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RESUMEN: El género Azotobacter se destaca por presentar caracteristicas como promotor del crecimiento vegetal,
las que pueden ser afectadas si no se cuenta con una adecuada conservacion de sus cepas. No todas las
instituciones tienen a su disposicién métodos de conservacion a largo plazo; es por ello, que el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar el efecto de alternativas de preservacion en caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de tres
cepas de este género bacteriano. Los microorganismos se conservaron en agua destilada a 5 °C y en glicerol al 30 %
a -20 °C de temperatura. Después de un afio, las tres cepas mantuvieron sus caracteristicas culturales y
morfotintoriales, aunque las que fueron conservadas en agua presentaron menos biomasa. Las cepas también
mostraron potencial para fijar nitrdgeno atmosférico y liberar compuestos inddlicos. La produccion de enzimas liticas
(amilasas, proteasas y lipasas) fue diferente para cada microorganismo, pero solo para la cepa INIFAT-20 dependid
del método de conservacion. Por su actividad antagonista frente a Fusarium chlamydosporum y Alternaria sp. se
destaco la cepa INIFAT-12, aunque para el segundo patdégeno también sobresalié la cepa INIFAT-20, siempre con un
mejor resultado para la cepa conservada en agua destilada estéril. Se demostré el potencial estimulador del
crecimiento del género en el cultivo del tomate, aunque indicadores como la longitud de la raiz y el diametro del tallo
mostraron diferencias en dependencia de la conservacion para las cepas INIFAT-21 e INIFAT-12, respectivamente. En
conclusién, el método de conservacion influyd en las caracteristicas morfoldgicas y la accién estimuladora del
crecimiento de cepas Azotobacter, siendo posible conservar estas -20 °C de temperatura utilizando glicerol al 30 %
como agente crioprotector durante un ano con buenos resultados en cuanto a su estabilidad como promotoras del
crecimiento vegetal.

Palabras clave: bacterias, mantenimiento a mediano plazo.

ABSTRACT: The genus Azotobacter is notable for exhibiting characteristics as a plant growth promoter, which can
be affected if its strains are not properly preserved. Not all institutions have access to long-term conservation
methods; therefore, the present study aimed to evaluate the effect of preservation alternatives on the morphological
and metabolic characteristics of three strains of this bacterial genus. The microorganisms were preserved in distilled
water at 5°C and in 30% glycerol at -20 °C. After one year, the three strains maintained their cultural and
morphotintorial characteristics, although those preserved in water showed less biomass. The strains also
demonstrated potential for atmospheric nitrogen fixation and the release of indolic compounds.
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The production of lytic enzymes (amylases, proteases, and lipases) differed for each microorganism, but only
for the INIFAT-20 strain it depended on the conservation method. Due to its antagonistic activity against
Fusarium chlamydosporum and Alternaria sp., strain INIFAT-12 stood out, although for the second pathogen
strain INIFAT-20 also stood out, always with better results for the strain preserved in sterile distilled water.
The growth-stimulating potential of the genus in tomato cultivation was demonstrated, although indicators
such as root length and stem diameter showed differences depending on the preservation method for strains
INIFAT-21 and INIFAT-12, respectively. In conclusion, the conservation method influences the morphological
characteristics and growth-promoting action of Azofobacter strains, making it possible to preserve them at
-20 °C using 30 % glycerol as a cryoprotectant for one year with good results in terms of their stability as plant

growth promoters.

Key words: bacteria, medium-term conservation.

INTRODUCCION

El género Azotobacter se destaca por su
potencial para estimular el crecimiento de las
plantas, por lo que a nivel mundial se han
desarrollado diferentes biofertilizantes comerciales
a partir de cepas de este microorganismo, que
han sido utilizados para aumentar el rendimiento
de hortalizas, granos, pastos y frutales (Martinez y
Dibut, 2012; Aasfar et al,, 2021).

