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RESUMEN

Grupos taxonémicos de los dominios Archaea y Bacteria emplean el nitrdgeno atmosférico y lo
transforman en compuestos de gran importancia a nivel celular como las proteinas y los acidos
nucléicos. Existen varias rutas bioquimicas establecidas dentro de un proceso general denominado
“Ciclo del Nitrogeno”. Las bacterias fijadoras de nitrogeno transforman el Nitrogeno molecular a
Nitrégeno combinado. Estas bacterias son diversas metabdlica y ecoldgicamente en relacién a los
ecosistemas en donde se encuentran. Este estudio tiene como objetivo analizar la composicion y
distribucion de bacterias fijadoras de nitrégeno en ecosistemas naturales y construidos'. Mediante el
aislamiento de microorganismos diazétrofos a partir de muestras de suelo y lodos de aguas residuales
domeésticas e industriales en medios liquidos libres de nitrogeno. Se usaron diferentes fuentes de
carbono y se recuperaron en agar RBA. Se estableci6 por medio de la prueba t-student pareada (t (is)
= -2.40 p=0.03) que el medio RBA permitié la mayor recuperacion de bacterias fijadoras en los
diferentes ecosistemas. De acuerdo con el criterio de informacion de Akaike no se encontraron
diferencias entre los medios con diferentes fuentes de carbono. Se logré aislar siete géneros asociados
a la fijacion de nitrdgeno: Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Azotobacter, Rhizobium, Bacillus y
Escherichia. Géneros que han sido ampliamente estudiados por su alta capacidad de fijacion. El uso
de medios libres de nitrogeno permitié el aislamiento y cuantificacion de bacterias fijadoras de
nitrégeno y representa un avance relevante en el conocimiento de este tipo de microorganismos en
ecosistemas de la region.

Palabras clave: Fijacion biologica de nitrogeno, diazotrofos, aislamiento, medio libre de N,
RBA.

! Se denominan sistemas construidos a los sistemas de tratamiento bioldgico de residuos, industriales y
domésticas



ABSTRACT

Taxonomic groups of Archaea and Bacteria domains take atmospheric nitrogen and transform it into
compounds of great importance at cellular level, such as proteins and nucleic acids, through
biochemical pathways established within a process called "Nitrogen Cycle". Nitrogen-fixing bacteria
are metabolically and ecologically diverse in the ecosystems where they are found. This study aims to
analyze the composition and distribution of nitrogen-fixing bacteria in both natural and artificial
ecosystems®. Consequently, diazotrophic microorganisms were isolated from soil samples and
wastewaters (domestic and industrial) in nitrogen-free liquid media, with different carbon sources,
and in RBA agar. It was established by a paired t-test (t.s= -2.40, p= 0.03) that RBA medium allowed
the greatest recovery of fixing bacteria in different ecosystems. According to Akaike information
criterion (AICc) no differences were found between the media with different carbon sources and
between different localities. It was possible to isolate seven genera of nitrogen-fixing bacteria:
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Azotobacter, Rhizobium, Bacillus and Escherichia. Genera that
have been extensively studied for their high fixing ability. The use of nitrogen-free media allowed the
isolation and quantification of nitrogen-fixing bacteria, which represents a relevant advance in the
knowledge of these microorganisms in ecosystems of the region.

Key words: biological nitrogen fixation, diazotrophs, isolation, N free media, RBA.

% They are denominated artificial systems to the systems of biological treatment of industrial and domestic
residues



INTRODUCCION

El nitrogeno es un elemento fundamental
en la estructura de aminoacidos, &cidos
nucleicos, proteinas y otras moléculas
esenciales de todo ser vivo. Este gas
incoloro, inodoro e inerte, constituye el
79% de la atmosfera terrestre. En los
ecosistemas, este gas es convertido a
formas reactivas involucrando una serie de
reacciones bioquimicas que dan lugar al
denominado “Ciclo del Nitrogeno”. Un
conjunto de reacciones de asimilacion y
desasimilacién, catalizadas por enzimas,
facilitan la transformacion del N, a
diferentes compuestos nitrogenados con
diversos estados de oxidacion (Zhao et al.
2015). La fijacion bioldgica de nitrogeno
(FBN), es el primer paso de este ciclo y
consiste en el rompimiento del triple
enlace de la molécula de N, mediante
reduccion  enzimética dando como
resultado el amonio.

