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Medios alternativos para el aislamiento de Azotobacter nativos de 
Calana - Tacna

Alternative media for the isolation of native Azotobacter from to Calana - Tacna

Resumen

La investigación sobre medios alternativos para el aislamiento de Azotobacter es importante 
para la obtención de biofertilizantes. El objetivo fue determinar si los medios de cultivo 
naturales que tienen como fuente de azúcar la sacarosa, la miel de abeja o la chancaca 
constituyen medios alternativos al medio de cultivo agar Ashby-2 manitol para el aislamiento 
de Azotobacter nativo de Calana, en Tacna. Se sembraron muestras de suelo de rizósfera de 
los cultivos de papa, lechuga y haba del distrito de Calana, en los medios de cultivo agar 
Asby-2 manitol (tratamiento control), agar Ashby-2 sacarosa, agar Ashby-2 miel de abeja 
y agar Ashby-2 chancaca (tratamientos experimentales), incubados a 27 °C durante 72 
horas. El aislamiento de Azotobacter se determinó cualitativamente por las características 
macroscópicas y microscópicas de las colonias que se desarrollaron en los medios de cultivo 
y que coincidieron con las descritas para Azotobacter en las referencias bibliográficas. En 
los cuatro medios de cultivo evaluados se desarrollaron colonias de Azotobacter, siendo los 
medios de cultivo más recomendables para su aislamiento y obtención como biofertilizante 
los medios alternativos agar Ashby-2 sacarosa y el de miel de abeja.
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Abstract

Research on alternative media for the isolation of Azotobacter is important for the production 
of biofertilizers. The objective was to determine if growing media with sucrose, bee honey or 
chancaca as sugar source constitute alternative media to the Ashby-2 mannitol agar medium 
for the isolation of native Azotobacter from Calana, Tacna. Rhizosphere soil samples from 
potato, lettuce and bean crops from Calana were sown in the growing: Asby-2 mannitol agar 
(control treatment), Ashby-2 sucrose agar, Ashby-2 honey agar, and Ashby-2 chancaca agar 
(experimental treatments), incubated at 27 °C for 72 hours. The isolation of Azotobacter was 
qualitatively determined by the macroscopic and microscopic characteristics of the colonies 
that developed in the growing media, which coincided with those described for Azotobacter 
in the bibliographic references. In the four growing media evaluated, Azotobacter colonies 
developed, with the most recommended culture media for their isolation and obtaining as 
biofertilizer the alternative media Ashby-2 sucrose agar and honey agar.
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Introducción

En el contexto global, la agricultura sostenible ha emergido como una prioridad crucial para garantizar la seguridad 
alimentaria y la conservación del medio ambiente. La búsqueda de prácticas agrícolas más ecológicas ha llevado a un 
interés creciente en los biofertilizantes, especialmente los basados en bacterias fijadoras de nitrógeno como Azotobacter 
spp. Estas bacterias juegan un papel fundamental en la reducción del uso de fertilizantes químicos, por lo que contribuyen 
a la mitigación del cambio climático y la preservación de los recursos naturales. Numerosos estudios han resaltado 
la capacidad de Azotobacter para mejorar la fertilidad del suelo y aumentar los rendimientos de los cultivos. Países 
con grandes sectores agrícolas, como India y Brasil, han implementado programas nacionales para fomentar el uso 
de biofertilizantes. Estas iniciativas han demostrado que la aplicación de Azotobacter en los sistemas agrícolas puede 
resultar en una reducción significativa de los costos de producción y una menor dependencia de insumos sintéticos, 
promoviendo la agricultura orgánica y sostenible.

En el ámbito nacional, se ha comenzado a reconocer la importancia de los biofertilizantes en la promoción de prácticas 
agrícolas más sostenibles. El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego ha desarrollado políticas y programas destinados 
a la investigación y aplicación de biofertilizantes. En este contexto, el aislamiento y uso de Azotobacter nativos es 
importante para maximizar los beneficios ecológicos y económicos de estos microorganismos en la agricultura (Reynoso 
et al., 2022).

