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EVALUACION DE Azotobacter vinelandii
Y Pseudomonas denitrificans EN
Dioscorea rotundata EN CONDICIONES DE CAMPO
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RESUMEN

Las rizobacterias de vida libre o asociativas promueven el crecimiento vegetal, fijan nitrégeno y
sintetizan fitohormonas. La combinacion de estos mecanismos contribuye a mejorar la eficiencia
en el uso de fertilizantes nitrogenados y aumentar la productividad de los cultivos. El objeti-
vo de esta investigacion fue evaluar el efecto de Azotobacter vinelandii DVS9 y Pseudomonas
denitrificans DVS10 bajo diferentes niveles de fertilizacion quimica nitrogenada (50% y 75%)
sobre el rendimiento y calidad nutricional de los tubérculos de Dioscorea rotundata. El estudio
se realizo en el municipio de Morindd, Cérdoba (Colombia), empleando un disefio experimental
completamente aleatorizado con un arreglo factorial aumentado 3x2+2, con 3 repeticiones. Los
resultados obtenidos indican que la inoculacion de la cepa Pseudomonas denitrificans DVS10
redujo un 25% la fertilizacion nitrogenada el cultivo de fiame espino, asimismo, esta bacte-
ria produjo incrementos significativos en los contenidos de proteina y fibra cruda del tubérculo.
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ABSTRACT

Evaluation of Azotobacter vinelandii and Pseudomonas denitrificans in
Dioscorea rotundata in field conditions.

The free-living or associative rhizobacteria promote plant growth, fix nitrogen and synthesize
phytohormones. The combination of these mechanisms contributes to improve the efficiency in the
use of nitrogen fertilizers and increase the productivity of crops. The objective of this investigation
was to evaluate the effect of Azotobacter vinelandii DVS9 and Pseudomonas denitrificans DVS10
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under different levels of nitrogen chemical fertilization (50% and 75%) on the yield and nutritional
quality of the tubers of Dioscorea rotundata. The study was conducted in the municipality of Mo-
rindd, Cordoba (Colombia), using a completely randomized experimental design with an increased

factorial arrangement 3x2 + 2, with 3 repetitions. The results obtained indicate that the inoculation
of the strain Pseudomonas denitrificans DVS10 reduced the nitrogen fertilization by 25%, the cul-
tivation of yam hawthorn, likewise, this bacterium produced significant increases in the protein and

crude fiber contents of the tuber.

Key words: Rhizobacteria, fertilizers, yield, tubers.

INTRODUCCION

El flame (Dioscorea sp.) son plantas
dioicas del género Dioscorea, pertenecen
a la familia Dioscoreaceae y producen tu-
bérculos y bulbillos (tubérculos aéreos) de
importancia econdmica y medicinal (33).
La familia Dioscoreaceac comprende seis
géneros, de los cuales, Dioscorea es el ma-
yor. Cerca de 600 especies de Dioscorea
han sido identificadas y doce son comesti-
bles (8). Dentro de este género, las especies
comestibles y de valor comercial se iden-
tifican: Dioscorea alata, D. rotundata, D.
esculenta, D. bulbifera y D. cayenensis. D.
alata es comtn en Asia, en tanto, D. rotun-
data y D. cayenensis son cultivadas prin-
cipalmente en Africa (25). El fiame es uno
de los tubérculos tropicales mas cultivados
en la region del Caribe Colombiano, cons-
tituye parte de la dieta de sus pobladores y
es fuente de ingresos econdmicos para los
productores (31; 16). En el 2014, Colombia
tuvo una produccion de 10,4 t. ha! situan-
dose como el primer productor de fiame en
América, superando a Brasil y Cuba en un
8% y 55% respectivamente (12). Del total
de la produccion nacional para el 2014 el
76% proviene principalmente de la region
del Caribe Colombiano (3), donde este
cultivo representa una fuente de seguri-