La FBN es desarrollado estrictamente por
procariotas, mayoritariamente del dominio
Bacteria, aunque algunos
microorganismos del dominio Archaea,
especificamente del filo Euryarchaeota
han sido reportados como fijadores de
nitrogeno (Dos Santos et al. 2012). Los
diazotrofos, como se denomina a los
microorganismos fijadores de nitrdgeno, se
han agrupado de acuerdo con sus
relaciones ecoldgicas en: diazétrofos de
vida libre, asociativos no simbiéticos y
asociativos simbidticos (Rodriguez 2014).
Cuentan con un complejo enzimatico
Illamado nitrogenasa, el cual es el
encargado de romper el triple enlace del
N, y estd conformado por dos proteinas:
dinitrogenasa y dinitrogenasa-reductasa.
Ambas proteinas contienen hierro, sin
embargo, en la dinitrogenasa, el hierro
junto al molibdeno forman parte del factor
FeMo-co (MoFe;Sg-homocitrato), sitio

activo para la reduccion del N, (Krapp
2015, Hoffman et al. 2014, Moure et al.
2013 ). Se ha reportado que la fijacion
biolodgica de nitrdgeno anualmente aporta
3.0 Tg de nitrogeno fijado a los
ecosistemas terrestres, ayudando asi en la
fertilizacion de  suelos, produccién
eficiente de alimentos y la disminucion
significativa de fertilizantes nitrogenados
industriales (NUfiez 2012, Lagurara 2014).
Los fertilizantes industriales actualmente
son elaborados en el proceso Haber-
Bosch, empleando catalizadores como el
osmio para unir moléculas de N, e H; a
altas temperaturas y presiones, con
consumos anuales del 1% de la energia del
planeta (Nufiez 2012). En consecuencia se
listan dafios a los ecosistemas,
contaminacion de aguas superficiales y
subterraneas,  desequilibrios de  los
nutrientes en el suelo y el aumento del
efecto invernadero, asociados al proceso
Haber-Bosch (Sullivan et al. 2014). Los
altos contenidos de nitrégeno que llegan a
las fuentes hidricas ocasionan
eutrofizacién de los cuerpos de agua y
pérdidas en las interacciones ecoldgicas de
los microorganismos (Pires et al. 2015,
Ledesma 2013).

Debido a tales efectos en los ecosistemas,
la transformacion por procesos bioldgicos
ofrecen ventajas y representan una
alternativa econdémica y ecolégicamente
limpia frente a la fijacion quimica
(Howard & Rees 1996).

Uno de los retos en términos de fijacion de
nitrdgeno, es el conocimiento de la
diversidad, metabolismo e interacciones de
bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN)
existentes en los diversos ecosistemas,
suelos empleados en agricultura, cuerpos
de agua dulce y salobre, y sistemas de
tratamiento  de  aguas residuales.
Ecosistemas donde se han reportado varios



géneros y especies de microorganismos
diazotrofos (Ansola et al. 2014, Bentzon-
Tilia et al. 2015, Ledesma et al. 2013).
Conocer esta diversidad permitira la
implementacion de nuevas tecnologias
capaces de mantener el equilibrio en el
ciclo del nitrégeno, disminuyendo
significativamente la cantidad de nitrogeno
ingresado a los sistemas por los diferentes
proceso antropicos y con ello, los
contaminantes vertidos al medio ambiente.
Este trabajo tiene como objetivo analizar
la composicion y distribucion de BFN en
diferentes  ecosistemas naturales y
construidos. Realizando una
caracterizacion de BFN cultivables a partir
de indculos provenientes de diferentes
ecosistemas. Y determinar diferencias en
términos de abundancia de bacterias
fijadoras entre los ecosistemas.

METODOLOGIA

En total fueron tomadas cuatro muestras
durante el mes de Junio del 2016 en
diferentes zonas del Departamento del
Valle del Cauca. Dos muestras fueron
tomadas de suelos, uno con vocacion
agricola en la zona de Candelaria (C),
mientras que el otro fue tomado en la parte
alta del pueblo de Pance (P) sin ninguna
intervencion agricola. Ambas muestras
fueron tomadas a una profundidad de
aproximadamente 30 centimetros.

La muestra de lodo del sistema de
tratamiento de aguas residuales
industriales (ARI) fue obtenida de una
planta productora de extractos de levadura
y bio-ingredientes para la nutricion
humana, animal y vegetal, ubicada en la
ciudad de Tulua. La muestra de lodo de un
sistema de tratamiento de aguas residuales
domésticas (ARD), fue tomada en una
planta de tratamiento ubicada en el sur de

la ciudad de Cali.