La conservacion de las cepas, que constituyen
los principios activos de estos bioproductos,
es fundamental para garantizar su efectividad.
Internacionalmente, se utilizan diferentes métodos
de conservacion, destacandose por su efectividad
la liofilizacion, la  criopreservacion y la
ultracongelacion (Quintero-Rodriguez et al, 2023).
Sin embargo, no todos los centros cuentan con
el equipamiento necesario para conservar a largo
plazo sus cepas por estos métodos. Cuba no
estd exenta de esta situacion, la cual se agrava
dado que no existe un centro que se encargue
de mantener la viabilidad y estabilidad genética
y metabdlica de los microorganismos que se
utilizan para el desarrollo de los biofertilizantes en
la agricultura.

En la literatura se describen métodos
alternativos para conservar los microorganismos.
Destacan dentro de ellos la suspensiéon en agua
destilada estéril, en capa de aceite mineral,
la desecacion en papel de filtro, suelo, arena,
silicagel, entre otros (Pérez-Rodriguez et al,, 2021).
A partir de estas referencias, el presente estudio
se propuso como objetivo evaluar el efecto de dos
métodos de conservacién a mediano plazo en las
caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de cepas
de Azotobacter sp.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos: Se utilizaron tres cepas
de Azotobacter de la Coleccion de Bacterias
Beneficiosas del INIFAT, cuya procedencia se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Procedencia de las cepas de Azotobacter utilizadas
en el estudio.

Procedencia
Suelo Ferralitico Rojo. Municipio Glira de
Melena. Provincia Artemisa

Cepa
INIFAT-12

INIFAT-20 Suelo Ferralitico Rojo. Municipio Gliira de

Melena. Provincia Artemisa

INIFAT-21 Suelo Ferraliticos Rojo. Boyeros. Provincia

La Habana

Proceso de conservacion: las cepas se
revitalizaron mediante siembras por agotamiento
en placas Petri de 90 mm, con medio de cultivo
Asbhy sin nitrogeno (Martinez et a/, 2006). Las
placas se incubaron durante 48 h a 30 °C, y
una vez crecidos los microorganismos se procedio
a su conservacion en agua destilada y glicerol.
Para ambos casos, se tom6 una muestra de la
biomasa bacteriana que se adiciond en viales con
1 mL de agua destilada o glicerol al 30 %, segun
el método a utilizar. Se homogenizd y sellé6 con
parafina. Posteriormente, la muestra suspendida
en agua destilada se colocd a 5 °C; mientras que
la que se contenia glicerol se colocd a -20 °C de
temperatura.

Evaluacion de la pureza y viabilidad:
después de un afio se evalud la pureza vy
la viabilidad de las cepas conservadas. Para
ello, se tomd muestra de los viales las que
fueron inoculadas en el medio de cultivo solido
Asbhy sin nitrdgeno (Martinez et al, 2006).
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Se incub6 (48 h, a 30 °C), y seguidamente,
se describid la morfologia de las colonias y los
caracteres morfotintoriales de las cepas mediante
una tincion de Gram (Madigan et a/, 2018) vy
de manera cualitativa, el crecimiento bacteriano
(+ crecimiento abundante y +/- poco crecimiento).

Evaluacion de potencial estimulador del
crecimiento vegetal: después de un ano de
conservacion se determind en las cepas la
presencia de mecanismos directos e indirectos de
promocion del crecimiento vegetal. En el primer
caso se incluy6 el potencial para fijar nitrégeno
atmosférico (FBN), solubilizar fosfato de calcio y
producir compuestos inddlicos del tipo acido indol
acético. Para la FBN, una muestra del material
conservado se inocul6 en el medio de cultivo sélido
Asbhy carente de nitrdgeno combinado (Martinez
et al, 2006). El crecimiento bacteriano después
del periodo de incubacién (48 h, a 30 °C) se
considerd una respuesta positiva. Para evaluar la
solubilizacion de fosfato de calcio, su utilizd el
medio de cultivo NBRIP solido (Nautiyal, 1999),
tomando como respuesta positiva la formacion de
un halo alrededor de la colonia bacteriana. Para la
produccion de compuestos inddlicos, las bacterias
se inocularon en el medio de cultivo Agar Triptona
Soya (BioCen) y se incubaron para su crecimiento
(48 h, a 30 °C); posteriormente, se adicion6 a
las placas 5 mL del reactivo de Salkowski y se
incubdé por 30 min en condiciones de oscuridad.
La aparicion de una zona rosada alrededor de
la colonia indicé la liberacion de este tipo de
compuestos por parte del microorganismo.