dad alimentaria e ingresos econdémicos a
pequenos productores. A nivel mundial el
consumo de fertilizantes nitrogenados ha
aumentado en las practicas agricolas, asi
como el costo y la contaminacioén ecoldgica
que estos producen (13; 39), sin embargo,
en las dos tlltimas décadas se ha revelado el
uso de tecnologias nutricionales como es el
caso de los biofertilizantes que representan
una importante alternativa para reducir la
demanda de fertilizacion quimica y mejorar
la productividad y calidad de los cultivos.
Los biofertilizantes estan compuestos
por microorganismos entre los que se desta-
can las bacterias, Kloeppler y Schroth (20)
las designaron como Rizobacterias Promo-
toras del Crecimiento Vegetal (PGPRs, por
sus siglas en inglés), las cuales a través de
una amplia variedad de mecanismos mo-
leculares (26), son capaces de estimular
el crecimiento, mejorar la salud vegetal,
favorecen la produccion, rendimiento y
calidad de los cultivos (19; 34; 35). Entre
los géneros mas destacados se encuentran
Arthrobacter, Azospirillium, Azotobacter,
Serratia, Azoarcus, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Gluconacetobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Beijerinckia,
Rhizobium, Burkholderia, Streptomyces
etc. (6; 27; 38). Entre los mecanismos que
estas bacterias utilizan para estimular el
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crecimiento vegetal se encuentra la solu-
bilizacion de fosfatos (37), la produccioén
de fitohormonas y la fijacion de nitrogeno.
Estos mecanismos bacterianos producen
efectos directos sobre el metabolismo de
las plantas, la absorcion de minerales, el
desarrollo radicular, la actividad enzimatica
y ayudando a otros microorganismos bené-
ficos a ejercer su accidon sobre las plantas
(5). Entre otras de las propiedades, algunas
PGPRs presentan la capacidad de control
biologico, generando compuestos capaces
de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos
(10). La bacteria Pseudomonas denitrifi-
cans es un microorganismo capaz de adap-
tarse, colonizar y persistir en la rizosfera de
la planta, lo cual favorece su crecimiento
y desarrollo (28); esta bacteria actia en la
interfaz de las raices promoviendo el desa-
rrollo de estas, debido a la produccion de
auxinas (11). El Azotobacter vinelandii es
una bacteria de vida libre, que vive del sue-
lo y es considerado un fijador de nitrégeno
atmosférico (34), ha sido especialmente util
para determinar las estructuras y los meca-
nismos de diferentes enzimas nitrogenasas
y pueden funcionar en ambientes 6xicos y
las interacciones de la fijacion de nitrogeno
con otros aspectos del metabolismo, a su
vez, producir dos polimeros de importancia
biotecnoldgica, como el poliéster intracelu-
lar poli-3-hidroxibutirato y el polisacarido
extracelular de la familia de polihidroxial-
canoatos, posee un gran potencial para nue-
vos descubrimientos en muchos campos y
aplicaciones comerciales (14 ;29). El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de las cepas bacterianas con diferentes ni-
veles de fertilizacion quimica nitrogenada
en el cultivo de fiame espino establecido en
la localidad de Morindd- Cordoba.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién

El ensayo se realizd bajo condiciones de
campo en el municipio de Morindo, depar-
tamento de Cordoba (Colombia); ubicado a
08°54° 3” latitud norte 76° 6’ 30 longitud
Oeste, altitud de 126 msnm, esta zona co-
rresponde a bosque seco tropical con tem-
peratura media de 27,5°C, humedad relativa
del 85% y precipitacion anual de 1100 mm.
El suelo se caracteriza por presentar una tex-
tura franco-arcillosa, contenido de materia
organica de 1,48%, pH (6,4), contenido de
fosforo 17,89 ppm y potasio 0,79 ppm.

Material vegetal

El material vegetal correspondi6 a plan-
tulas de flame espino (Dioscorea rotunda-
ta), obtenidas a partir de mini secciones de
tubérculo de 50 g, las cuales fueron sembra-
das en eras de 1,0 m de largo por 10,0 m de
ancho en condiciones de vivero. El sustra-
to fue desinfectado mediante solarizacion,
contenia arena y tierra negra (relacion 1:1).
Las plantulas fueron trasplantadas a campo
por el método de raiz desnuda 30 dias des-
pués de la emergencia.