En Calana, Tacna, hay un potencial considerable para el aislamiento y uso de Azotobacter nativos (Ibarra et al., 2021). 
Las características únicas del suelo y el clima de Calana son un entorno ideal para la investigación y desarrollo de este 
biofertilizante, cuyo aislamiento necesita de medios de cultivo. En el aislamiento de Azotobacter se emplean medios 
de cultivo comerciales, los cuales son costosos, por lo que es importante investigar medios de cultivo alternativos de 
menor costo para su aislamiento. Estas bacterias no solo fijan nitrógeno atmosférico, haciéndolo disponible para las 
plantas, sino que también promueven el crecimiento de las plantas a través de la producción de fitohormonas y la mejora 
de la estructura del suelo. Su aplicación en los cultivos vegetales reduce la dependencia de fertilizantes químicos, los 
agricultores pueden disminuir sus costos y minimizar el impacto ambiental de sus actividades agrícolas (Guzmán & 
Montero, 2021).

La investigación sobre medios alternativos con costos menores a los comerciales para el aislamiento de Azotobacter 
es fundamental para reducir la inversión económica en el proceso que lleva al aislamiento y aplicación del 
Azotobacter en el suelo de los cultivos vegetales. Esto conlleva que los agricultores tengan más posibilidades 
de acceso para aplicar Azotobacter como biofertilizante, aumentar la productividad agrícola, contribuir a la 
sostenibilidad ambiental y ayudar a la resiliencia del ecosistema local.

En este trabajo, se tuvo como objetivo evaluar tres medios de cultivo naturales no comerciales con base en la fuente 
de carbono para el aislamiento de Azotobacter nativos de Calana - Tacna, con el propósito de conocer si estos medios 
constituyen medios de cultivo alternativos al medio de cultivo comercial agar Ashby-2 que normalmente se usa para 
aislar Azotobacter y que es de mayor costo.

Material y métodos

El estudio fue básico, descriptivo y experimental. Se hizo trabajo de laboratorio y en campo. A nivel de campo 
se realizó muestreos de suelo de cultivos de la rizosfera de papa (Solanum tuberosum), lechuga (Lactuca sativa) 
y haba (Vicia faba) del distrito de Calana de la región de Tacna. Se tomaron seis muestras de suelo a lo largo de 
las zonas de muestras en forma de zig-zag a una profundidad aproximada entre los 10 y 15 cm (Martyniuk & 
Martyniuk, 2003; Tejera et al., 2005) (2 de cultivos de papa, 2 de cultivo de lechuga y 2 de cultivo de haba) (figura 
1), cada una con un peso de 2 kg que fueron colocadas en tapers de plástico de primer uso y estas en un cooler.

Figura 1

Zona de estudio para la obtención de muestras de suelo de cultivos vegetales en Calana, Tacna
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A nivel de laboratorio, terrones de aproximadamente un centímetro por lado de cada muestra de suelo de 
cultivo vegetal fueron sembrados, colocándolos en forma equidistante sobre la superficie del medio de cultivo 
contenido en una placa de Petri para aislar Azotobacter. Los medios de cultivos empleados fueron agar Ashby-2 
manitol (medio control), agar Ashby-2 sacarosa, agar Ashby-2 miel de abeja y agar Ashby-2 chancaca (medios 
alternativos).