Todas las muestras fueron recolectadas en
recipientes estériles de 500 mL, no se
refrigeraron 'y se transportaron al
laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia Ambiental del programa de
Ingenieria Sanitaria y Ambiental de la
Universidad del Valle, en el cual fueron
procesadas el mismo dia de la toma de
muestra con el fin de evitar alteraciones en
la composicion microbiana.

Anélisis de cultivabilidad

Debido a que el agua peptonada aportaria
fuente de nitr6geno a las bacterias, las
diluciones seriadas se realizaron en
solucion salina (0.85% NaCl) a partir de
un gramo de muestra de suelo y lodo. Las
diluciones desde 107 hasta 10 de cada
muestra se sembraron por duplicado en
agar nutritivo, tomando 100 pL de cada
dilucién, homogeneizando con perlas e
incubando a 37°C durante 24 horas.
Adicionalmente, se inoculd cada una de las
diluciones en un medio de cultivo liquido
libre de nitrégeno, con cuatro fuentes de
carbono diferente: glucosa, maltosa,
manitol, piruvato de sodio. Cada fuente de
carbono fue evaluada de manera
individual. Los componentes del medio
fueron 2 g/L de la fuente de carbono més
solucién standart (g/L): CaCl,.H,0O, 0.100;
NaCl, 0.100; K;HPO4, 0.100; KH,POy,
0.100; MgSQO,.7H,0, 0.100; NaMo4.2H,0,
0.005; FeS0O4.7H,0, 0.010; MnSQO,4.H,0,
0005 y 3 mL de solucion de
oligoelementos (g/L): H3BO3, 0.30; CoCl,
X 6H,0, 0.20; CuCl, x 2H,0 0.01; MnCl,
X4H20 003, NIC|2 X 6H20, 002,
Na,MoO,4 x 2H,0, 0.03; ZnSO,; x7H0,
0.10.

Las diluciones se incubaron a 37°C
durante 7 a 14 dias dependiendo del grado
de crecimiento observado. Durante la fase



experimental se hicieron tres repiques en
el mismo medio liquido. En el Gltimo
repique, se confirmd el crecimiento
bacteriano midiendo la absorbancia a 620
nm de longitud de onda, en un mL de
medio.. Se tomaron 100 pL y se inoculd
en el mismo tipo de medio (Fuente de
carbono + solucion estandar ) con 15 g/L
de agar-agar, incubando durante 24 horas.
Adicionalmente, se realizd6 el mismo
procedimiento en agar RBA (DSMZ
medio 441) manteniendo las mismas
condiciones de incubacion. La
composicion del medio RBA es: Solucion
A: KH,PO, 0.100 g, K;HPO, 0.900 g,
NaCl 0.100 g, CaCl, x 2 H,O 0.100 g,
MgSO, x 7H,0 0.100 g, Na,MoO,4 x 2H,0
0.005 g, NaVO; x H,0 0.005 g, MnSO4 x
H,O 0.005 g, FeSO, x 7 H,O 0.010 g,
Extracto de levadura 0.050 g, Elementos
traza, solucién. SL-6: 3.000 ml, Agua
destilada 950.000 ml, Agar 15.000 g.
Ajustar pH a 7.3. Solucién B: Succinato
de sodio 1.000 g, DL-Malato 2.000 g,
Piruvato de sodio 1.000 g, D-Manitol
2.000 g, D-Glucosa 2.000 g, Agua
destilada 50.000 ml- Ajustar pH a 7.3
(Bentzon-Tilia et al. 2015).

Se us6 como herramienta para la
clasificacion e identificacion bacteriana el
Manual de Bergey’s (2006). Se realizaron
pruebas bioquimicas para la identificacion
de los géneros asociados con la fijacion de
nitrégeno, complementando las
identificaciones con siembras en medios
selectivos, Eosina-Azul de Metileno
(EMB), Macconkey, Manitol-Levadura
(MYA), Polimixina-Yema de huevo-
Manitol (MYP), Cetrimide,
Actinomicetos, Ashby, NFb y JNFb
(Baldani et al. 2014, Dadook et al. 2014,
Imhoff 2005, Schleifer 2006, Tallent et al.
2012, Vos et al. 2011, Kuever & Widdel
2006, Garrity et al. 2006).

Enzimas codificadas genéticamente como
catalasas, ureasas, peroxidasas, entre otras,
son verificadas y determinadas por pruebas
bioguimicas. Estas enzimas, desarrollan
funciones en el metabolismo bacteriano,
que se evidencian en medios de cultivo
con sustratos especiales, los cuales
contienen indicadores que revelan una
actividad metabolica especifica.