Disefio experimental

La investigacion se realizé bajo un di-
sefio experimental de bloques completos
al azar con un arreglo factorial aumentado
3x2 + 2 y tres repeticiones por tratamien-
to. El primer factor lo constituyen las cepas
bacterianas seleccionadas y caracterizadas
a partir de cultivos de name (33) distribui-
das en tres niveles (Azotobacter vinelandii
DVS9, Pseudomonas denitrificans DVS10
y mezcla); el segundo factor corresponde a
la fertilizacion nitrogenada con dos niveles
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(50% y 75%); adicionalmente se evaluaron
dos tratamientos sin inoculaciéon denomi-
nados como testigos (absoluto y quimico).
Los tratamientos evaluados fueron los si-
guientes: T1: Testigo absoluto; T2: Testigo
quimico 100% Fertilizacion Nitrogenada
(FN); T3: A. vinelandii DVS9+50 % FN;
T4: A. vinelandii DVS9+75 % FN; T5: P.
denitrificans DVS10+50% FN; T6: P. deni-
trificans DVS10+75 % FN; T7: A. vinelan-
dii DVS9 + P. denitrificans DVS10+50%
FN; T8: A. vinelandii DVS9 + P. denitri-
ficans DVS10+75% FN. En total se esta-
blecieron 24 unidades experimentales, cada
una estuvo conformada por 5 surcos de 7,2
m de largo por 1,0 m entre surco y surco
para un area total de 36 m?. La densidad de
siembra utilizada fue de 16,666 plantas/ha.

Inoculacion de rizobacterias

y fertilizacion quimica

Los requerimientos de fertilizacion se
realizaron con base en los resultados de
analisis del suelo, presentandose una de-
manda de fosforo aplicado como fosfato
diamoénico (DAP), 20,0 kg/ha al momen-
to del trasplante y potasio aplicado como
cloruro de potasio (KCl), 30,0 kg/ha a los
30 dias después del establecimiento. Es-
tos minerales se aplicaron bajo las mismas
condiciones para todos los tratamientos.
La fertilizacion nitrogenada se realiz6 con
urea de forma fraccionada, empleando una
dosis total de 216,5 kg/ha. La primera frac-
cion correspondiente al 20% a los 25 dias
de establecido el ensayo, la segunda (30%)
35 a 40 dias del trasplante y la tercera dosis
(50%) 50-55 dias de plantado el cultivo en
el sitio definitivo.

La inoculacion de los microorganismos
se realizd en la fase de trasplante a sitio
definitivo y al momento de la aplicacion
de los fertilizantes quimicos nitrogenados
(Urea). Las plantas fueron inoculadas apli-
cando 10 ml de la suspensién bacteriana
directamente al suelo, al pie de cada planta.
La concentracion celular del in6culo bac-
teriano correspondié a 1x10* UFC.ml"' en
medio Luria Bertani (LB) (g.L': Peptona
(10,0), Extracto de levadura (5,0), Cloruro
de sodio (5,0) (pH 7,0 £2).

Variables de respuesta

La cosecha se realizd ocho meses des-
pués del trasplante. Se determiné el rendi-
miento total de los tubérculos y la composi-
cion bromatoldgica expresada en los para-
metros: proteina (%) (AOAC 960.52 (1), fi-
bra cruda (%) (ISO 6865) (18) (NTC 5122)
(30), extracto etéreo (%), (AOAC 920.39)
(1) y la energia bruta de los tubérculos se
determiné usando una bomba calorimétrica
(Parr 6200, Parr Instrument Company, Mo-
line, IL) y se expresd como Mcal/kg.