Como mecanismos indirectos de estimulacién
se evalud la liberacion de enzimas liticas
y la actividad antagonista frente a hongos
fitopatdgenos. Para valorar la liberacion de
enzimas amilasas, proteasas y lipasas se utilizaron
los métodos y medios de cultivo descritos por
Cruz Cardenas et al. (2021), y se calculd el radio
de hidrodlisis, mediante la relacién entre el halo
formado alrededor de la colonia bacteriana y el
tamafio de esta (Sanchez et al, 2020). El efecto
antagonista se determind por el método de Cultivo
Dual (Vera Loor et al, 2020). Se utilizaron los
patégenos Fusarium chlamydosporum (cepa 2022)
y Alternaria sp. (cepa 3403) procedentes de la
Coleccion de Cultivos Puros de Hongos del INIFAT.
Las cepas bacterianas se inocularon de manera
independiente, a 4 cm del borde de la placa Petri
con el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)

(BioCen), mientras que en borde equidistante
se colocd un disco de 5 mm del patdgeno
previamente crecido en este mismo medio de
cultivo. Tras siete dias de incubacién a 30 °C se
midio el diametro del micelio fingico tanto en las
placas inoculadas con las bacterias como en las
placas Testigos, donde solamente se inoculd el
hongo. Con esos datos se calculd el porcentaje de
inhibicion micelial (IM = ((di-dt)/dt)*100; donde
di: didmetro del micelio fungico en las placas
inoculadas y dt: didametro del micelio flngico en
las placas testigo) (Vera Loor et al, 2020).

Por ultimo, se evalud el efecto de la aplicacién
de las tres cepas de Azotobacter después de un
ano de conservacion sobre plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.). El contenido de los
viales se adicioné en erlenmeyers con 50 mL de
Caldo Triptona Soya (BioCen). Estos se colocaron
en una zaranda (Labolan) a 110 r.p.m de agitacion,
30 °C de temperatura, durante 48 h. El ensayo
se realizd en condiciones semicontroladas (casa de
cristal), en cepellones de 45 alveolos con suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado agrogénico (Hernandez
et al, 2020) donde se sembraron las semillas
de tomate cv V8, procedentes del Banco de
Germoplasma Central de Cuba, ubicado en el
INIFAT. Los productos obtenidos a partir de
la multiplicaciéon de las bacterias se aplicaron
directamente al suelo, a razon de 25 mL por
cepelldn. Se dio seguimiento diario al crecimiento
de las plantulas, las que se extrajeron a los 20 dias
para evaluar la altura de las mismas y la longitud
de la raiz (ambos medidos con una regla graduada
(cm), didametro del tallo (mm) (medido con un pie
de rey digital, 0.05 mm de error), niUmero de hojas
(u) y masa fresca de la plantula (g). Para esto
ultimo, las muestras se pesaron en una balanza
semianalitica marca Nahita (error 0,01 g).

Disefio experimental y procesamiento
estadistico: todos los experimentos se realizaron
bajo un Disefio Completamente Aleatorizado.
Contaron con dos réplicas y tres repeticiones,
a excepcion del ensayo con planta donde se
utilizaron 15 plantulas por tratamiento. Para el
procesamiento estadistico primero se comprobd
la normalidad y homogeneidad de las varianzas
con las pruebas de Cochran C (1941), Bartlett
(1937) y Hartley (1950); y posteriormente, se
realizaron Andlisis de Varianza. Las medias se
compararon mediante una Prueba de Duncan
(Lerch, 1977) (5 % de probabilidad de error).
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Se utilizo el programa STATGRAPHICS Plus version
5.0 (STATGRAPHICS Plus version 5.0, Online
Manual, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la pureza y
viabilidad de los microorganismos

Las tres cepas de Azotobacter se mantuvieron
viables después de un afo de conservacion, tanto
en agua destilada estéril a 5 °C, como en glicerol
al 30 % a -20 °C de temperatura. En la Tabla 2
se pueden observar las caracteristicas culturales
(morfologia de las colonias) y morfotintoriales
de los microorganismos al concluir el periodo
de conservacion, asi como los resultados de la
evaluacion cualitativa de su crecimiento en el
medio de cultivo Asbhy sin nitrégeno.