Los fundamentos de las pruebas
bioquimicas que se realizaron son:

-El metabolismo del citrato se lleva a cabo
en Dbacterias poseedoras de Citrato
permeasa, los  productos de la
transformacion del citrato son oxalacetato
y piruvato. Este tltimo en medios alcalinos
genera acidos organicos que hacen que el
medio vire de verde a azul.

- En la prueba ureasa, la enzima ureasa
hidroliza la urea liberando amoniaco y
CO,, productos que alcalinizan el medio y
generan un viraje de amarillo a rojo.

-La enzima B-galactosidasa hidroliza la
lactosa en galactosa y glucosa. Los
microorganismos que poseen esta enzima
son capaces de fermentar lactosa, actividad
que se observa a partir de la produccion de
gas en tubos Durham.
-Nitrato, con esta prueba se detectan
microorganismos que poseen la enzima
Nitrato reductasa, la cual reduce nitratos
en nitritos. Los nitritos se detectan en los
cultivos con la adicion del reactivo de
Griess originando una coloracion roja.
-Gelatina, la presencia de enzimas
proteoliticas que hidrolizan la gelatina, se
confirma con la apariencia acuosa del
medio.

- La enzima Catalasa esta presente en la
mayoria de bacterias aerobias y anaerobias
facultativas. La enzima interacciona con
per6xido de hidrégeno dando como
resultado O, y H,0, liberando burbujas en
el medio, lo cual indica que la prueba es



positiva.

- La accion de la enzima Citocromo-C-
Oxidasa se verifica con la prueba Oxidasa,
identificando cepas bacterianas aerobias o
anaerobias facultativas capaces de oxidar
el compuesto N,N,N',N'-Tetrametil-1,4-
fenilendiamina, observandose una
coloracion azul en el  medio.
-La prueba de motilidad ayuda a detectar
la presencia de flagelos en las bacterias y
su capacidad de  desplazamiento.
-La prueba de Indol confirma la presencia
de Triptofanasa, enzima que hidroliza el
triptéfano generando indol, &cido pirdvico
y amoniaco. El indol se observa con la
adicion de reactivo de
Kovacs, si el medio se torna rojo, la

RESULTADOS

Andlisis de cultivabilidad

La densidad de bacterias generales en
Unidades Formadoras de Colonias por
gramo de suelo (UFC/qg), fue estimada por
conteos directos de colonias en placa, a
partir de muestras de suelo de las

prueba es positiva (Madigan et al. 2008,
Rojas 2011).

Andlisis estadisticos

Con el fin de comparar la capacidad de
recuperar bacterias fijadoras de nitrégeno
entre los medios de cultivos y la cantidad
de bacterias fijadoras en las diferentes
localidades, se emplearon modelos lineales
generalizados con distribucion normal.
Adicionalmente, con el fin de comparar la
capacidad de recuperar bacterias fijadoras
de nitrogeno entre agar RBA y los medios
de cultivo libres de nitrégeno, se realizd
una prueba de t pareada. Los anélisis se
realizaron con el programa estadistico R
3.3.2 (R Development Core Team, 2012).

localidades Pueblo Pance (P) y Candelaria
(C), y lodos de Aguas residuales
domésticas (ARD) y Aguas residuales
industriales (ARI) en agar nutritivo (tabla
1).

Tabla 1. NUmero de colonias en UFC/g de las muestras de suelos y lodos de las diferentes

localidades en agar nutritivo.

Localidad UFC/g

P 1,09x10°
C 3,00 x107
ARD 3,00 x107
ARI 1,07 x10°

La tabla 1 indica que la mayor densidad de
bacterias generales en UFC/g se encontro
en las localidades C y ARD, mientras que
la menor densidad se observo en la
muestra de la localidad P. Los conteos
directos en placa son un estimativo de la
diversidad de las muestras en términos de

abundancia relativa de colonias, pero
requiere de pruebas adicionales de
identificacion que permitan establecer el
estado de diversidad de las especies.