El agar Ashby-2 tuvo en su composición (g/100 ml de agua destilada) 0,01 de fosfato dipotásico, 0,01 de sulfato 
de magnesio heptahidratado, 0,01 de cloruro de sodio, 0,005 de sulfato de calcio dihidratado, 0,25 de carbonato 
de calcio, 1,5 de agar, 0,5 de glutamato de sodio. Si el azúcar del agar Ashby-2 fue el manitol, el medio se llamó 
agar Ashby-2 manitol; si fue sacarosa, agar Ashby-2 sacarosa; si fue miel de abeja, agar Ashby-2 miel de abeja, 
y si fue chancaca, agar Ashby-2 chancaca. La concentración de azúcar (g/100 ml de agua destilada) en el medio 
agar Ashby-2 fue de 0,75 de manitol, 1,41 de sacarosa, 0,59 de miel de abeja y 1,56 de chancaca.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 °C por 15 minutos a una libra de presión. Cada 
una de las tres placas de Petri de los 4 medios de cultivo fueron sembrados colocando 2 a 3 terrones de muestras 
de suelo del cultivo de papa, haba y lechuga sobre la superficie del medio de cultivo. Por lo cual, en total se 
sembraron 36 placas de Petri, conteniendo el medio del cultivo agar Ashby-2 con una sola fuente de azúcar; estas 
placas fueron envueltas con papel Kraf e incubadas a 27 °C durante 3 días (72 horas). Las colonias de bacterias 
desarrolladas en las placas fueron caracterizadas cualitativamente en forma macroscópica y microscópica en 
función del color, la forma, el borde, la superficie, el tamaño y la coloración de Gram. Los datos registrados 
fueron comparados con las descritas para Azotobacter (Ibarra et al., 2020). En las placas donde hubo colonias 
compatibles a Azotobacter se consideró como placa con medio de cultivo adecuado para el aislamiento de 
Azotobacter.

Resultados

Muestras de suelo evaluadas para el aislamiento de Azotobacter 

Las muestras del suelo de la rizosfera de los cultivos de lechuga, haba y papa fueron sembrados y codificados 
en cada uno de los medios de cultivo agar Ashby-2 manitol (como medio control), agar Ashby-2 sacarosa, 
agar Ashby-2 miel de abeja y agar Ashby-2 chancaca (como medios alternativos) (tabla 1), siguiendo la 
metodología para alcanzar el objetivo de la investigación. 
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Tabla 1

Muestras de suelo provenientes de cultivo vegetales sembrados en medios de cultivo para el aislamiento de 
Azotobacter

Muestra de suelo Medio de cultivo Código de muestras de 
suelo

Cultivo vegetal

M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
M-6
M-7
M-8
M-9
M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
M-6
M-7
M-8
M-9
M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
M-6
M-7
M-8
M-9
M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
M-6
M-7
M-8
M-9

Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - manitol
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa
Ashby-2 - sacarosa

Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja
Ashby-2 - miel de abeja

Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca
Ashby-2 - chancaca

A2-M1-L1
A2-M2-L2
A2-M3-L3
A2-M1-H1
A2-M2-H2
A2-M3-H3
A2-M1-P1
A2-M2-P2
A2-M3-P3
A2-S1-L1
A2-S2-L2
A2-S3-L3
A2-S1-H1
A2-S2-H2
A2-S3-H3
A2-S1-P1
A2-S2-P2
A2-S3-P3

A2-MA1-L1
A2-MA2-L2
A2-MA3-L3
A2-MA1-H1
A2-MA2-H2
A2-MA3-H3
A2-MA1-P1
A2-MA2-P2
A2-MA3-P3
A2-C1-L1
A2-C2-L2
A2-C3-L3
A2-C1-H1
A2-C2-H2
A2-C3-H3
A2-C1-P1
A2-C2-P2
A2-C3-P3

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

Características macroscópicas y microscópicas de Azotobacter

Las colonias aisladas de Azotobacter se observaron en los 4 medios de cultivo evaluados; tuvieron variadas 
características macroscópicas de forma, tamaño, borde y superficie y microscópicas de forma, tamaño y 
coloración de Gram. Estas características coincidieron con las reportadas en la bibliografía para Azotobacter. 
En algunas muestras de suelo sembradas en los medios de cultivo no se pudo determinar la presencia de 
Azotobacter porque estuvieron contaminadas (tabla 2) (figura 2) (figura 3) (figura 4).
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Tabla 2
Características macroscópicas y microscópicas de Azotobacter considerando el medio de cultivo, el cultivo 