La morfologia de las tres cepas coincide con
la descrita para el género Azotobacter en otras
investigaciones (Zavala ef al, 2020). La literatura
destaca como una de las caracteristicas de este
grupo bacteriano la formacion de quistes que le
permiten resistir condiciones ambientales adversas
(Pavone, 2022), elemento que pudo influir en el
mantenimiento de la viabilidad y los caracteres
morfoldgicos de estos microorganismos. En este
sentido, se deben resaltar los resultados de una
investigacién anterior, donde estas tres cepas
de Azotobacter toleraron condiciones de sequia,

salinidad, variaciones de pH y temperatura (Rios
et al., 2024), aspecto que se asocio a la presencia
de dichas estructuras.

Evaluacion de potencial estimulador del
crecimiento vegetal de los microorganismos

Las cepas de Azofobacter conservadas durante
un afo tanto en agua destilada estéril a 5 °C
como en glicerol al 30 % a -20 °C presentaron
potencial para realizar el proceso de fijacién
bioldgica de nitrogeno al crecer en el medio de
cultivo Asbhy carente de este nutriente. También
mostraron resultados positivos para la produccion
de compuestos inddlicos del tipo acido indol
acético, aungue ninguna solubilizd fosfato de calcio
(Tabla 3).

La fijacion bioldgica de nitrégeno y la produccion
de compuestos inddlicos como el acido indol
acético son mecanismos de estimulacién del
crecimiento descritos para el género Azotobacter
(Sumbul et al., 2020) a los cuales se han asociado
de manera historica los beneficios que muestran
los cultivos por la aplicacion de la bacteria. En
el caso de la solubilizacién de fosfatos, aunque
autores como Pavone (2022) y Zavala et al.
(2020) alcanzaron resultados positivos, no es uno
de los atributos mas comunes de este grupo
bacteriano; y en particular, para las cepas en
estudio ya se habian obtenido resultados negativos
en investigaciones precedentes (Rios et al., 2024).

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de tres cepas de Azotobacter (INIFAT-12, INIFAT-20 e INIFAT-21) después de un afio

de conservacion

Caracteres culturales (medio

Respuesta a la Tincion Crecimiento (medio

Tratamientos de cultivo Asbhy sin nitrogeno) de Gram Asbh::i:unlittl:'lggeno)
Agua destilada (5°C) Forma circular, bordes enteros, superficie Bacilos cortos Gram +/-
lisa, elevacion convexa, trasltcida negativos
Glicerol al Forma circular, bordes enteros, superficie Bacilos cortos Gram +
30 % (-20°C) lisa, elevacion convexa, traslicida negativos

Tabla 3. Mecanismos directos de promocién del crecimiento vegetal evaluados para las tres cepas de Azotobacter después

de un afio de conservacion

Fijacion biolégica de

Solubilizacion Produccion de

Cepa Método de conservacion nitrogeno atmosférico de fosforo compuestos indolicos
INIFAT-12 Agua (5°C) + - +
Glicerol 30% (-20°C) + - +
INIFAT-20 Agua (5°C) + - +
Glicerol 30% (-20°C) + - +
INIFAT-21 Agua (5°C) + - +
Glicerol 30% (-20°C) + - +
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Los mecanismos involucrados en el proceso de
solubilizacion para Azotobacter se encuentran en
discusién. Sin embargo, se destaca dentro de
las posibles propuestas, la produccion de acidos
organicos. La eficiencia del proceso depende de la
cantidad y tipo de acidos que libere la bacteria
(Aasfar et al, 2021), elementos que también
pudieron limitar la respuesta de las tres cepas en
estudio.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
establecen interaccion con las plantas a través
de mecanismos directos e indirectos. Dentro de
los mecanismos directos se encuentran la fijacion
de nitrégeno, la solubilizacidon de nutrientes y
la produccion de fitohormonas, mientras que los
indirectos se asocian con el control de organismos
patégenos (Moreno-Valencia et al, 2023). En
este sentido, como parte del estudio se evalud
para las tres cepas de Azotobacter después de
un afio de mantenidas bajo las condiciones de
conservacion, la produccién de enzimas liticas y el
efecto antagonista frente a patdgenos flngicos.