Para el caso del medio de cultivo RBA, un
total de diecinueve colonias con
caracteristicas morfologicas diferentes se



seleccionaron. El criterio de seleccion de
los morfotipos se basé en la coloracion,
forma, borde, elevacion y tamafio de las
colonias, de acuerdo con la Guia de
Laboratorio de Microbiologia General,
Departamento de Biologia, Universidad
del Valle (Torres 2014). La tabla 2
muestra la descripcion macroscopica de las

bacterias fijadoras aisladas de las
localidades P, C, ARD y ARI. De los
diecinueve morfos aislados, doce se
observaron en la localidad P, ocho en la C,
siete en ARD y nueve en ARI, de los
cuales, soélo cuatro se encontraron en la
localidad P, uno en la C, uno en ARD y
tres en ARI.

Tabla 2. Caracteristicas macroscépicas para la identificacion de las colonias aisladas

MORFO

CARACTERISTICAS

FOTOGRAFIA

LOCALIDAD

Colonias pequenas,
redondas, transparentes,
acuosas de  borde
entero, planas.

Colonias pequenas,
puntiformes, blancas de
borde  irregular y
planas.

Colonias grandes, en
forma de gota de agua,
transparentes de borde
irregular.

Colonias  puntiforme,
de color crema a blanco
de borde irregular y
planas.

P, C, ARD Yy ARI

C, ARDyARI

P, C, ARD Yy ARI

C YARI



10.

11.

12.

Colonias pequenas,
circulares de bordes
enteros, convexos Yy
acuosos.

Colonias transparentes,
puntiformes de borde
ondulado y planas.

Colonias pequefias,
puntiformes de borde
ondulado, blancas y
planas.

Colonias honguiformes,
filamentosas de borde
filamentoso.

Colonias pequenas,
puntiformes de borde
entero, color crema y
planas.

Colonia honguiforme,
cremosa, plana de
borde filamentoso.

Colonias redondas,

P, C, ARD Yy ARI

P, C, ARD Yy ARI

PyARI



13.

14.

15.

16.

17.

20.

grandes

Colonias redondas de
borde entero, convexas
y blancas-cremosas.

Colonias pequenfas,
puntiformes,
transparentes, similares
al morfo 1.

Colonias de  borde
ondulado, irregulares,
planas y blancas.

Colonias de Dborde
irregular, transparentes-
cremosas, Convexas.

Colonias circulares,
transparentes de borde
entero.

ARD

ARDy ARI

ARI

ARI



Colonias pequenas,

21. puntiformes, blancas y P
planas.
Colonias  uniformes,

23. transparentes, convexas ARI
de borde ondulado,
irregulares.

A los  morfotipos  caracterizados positiva 0 negativa, y citrato negativa. Por

macroscopicamente, se les realiz6 pruebas
bioquimicas y se logr6 identificar los
géneros Klebsiella, Enterobacter,
Azotobacter,  Citrobacter, Rhizobium,
Bacillus y Escherichia. La tabla 3 muestra
los resultados de las reacciones de
identificacion de los géneros y como
complemento a las pruebas bioquimicas se
realizaron tinciones de Gram relacionadas
en latabla 4.

Los analisis morfologicos y fisioldgicos
comunes para la identificacion de géneros
de la  familia  Enterobacteriaceae
(Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter vy
Escherichia) son: oxidasa negativa,
catalasa positiva, reduccion de nitratos a
nitritos y morfolégicamente son bacilos
gramnegativos. Para distinguir entre los
géneros de esta familia, se observaron las
particularidades de cada uno de acuerdo
con el diagndstico realizado. El género
Escherichia a diferencia de los otros
géneros es indol positiva, movilidad

otro lado, la presencia de la enzima ureasa
se evidencid en Klebsiella, caracteristica
diferencial que permitié su identificacion.
Las pruebas bioquimicas realizadas no
permitieron establecer diferencias entre los
géneros Citrobacter y Enterobacter, sin
embargo, posteriores siembras en medios
selectivos confirmaron el aislamiento de
ambos generos.

Continuando con la caracterizacion de los
géneros, se encontrd que tanto Rhizobium
como Azotobacter son bacilos gram
negativos, con respuestas similares a las
pruebas desarrolladas. La Unica diferencia
establecida entre ambos géneros es la
presencia de citrato permeasa en los
aislados de Azotobacter.

Por otro lado, morfolégicamente el género
Bacillus fue el Gnico bacilo gram positivo,
no posee la enzima ureasa, presenta
enzimas proteoliticas que hidrolizan la
gelatina y al igual que los demas géneros
aislados es catalasa positiva.



Tabla 3. Pruebas bioquimicas para la identificacion de las colonias aisladas.

