, no deben
atribuirse exclusivamente a la ganancia de N2
por las plantas, ya que estos microorganismos
en determinadas condiciones también produ-
cen un efecto beneficioso debido fundamen-
talmente a su capacidad de solubilizar fosfatos
y sintetizar sustancias estimuladoras del cre-
cimiento vegetal tales como vitaminas y hor-
monas vegetales que intervienen directamente
sobre el desarrollo de las plantas (Burdman,
2000; Itzigsohn, 2000; Rodelas, 2001). En el
caso especifico de A. chroococcum se demostrd
que puede sintetizar tiamina, acido nicotinico,
acido pantoténico, biotina, acido indolacético
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(AIA), acido giberélico y citoquininas (Rodelas,
2001).

Adicionalmente, Azotobacter sp. es capaz
de sintetizar sustancias fungistaticas que, al
inhibir el crecimiento de los hongos fitopa-
togenos del suelo, promueven indirectamente
el desarrollo de las plantas, en especial en las
etapas tempranas del cultivo. Estos compues-
tos tienen accion sobre hongos pertenecientes
a los géneros Fusarium, Alternaria, Penicillium y
Rhizoctonia, variando su accién antagonica con
la cepa bacteriana utilizada (Mayea et 4l., 1998;
Rodelas, 2001). Mediante su accién conjunta,
estas sustancias son capaces de estimular la
germinacion de las semillas y acelerar el cre-
cimiento de las plantas siempre y cuando sea
adecuada la concentracion de organismos en la
rizosfera de las plantas (Kennedy et 4l., 2004).

Los suelos en donde se llevaron a cabo
estos ensayos son utilizados intensivamente
para la practica agricola y se caracterizan por
presentar un contenido de materia organica
muy bajo, razén por la cual son pobres nutri-
cionalmente. Esta disminucién de la materia
organica incide en la estabilidad estructural del
suelo, haciéndolo mas susceptible a la erosion y
menos eficiente para la nutriciéon de las plantas
de arroz, debido a su pobreza biolégica (Fedea-
rroz, 2000). De tal manera que el buen resulta-
do obtenido con la aplicacién de las sustancias
htimicas era de esperarse, ya que sus propie-
dades quimicas favorecen cambios estructura-
les en el suelo ocasionando grandes beneficios
para la nutricién de los cultivos (Visser, 1985).
Adicionalmente, pueden formar complejos con
determinados cationes como hierro, mangane-
s0, zing, entre otros; caracteristica que también
favorece a las plantas dado que ellas tienen la
capacidad de absorber dichas sustancias y con
ello influir directamente en la toma de micro-
nutrientes (Giner y Arciniega, 2004).

Conclusiones

Se logtré 1a produccién de biomasa de la
cepa BEN 25 a concentraciones del orden de

10" UFC/mL en 18 horas de fermentacion, y
con este ingrediente activo se desarrollé una
nueva formulaciéon de productos biologicos.
Los seguimientos de viabilidad de estos for-
mulados permitieron mostrar que algunos de
ellos, ademas de aumentar la estabilidad en al-
macenamiento, mostraron buenos resultados
de produccién en campo. Las actividades es-
pecificas demostradas para este microorganis-
mo sugieren que a futuro estos biofertilizantes
pueden ser una alternativa, no solo para obte-
ner beneficios econémicos en el cultivo sino
para permitir que se maneje una agricultura
ambientalmente mas sana y productiva.
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