La produccion de enzimas liticas fue diferente
para todas las cepas (Figura 1 a), aunque solo se
destaco la influencia del método de conservacion
para la INIFAT-20. La accion frente a los patdgenos
mostré diferencias significativas entre las bacterias
para ambos patogenos. Frente a Alternaria sp,
para todas las cepas y condiciones de conservacion

DAmilasas
mProteasas
Blipasas

a) Produccion de enzimas liticas

1.8
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. . ! ab
be be

” ¢
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0.8
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04
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0 1

INIFAT-12 INIFAT-12 INIFAT-20 INIFAT-20 INIFAT-21 INIFAT-21
A G A G A G

Tratamiento

Radio de hidrdlisis

el porcentaje de inhibicion micelial fue mayor al
30 %, no asi para F~ chlamydosporum, donde solo
supero este valor la cepa INIFAT-12 conservada en
agua destilada estéril (Figura 1 b).

La produccion de enzimas liticas por parte de
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
se ha relacionado con su accién antagonista,
debido al efecto de estos compuestos sobre
las paredes celulares de los hongos (Blanco vy
Castro, 2021). Se debe destacar, que en estudios
previos se demostrd que estas tres cepas de
Azotobacter liberan enzimas proteasas (Rios et al,
2024), caracteristica que segun los resultados aqui
alcanzados se afecta para las cepas INIFAT-12 e
INIFAT-21 con los métodos de conservacion
utilizados. Ello pudo incidir en su accion frente a
los patégenos.

El método de conservacion influyd en el efecto
biocontrol solo para la cepa INIFAT-12 en los dos
patdgenos, y la cepa INIFAT-20 frente a Alternaria
sp. No se encontrd una relacion directa entre
estos resultados y la produccion de enzimas liticas,
lo que hace suponer que estas cepas presentan
otros mecanismos de actividad antagonista. Al
respecto, Pavone (2022) asocio la produccion de
siderdforos, sustancias antimicrobianas, toxinas
y hormonas del crecimiento vegetal por parte

de Azotobacter con su efecto biocontrol,
. . BINIFAT-12 A
b) Actividad antagonista 0INIFAT-12 G
BINIFAT-20 A
OINIFAT-20 G
BINIFAT:21 A
< 60 OINIFAT-21 G
~ a
S 50 Esx: 2,6839
3
E 4 N
.g b
230
B
g 20
10
0 | | L
F. chlamydosporum Alternaria sp.

Patégenos

Figura 1. Mecanismos indirectos de estimulacién del crecimiento en tres cepas de Azotobacter después de un afo de
conservacion. Figura a) Medias con letras distintas difieren estadisticamente segun prueba t de Student para enzimas
proteasas (t=2,4875 p=0,0473) y Prueba de Rangos Multiples de Duncan para enzimas lipasas (Esx=0,0727). Figura b)
Medias con letras distintas difieren significativamente para Prueba de Rangos Multiples de Duncan. Todas las pruebas a un
5 % de probabilidad de error. A: conservacion en agua (5 °C); G: conservacion en glicerol 30% (-20 °C)
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mientras que Bolafos-Dircio et al (2022)
demostraron que la formacién de quistes se
relaciona de manera directa con la inhibicion
del crecimiento de patdgenos como Fusarium,
Aspergillus 'y Colletotrichum. También se ha
comprobado la accién biocontroladora de especies
de Azotobacter frente a Alternaria, Rhizoctonia,
Macrophomina, Curvularia y Helminthosporium
(Pavone, 2022), por tanto, este es un potencial
gue aunque menos abordado para el género,
podria ser de gran interés en la bulsqueda de
bioproductos con un efecto integral sobre los
cultivos.

La aplicacion de los productos obtenidos a partir
de las cepas de Azotobacter conservadas durante
un afo por los dos métodos evaluados en el
estudio estimulo el crecimiento de las plantulas de
tomate, en particular la altura de las posturas y la
longitud de las raices (Tabla 4).