Género Citr Ur B- Nitra Gelati Catala Oxida Movilid Ind Gra
ato ea galactosid to na sa sa ad ol m
asa
Rizhobium - + + + - + + R
Citrobacter + - d + , + . )
Azotobacter + + + - + + ;
Klebsiella + + + - + - - - R
Enterobacter + - + + Lento + - + - -
Escherichia - - + + - + - +0- + R
Bacillus + - + + + + - + - +

d* Variacion entre el 26-75% de las reacciones.

Tabla 4. Caracteristicas microscopicas para la identificacion de las colonias aisladas

GENERO CARACTERISTICAS FOTOGRAFIA

Azotobacter Bacilos Gram negativos

Citrobacter Bacilos Gram negativos

Klebsiella Bacilos Gram negativos




Enterobacter- Bacilos cortos, Gram
Citrobacter negativos

Bacilos cortos, Gram

Escherichia )
negativos

Bacilos delgados, alargados
forman cadenas, Gram
positivos

Bacillus

La confirmacién de todos los géneros
encontrados, se realizO en medios
selectivos y diferenciales. Las especies de
enterobacterias crecieron facilmente en
agar Eosina Azul de Metileno, debido a su
rapido desarrollo y escasos requerimientos
nutricionales.

El medio YMA es el medio mas usado
para el aislamiento y caracterizacion de
Rhizobium, lo cual permitié diferenciarlo
de otros microorganismos.

El agar MYP es un medio selectivo y
diferencial que mostr6 la capacidad de
Bacillus de utilizar manitol. Y la adicion
de Polymyxin B inhibi6 el crecimiento de
bacterias Gram negativas.
Azotobacter crecié en Ashby, debido a su

capacidad de usar manitol y nitrogeno
atmosférico.

No se observé crecimiento en agar
Cetrimide, indicando que dentro de los
aislados no se obtuvo colonias del género
Pseudomonas.

El agar Actinomicetos se uso para verificar
la presencia de actinomicetos en los
aislados, pero los resultados no fueron
concluyentes, motivo por el cual no se
reportd en este trabajo. Finalmente, no se
pudo comprobar la presencia de
Herbaspirillum ni Azospirillum, a través
de los medios de cultivo JNFb y NFb.

En la figura 1 se observa la morfologia de
los géneros aislados y verificados en los
medios selectivos.



Figura 1. Aislamiento e identificacion de bacterias fijadoras de nitrégeno en diferentes medios selectivos. A.
Enterobacter en EMB, B. Escherichia coli en EMB, C. Klebsiella en EMB, D. Rhizobium en YMA, E. Bacillus

en MYP, F. Citrobacter en EMB, G. Azotobacter en Ashby.

Anélisis estadisticos

Los datos obtenidos a partir de los
recuentos en medios con diferentes fuentes
de carbono y agar RBA, indicaron que no
se presentan diferencias en la cantidad de
bacterias fijadoras entre las diferentes
fuentes de carbono ni entre las diferentes
localidades. EI modelo constante fue el
que recibié mayor soporte por parte de los
datos (menor valor de AICc) para los
medios con diferentes fuentes de carbono
y para RBA, de acuerdo con este se
encontrd un valor promedio [intervalo de
confianza del 95%] de bacterias fijadoras

de 11.581.414 [3.986.323, 33.647.340]
para agar RBA y de 2.774.825 [1.113.593,
6.914.249] para las diferentes fuentes de
carbono. Adicionalmente, se compararon
los valores de UFC/g del medio RBA y de
los medios con diferentes fuentes de
carbono a través de una prueba t-student
pareada, encontrando diferencias
significativas (t . = -2.40 p=0.03) de
valores promedios para medios de cultivo
con diferentes fuentes de carbono
(promedio: de 8.261.123, desviacion
estdndar=9.539.137) y para agar RBA
(51.523.217, 71.120.749). Esta prueba



permitio establecer que los valores de
recuperacion de bacterias fijadoras en agar
RBA fueron mayores comparados con los

medios de cultivo con diferentes fuentes
de carbono.

Tabla 5a. Comparacion de modelos para la recuperacion de bacterias fijadoras de nitrégeno a
partir de medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono. AlCc: Criterio de informacion
de Akaike corregido para muestras pequefias.