vegetal y la muestra de suelo para su aislamiento

Medio de 
cultivo

Código de 
muestras de suelo

Cultivo vegetal
Características 

macroscópicas de 
colonia

Características 
microscópicas

Presencia de 
Azotobacter

Ashby-2 - 
manitol

A2-M1-L1
A2-M2-L2
A2-M3-L3
A2-M1-H1
A2-M2-H2
A2-M3-H3
A2-M1-P1
A2-M2-P2
A2-M3-P3

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

-
-

1, 2, 6
-
-

1, 2, 3
1, 2

-
1, 2

-
-

4, 7
-
-
1
6
-

6, 7

contaminada
contaminada

sí
contaminada
contaminada

sí
sí

contaminada
sí

Ashby-2 - 
sacarosa

A2-S1-L1
A2-S2-L2
A2-S3-L3
A2-S1-H1
A2-S2-H2
A2-S3-H3
A2-S1-P1
A2-S2-P2
A2-S3-P3

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

-
1, 2
1, 4
1, 2

-
1, 6

-
2, 6
1

-

4, 7
6, 7

-
4
-
1
1

contaminada
sí
sí
sí

contaminada
sí

contaminada
sí
sí

Ashby-2 - miel 
de abeja

A2-MA1-L1
A2-MA2-L2
A2-MA3-L3
A2-MA1-H1
A2-MA2-H2
A2-MA3-H3
A2-MA1-P1
A2-MA2-P2
A2-MA3-P3

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

-

-
-

2, 3
-

1, 2
1, 3

-

-
-

1, 7
-
6

1, 4

contaminada
sí
sí

contaminada
contaminada

sí
contaminada

sí
sí

Ashby-2 - 
chancaca

A2-C1-L1
A2-C2-L2
A2-C3-L3
A2-C1-H1
A2-C2-H2
A2-C3-H3
A2-C1-P1
A2-C2-P2
A2-C3-P3

lechuga
lechuga
lechuga

haba
haba
haba
papa
papa
papa

-
-
-
-
1
-

1, 2
1, 2

-

-
-
-
-
1
-

1, 6
1
-

contaminada
contaminada
contaminada
contaminada

sí
contaminada

sí
sí

contaminada

Características macroscópicas 1: circular, lisa, crema brillante; 2: circular, regular, elevada, transparente brillante; 
3: ovalada, irregular, elevada, lisa, crema humo; 4: circular, regular, elevada, lisa, verde fosforescente; 5: circular, 
regular, elevada, lisa, marrón; 6: circular, regular, elevada, lisa, transparente brillante, presencia de halo; 7: circu-
lar, regular, elevada, lisa, marrón, presencia de halo. 

Características microscópicas 1: bacilo largo y ovoide; 2: cocobacilos; 3: bacilos; 4: bacilos pequeños; 5: cocoides; 
6: bacilos grandes; 7: bacilos ovoide con quiste.
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Figura 2

Colonias de Azotobacter en los medios de cultivo agar Ashby-2 manitol, sacarosa (azúcar), miel de abeja y chan-
caca

Figura 3

Bacterias coloreadas de Azotobacter aislado de la muestra de suelo del cultivo de lechuga en el medio de cultivo 
agar Ashby-2 manitol (izquierda) y en el agar Ashby-2 manitol Ashby-2 miel de abeja (derecha)
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Figura 4

Bacterias coloreadas de Azotobacter aislado del suelo de cultivo de lechuga en agar Ashby-2 manitol observadas 
en el monitor de la computadora

Todos los medios de cultivo alternativos y control fueron adecuados para el aislamiento de Azotobacter; se 
desarrollaron colonias que provinieron de muestras de suelo de los cultivos de lechuga, papa y haba. El medio 
agar Ashby-2 sacarosa fue el mejor medio de cultivo para el aislamiento de Azotobacter en relación con los otros 
medios de cultivo, considerando que en ella se desarrollaron colonias de Azotobacter, pero de un mayor número 
de muestras de suelo de los cultivos vegetales (tabla 3).