Andlisis estadistico

Los datos de rendimiento y nitrogeno
total en suelo se analizaron mediante un
ANOVA y prueba de comparacion de me-
dias de Tukey (0<0.05) bajo un disefio fac-
torial aumentado 3 x 2 + 2. Para la compo-
sicion bromatologica de la raiz reservante
se realizd una prueba de comparacion de
medias de Tukey (0<0.05), empleando el
software SAS 9.4 (espafiol).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las Rizobacterias sobre el
rendimiento de Dioscorea rotundata

El analisis de varianza de los datos de
rendimiento indica que existe un efecto
significativo de la interaccion Cepa* Ferti-
lizacion (p-valor = 0,0106) en la variable
de rendimiento, estos resultados sugieren
que el rendimiento de fiame en la localidad
de Morindé depende tanto de la inoculacion
bacteriana como del nivel de fertilizacion,
estos resultados coinciden con lo encontrado
para Ipomoea batatas por Yasmin y col. (40)
quienes evaluaron el efecto de la inoculacion
con PGPRs en el cultivo de batata bajo di-
ferentes niveles de fertilizacion nitrogenada
y encontraron una interaccion significativa
de ambos factores que favorecioé el aumen-
to en el peso de la raiz en comparacion con
el testigo. Como se observa en la Figura 1,
los rendimientos totales de tubérculos en las
parcelas inoculadas con las cepas bacteria-
nas fueron significativamente superiores en
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comparacion al control no inoculado.

Resultados similares a los obtenidos en
esta investigacion se han reportado para
otros tubérculos, Kumar y col. (22) en culti-
vos papa variedad Kufri Giriraj, encontraron
rendimientos de 19,4 t. ha'! con la mezcla de
biofertilizantes (Azotobacter sp. y bacterias
solubilizadoras de fosforo), valores superio-
res a los obtenidos en las plantas no tratadas.
De igual forma, Abbas y col. (2), reportan en
cultivos de papa bajo condiciones de campo
que la aplicacion de bio-preparados a base
de mezclas de aislamientos bacterianos de
naturaleza diazotrofica (Azospirrillum bra-
silense, Azotobacter chroococum, Bacillus
polymyxa, Enterobacter agglomerans y
Pseudomonas putida), increment6 el ren-
dimiento de los tubérculos en un 18% con
respecto a la fertilizacion de sintesis quimica
y su efecto positivo fue consistente durante
los ensayos de campo sucesivos.

El tratamiento T6 present6 diferencias
estadisticamente  significativas (0<0.05)
respecto al Testigo quimico (T2) y el Tes-

a
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Tratamientos

Figura 1. Comparacion de medias entre cepas y fertilizacion quimica nitrogenada para la varia-
ble rendimiento total de tubérculos de Dioscorea rotundata. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Las letras representan diferencias estadisticamente significativas (o< 0.05).
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tigo absoluto (T1) superando en 4,71 t. ha'!
los rendimientos del tratamiento con 100%
FNy 9,53 t. ha' al tratamiento con 0% FN
(Figura 1). El aumento en rendimiento de
los tubérculos obtenidos con la inoculacion
de microorganismos puede atribuirse a una
mejora en la disponibilidad de nutrientes
por mecanismos directos como solubiliza-
cion de fosfatos (23), mejor desarrollo de los
sistemas de raices y secrecion de hormonas
vegetales (4; 9). Ram (32), encontrd que el
aumento en el rendimiento de tubérculos de
papa se vio favorecido de forma significati-
va por el tratamiento con bacterias solubili-
zadoras de fosforo (Pseudomonas strata) y
bacterias fijadoras de nitrogeno (Azotobac-
ter chroococum), las cuales pueden reducir
un 25% del requerimiento de nitrogeno y
fosforo en este cultivo. En el mismo sentido,
Hernandez (17) report6 en papa, que la ino-
culacién de micorrizas, Pseudomonas cepa-
cia y Pseudomonas fluorescens, gener6 una
mayor produccion de tubérculos, respecto al
testigo con fertilizacion quimica.

Efecto de las PGPRs sobre la
calidad nutricional de los
tubérculos de Dioscorea rotundata

En relacion con los resultados del anali-
sis bromatologico realizado a los tubérculos
obtenidos en el experimento, no se encontra-
ron diferencias significativas (¢0.05) entre
tratamientos para los pardmetros evaluados
(excepto para la energia bruta); cabe resaltar
que se obtuvieron incrementos en los conte-
nidos de proteina y fibra cruda con el trata-
miento T6 con respecto al testigo absoluto
(Tabla 1).