Diferentes fuentes de Carbono

Modelo
Constante 2
Localidad 5
Medio 5
Localidad + 8

Medio

Parametros

AlCc Delta Peso
7420 0,00 0,98
8340 922 0,01
83,60 946 0,01

102,20 27,96 0,00

Tabla 5b. Comparacién de modelos para la recuperacion de bacterias fijadoras de nitrégeno a
partir de agar RBA. AICc: Criterio de informacion de Akaike corregido para muestras
pequefas. Seleccidn del modelo lineal generalizado a partir de agar RBA

Agar RBA
Modelo Parametros AlCc Delta Pes
0

Constante 2 69,20 0,00 0,93
Localidad 5 74,60 537 0,06
Medio 5 78,90 9,66 0,01
Localidad 8 93,10 23,87 0,00
+ Medio

DISCUSION

La densidad de bacterias generales en
UFC/g de suelo y lodo fue mayor en los
ecosistemas C y ARD, mientras que la
localidad P, presentd la menor densidad.
Este resultado probablemente puede ser
explicado por la presencia de altas cargas
de materia organica en el caso de la
localidad ARD y con posibles procesos de

seleccion de microorganismos en la
localidad C, debido a la actividad agricola
que se desarrolla, influyendo en mayores
concentraciones bacterianas por unidad de
area (gramo de suelo y lodo). Esto no
implica que suelos poco intervenidos
antropicamente como la localidad P
posean menos microorganismos, por el
contrario existe una mayor riqueza de
especies pese a que las abundancias



relativas registradas en este trabajo sean
menores, lo que se confirmd con la
cantidad de morfotipos aislados de la
localidad P en comparacion con las demas
localidades (Tabla 2). Se debe tener en
cuenta que la distribucion ecologica de las
bacterias en ecosistemas especificos esta
modulada por diversos factores como
caracteristicas quimicas y fisicas de los
sustratos, humedad, materia organica, pH e
interacciones microbianas (Mantilla et al.
2007).

En el aislamiento de microorganismos
fijadores de nitrogeno los medios de
cultivo fueron determinantes en el proceso.
Debido a que la fuente de nitrogeno y
carbono son esenciales y constituyen un
aspecto clave en el crecimiento de los
microorganismos (Mirza & Rodrigues
2012). En diazétrofos, la disponibilidad de
fuentes de nitrogeno en los medios de
cultivo reduce o inhibe la actividad del
complejo nitrogenasa, por tal razén es
recomendable que durante el aislamiento
de bacterias fijadoras de nitrégeno, la
fuente de nitrogeno sea insignificante o
inexistente. Gutiérrez-Rojas et al. (2011)
evaluaron medios de cultivo combinando
fuentes de carbono: sacarosa, glucosa,
manitol y benzoato de sodio, con fuentes
de nitrégeno: extracto de levadura,
extracto de carne, cloruro de amonio y
sulfato de amonio. Mostrando que bajas
concentraciones de extracto de levadura
combinado con sacarosa como fuente de
carbono, permitié la mayor actividad de la
nitrogenasa y el aumento de biomasa en
Azotobacter chroococcum. Al igual que
estos autores, se logro aislar cepas del
género Azotobacter y ademas se encontro
que las diferentes fuentes de carbono del
medio RBA (Succinato de sodio, DL-
malato, piruvato de sodio, manitol y
glucosa) permitieron la mayor

recuperacion de bacterias fijadoras. En la
investigacion realizada por Behrendt et al.
(2010), emplearon agar RBA en el
aislamiento de Paenibacillus en suelos de
Alemania, reportando cantidades
significativas de los aislados. Por otro
lado, el uso de glucosa, maltosa, manitol y
piruvato como fuentes de carbono para
aislar fijadoras no mostraron diferencias en
términos de UFC/g. Pese a que no se
observaron diferencias entre los medios
con diferentes fuentes de carbono, en
promedio, el medio que contenia glucosa
presentd el mayor valor en UFC/g, seguido
por manitol, piruvato y maltosa. Las
fuentes de carbono en medios de cultivo
reviste gran importancia debido a la
necesidad de las células de grandes
cantidades de carbono para elaborar nuevo
material celular. Y el uso de fuentes de
carbono especificas permite el crecimiento
de determinados microorganismos.
Influyendo en la identificacion de los
mismos. En estudios previos se ha
observado que el uso de medios de cultivo
con manitol como fuente de carbono,
permite el crecimiento de cepas del género
Azotobacter debido a sus altas tasas
metabdlicas y altos requerimientos
energéticos (Inomura et al. 2017). En
microorganismos fijadores de nitrégeno
los costos energéticos son elevados debido
a que el rompimiento de una molécula de
N2 requiere el uso aproximado de 16
moléculas de ATP. El consumo de ATP
puede ser la explicacion por la cual la
mayor recuperacion de fijadoras se dio en
el medio de cultivo que contenia glucosa.
Ya que la glucosa es el principal
componente organico que permite llevar a
cabo la respiracién celular generando entre
36-38 moléculas de ATP (Madigan et al.
2011). En la primera etapa de la
respiracion celular por cada glucosa se