Tabla 3

Medios de cultivo donde se desarrollaron colonias de Azotobacter provenientes de muestras de suelo de la 
rizosfera del cultivo de lechuga, papa y haba

Medio de cultivo Cultivo vegetal Muestras de suelo con 
Azotobacter

Muestras de suelo sin 
Azotobacter

Agar Ashby-2 sacarosa
Agar Ashby-2 miel de abeja
Agar Ashby-2 chancaca
Agar Ashby-2 manitol

lechuga - papa - haba
lechuga - papa - haba
lechuga - papa - haba
lechuga - papa - haba

6
5
3
4

3
4
6
5

Discusión

En el aislamiento de Azotobacter existen varios medios de cultivo comerciales que tienen en común como fuente de 
carbono un azúcar. Alvarado y Gutiérrez (2020) emplearon el agar Pikovskaya para la detección de microorganismos 
solubilizadores de fosfato del suelo, un medio elaborado a base de extracto de levadura que provee nutrientes 
esenciales para las bacterias y de dextrosa como fuente de carbono para el crecimiento bacteriano, benéficos para 
los suelos de cultivos vegetales. Padron et al. (2018), en el medio Pikovskaya, aisló cepas de Azotobacter que 
una vez purificadas sirvieron para que preparara inóculos de esta bacteria en el mismo medio Pikovskaya y en el 
medio de cultivo Ashby, demostrando que estos dos medios sirven para aislar Azotobacter, que tiene la capacidad 
de solubilización de fosfatos y fijación de nitrógeno en suelos; por esto, el agar Ashby que tiene como fuente de 
carbono al manitol usualmente se usa como un medio selectivo comercial para el aislamiento de Azotobacter, que 
es fijadora de nitrógeno y biofertilizante (Ibarra et al., 2021).

El aislamiento de Azotobacter a 27 °C con una incubación de 72 °C en los medios: Ashby-2 manitol, sacarosa, 
miel de abeja y chancaca como fuente de azúcar constituyen las condiciones ambientales y los medios de cultivo 
adecuados para el aislamiento de Azotobacter. Según Clavijo et al. (2012) e Ibarra et al. (2021), el Azotobacter 
crece entre los 23 ºC a 27 ºC en 72 horas en los agares Ashby-1, Ashby-2 y medio Azotobacter. Cabe mencionar que 
el manitol del agar Ashby-2 manitol es una azúcar refinada y de costo alto. Por lo tanto, se demuestra que los medios 
Ashby-2 sacarosa, miel de abeja y de chancaca, al haber tenido como fuente de azúcar natural respectivamente a la 
sacarosa (azúcar de caña de azúcar), miel de abeja y chancaca, los cuales son azúcares naturales de mucho menos 
costo, constituyen medios alternativos al medio agar Ashby-2 manitol para el aislamiento de Azotobacter y que 
el medio Ashby-2 sacarosa y el de miel de abeja muestran mejores características que el agar Ashby-2 manitol 
para el aislamiento de Azotobacter porque sus colonias desarrolladas en ellas provienen de un mayor número de 
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muestras de suelo de los cultivos vegetales, respectivamente 6 y 5, en comparación a 4 del agar Ashby-2 manitol. 
Es posible que esto se deba a que los azúcares naturales, además de su azúcar propiamente dicho, presentan 
nutrientes adicionales como micronutrientes, entre otros, dependiendo del azúcar natural que favorece mucho más 
el crecimiento de Azotobacter.

Conclusiones

Los medios de cultivo, alternativos y control evaluados son adecuados para el aislamiento de Azotobacter, 
siendo los medios alternativos agar Ashby-2 sacarosa y el de miel de abeja mucho mejores que el agar As-
hby-2 manitol para el aislamiento de Azotobacter, por lo que son más recomendables los medios alternativos 
agar Ashby-2 sacarosa y el de miel de abeja para aislar Azotobacter.
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