Estudios realizados por Knowles y col.
(22) reportaron que el contenido de protei-
nas en flame espino (Dioscorea rotundata)
fue del 6,8 %, valores superiores fueron ob-
tenidos en en esta investigacion (Tabla 1) al-
canzando el maximo valor de 9,45% con el
tratamiento T6, el cual registré un incremen-
to del 2,12 % respecto al testigo absoluto.
Estos resultados sugieren que la inoculacion
de PGPRs en el cultivo de fiame espino esti-
mula una mejora en la calidad nutricional de

Tabla 1. Analisis Bromatologicos de tubérculos Dioscorea rotundata bajo inoculacion con Azotobacter
vinelandii y Pseudomonas denitrificans bajo diferentes niveles de fertilizacion quimica nitrogenada.

Proteina Extracto Fibra Cruda Energia Bruta
Tratamientos Etéreo
% % % Mcal /Kg

T1 7,33+0,83 a 0,16+0,06 a 2,34+0,28 a 4,15+0,17 ab
T2 8,58+1,39 a 0,14+0,02 a 2,17+0,25 a 4,26+0,02 ab
T3 6,89+0,77 a 0,33+0,38 a 1,83+0,69 a 4,49+0,26 a
T4 8,71+0,89 a 0,16+0,11 a 2,00+0,74 a 4,28+0,07 ab
T5 8,08+1,02 a 0,13+0,07 a 1,95+0,40 a 4,05£0,05 b
T6 9,45+0,33 a 0,16+0,05 a 3,562+1,69 a 4,05£0,16 b
T7 8,49+1,38 a 0,13+0,03 a 2,32+0,38 a 4,08+0,02 b
T8 8,85+0,27 a 0,19+0,08 a 2,28+0,27 a 4,00£0,03 b

Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segin prueba de Tukey

para 0<0.05 (n=3).
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los tubérculos (24; 15). En cuanto a los por-
centajes de fibra cruda Bou Rached y col. (7),
encontraron que el contenido de fibra cruda
en Dioscorea trifida variedad blanca fue del
0,05% sin fertilizacion, asi mismo, Knowles
y col. (21) determinaron que el porcentaje de
fibra cruda en tubérculos de Dioscorea rotun-
data fue del 1,1 %, este valor fue superado
en esta investigacion con el tratamiento T6
(3,52%) que corresponde a la inoculacion de
la bacteria P. denitrificans DVS10 y un 75 %
de FN (Tabla 1). Con relacién a los valores de
energia bruta se encontraron diferencias esta-
disticas significativas (0<0.05) entre los trata-
mientos evaluados, se observo que la mezcla
de A. vinelandii DVS9 + 50% FN incrementd
de forma significativa (4,49%) este parame-
tro, lo cual sugiere incrementos del valor nu-
tricional de los tubérculos de flame tratados
con PGPRs en comparacion con el Testigo
absoluto y Testigo quimico (T2).

CONCLUSIONES

El aumento en rendimiento de los tubér-
culos de name en la localidad de Morindo,
Cordoba (Colombia) estuvo influenciado
por la fertilizacion nitrogenada y el uso de
cepas bacterianas con capacidad de promo-
ver el crecimiento. Con la incorporacion de
la bacteria P. denitrificans DVS10 a un 75%
de FN en el plan de fertilizacion del cultivo
de fiame espino se alcanz6 el mayor valor de
rendimiento y respecto a la calidad del tubér-
culo se presentaron los mayores porcentajes
de proteina y fibra cruda, estos hechos sugie-
ren que el uso de microorganismos representa
una alternativa promisoria para incrementar
el rendimiento y calidad del tubérculo en
cultivos de Dioscorea rotundata en el Caribe
Colombiano.

Evaluacién de PGPRs en Dioscorea rotundata
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