El efecto marcado de Azofobacter sobre la
altura de las posturas de tomate fue descrito
también por autores como Pilatufia et al. (2021),
quienes comprobaron que el 75 % de los aislados
utilizados en su investigacion ejercia una accién
positiva sobre este indicador. Ello podria estar
relacionado directamente con la produccién de
fitohormonas por parte de la bacteria, aspecto
muy bien documentado para este género (Sumbul
et al., 2020).

La mejor respuesta de las variables de
crecimiento se observd con la aplicacion de la
cepa INIFAT-12 mantenida en ambos métodos
de conservacion, microorganismo que al parecer
es mas eficiente que los restantes en su
interaccién con este cultivo. Sin embargo, se
debe destacar la efectividad de las cepas

INIFAT-20 e INIFAT-21 conservadas en glicerol.
En estas dos ultimas, al parecer el método de
conservacion ejerce una mayor influencia en su
accion estimuladora.

Existen diferentes métodos para la conservacion
de microorganismos. Estos se clasifican por su
alcance en métodos a corto y a largo plazo. Dentro
de los primeros, se encuentra la refrigeracion, el
subcultivo y el glicerol; mientras que los métodos
a largo plazo incluyen el aceite mineral o Ia
parafina liquida, el agua destilada, el suelo estéril,
la silica gel y otros mas eficientes como la
liofilizacién, la criopreservacion, la encapsulacién
y el uso de nanoparticulas. La seleccion de la
variante a utilizar dependera del microorganismo,
el objetivo de la conservacion y en especial,
de las capacidades tecnoldgicas del laboratorio
(Senaratne y Jayaweera, 2024). Es por ello,
que evaluar alternativas econémicas y de facil
implementacion resulta muy importante, con el
fin de mantener viables y estables genéticamente
los microorganismos de interés aun cuando no se
cuente con un equipamiento de avanzada para
este fin.

El agua destilada y el glicerol tienen como
ventaja un bajo costo y facil implementacion,
pero en ambos casos se pueden presentar
riesgos de contaminacion, pérdida de viabilidad

de los microorganismos, Yy alteraciones de
sus caracteristicas metabdlicas (Senaratne vy
Jayaweera, 2024), de ahi que valorar su

efectividad en cepas de interés es un aspecto
importante para seleccionar la variante que
permita alcanzar mejores resultados. En este
sentido, se aprecid6 que aunque la conservacion
con glicerol al 30 % implica la adquisicion de un
reactivo y la congelacion del material bioldgico,

Tabla 4. Efecto de la aplicacion de tres cepas de Azotobacter conservadas durante un afio en agua destilada (5 °C) y
glicerol al 30 % (-20°C) en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.)

Tratamiento Altura de Long’itud de Diametro de _ Namero d_e Masa fresca
la planta (cm) la raiz (cm) tallo (mm) hojas promedio (u) (9)

INIFAT-12A 552b 0,84 ab 1,0 cd 0,6 ab 0,06 ab
INIFAT-12 G 6,08a 1,03a 1,39 a 0,7a 0,07 a
INIFAT-20 A 5,72 ab 0,88 ab 1,24 ab 0,3 bc 0,03 c
INIFAT-20 G 5,78 ab 0,70 b 1,23 ab 0,1c 0,06 ab
INIFAT-21 A 5,97 ab 0,53 ¢ 0,97 cd 0,1c 0,05 bc
INIFAT-21 G 5,92 ab 0,70 b 1,12 bc 0,1c 0,06 ab
Testigo 4,65 c 0,60 c 0,78 d 0,1c 0,04 c
Esx 0,1917 0,0799 0,0805 01273 0,0062

Medias con letras distintas difieren significativamente para Prueba de Rangos Multiples de Duncan a un 5 % de probabilidad de

error. A: conservacion en agua; G: conservacion en glicerol
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es un alternativa mas adecuada que el agua
destilada para mantener por al menos un afo
cepas de Azotobacter sp.

CONCLUSIONES

El método de conservacion influye en
las caracteristicas morfoldgicas y la accion
estimuladora  del crecimiento de  cepas
Azotobacter, siendo posible conservar estas -20 °C
de temperatura utilizando glicerol al 30 % como
agente crioprotector durante un afo con buenos
resultados en cuanto a su estabilidad como
promotoras del crecimiento vegetal.
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