generan dos moléculas de piruvato, dos de
NADH y dos de ATP. Por el contrario,
cuando se usO el medio de cultivo que
contenia piruvato como fuente de carbono
se obtuvo menores recuentos, debido a que
el crecimiento celular en este medio fue
menor por el hecho de que por gramo de
piruvato empleado existia la mitad de
moléculas de piruvato, NADH y ATP
comparado con el medio de cultivo que
contenia glucosa. Sin embargo nuestros
resultados mostraron que el medio con
menor promedio de UFC/g fue maltosa y
si nos basamos en este mismo criterio de
comparacion, tenemos que por cada
maltosa en condiciones normales, se
formarian 4 moléculas de piruvato que
ingresaria a la respiracion celular. Valor
que duplica la cantidad de moléculas de
ATP, una de las posibles explicaciones es
la especificidad metabdlica que presentan
los microorganismos, las cuales son
determinadas por un amplio espectro de
genes que regulan la utilizacion de fuentes
de carbono y nitrégeno, incluyendo un
amplio grupo de genes transportadores
(Yan et al. 2008). Estos autores reportaron
sistemas de transporte de carbohidratos en
Pseudomona stutzeri, especie asociada con
la fijacion de nitrogeno. La disponibilidad
0 no de transportadores de carbohidratos a
nivel celular limita significativamente el
uso de fuentes de carbono especificas,
como maltosa (Alvarez et al. 2015).
Dando como resultado mayor o menor uso
de determinadas fuentes de carbono por
microorganismos diazotrofos.

A partir de los aislados de bacterias
fijadoras de nitrogeno provenientes de
suelos y lodos de aguas residuales
domésticas e industriales del Valle del
Cauca, se identificaron siete géneros
asociados con FBN. De acuerdo con las
pruebas bioguimicas y las siembras en

medios selectivos, los géneros
corresponden a Azotobacter, Bacillus,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella,
Rhizobium y Escherichia con la especie E.
coli. El  aislamiento  de  estos
microorganismos en medio libre de
nitrogeno  permiti6  asociarlos  con
microorganismos  capaces de  fijar
nitrogeno. Los generos aislados en esta
investigacion pertenecen a la clase
Gammaproteobacteria, familias
Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae;
clase Alphaproteobacteria, familia
Rhizobiaceae; y clase Bacilli, familia
Bacillaceae (Garrity et al. 2006, Vos et al.
2011, Imhoff 2005). Se ha reportado que
estos géneros presentan  actividades
metabolicas que promueven el crecimiento
vegetal (PGP), y han sido aislados de
cultivos de gran interés para la
alimentacion humana (Beneduzi et al.
2013, Hungria et al. 2013). La produccion
de metabolitos en estos géneros, les
permiten establecer interacciones y llevar a
cabo procesos, como solubilizacion de
fosfatos, produccién de sideroforos,
fitohormonas y fijacion de nitrégeno (de
Souza et al. 2015).

Los géneros Bacillus y Escherichia se
aislaron en todos los ecosistemas
muestreados, lo cual indica la diversidad
de adaptaciones que tienen ambos géneros
a diferentes condiciones ambientales.
Presentes tanto en suelos con actividades
agricolas, como en sistemas de tratamiento
de aguas residuales con altas cargas de
contaminantes. Ejerciendo probablemente
funciones  similares en condiciones
completamente diferentes. Especies de
Bacillus se distribuyen ampliamente en
polvo, suelos, rios, lagos y sistemas de
tratamiento de aguas residuales (Ostos-
Ortiz et al. 2006, Tobon et al. 2017).
Lamizadeh et al. (2016) aislaron bacterias



fijadoras de suelos salinos y no salinos de
Iran, encontrando que el género Bacillus
fue el mas dominante en ambos tipos de
suelo. Avellaneda-Torres & Torres-Rojas
(2015) reportaron la presencia de géneros
de la familia Bacillaceae y
Enterobacteriaceae  en  paramos  de
Colombia, mostrando una vez mas la
amplia distribucion de estas familias en
ecosistemas adversos.

Azotobacter y Rhizobium se aislaron de las
localidades P, C y ARI. Investigaciones
realizadas por Flores-Felix et al. (2013)
reportaron el aislamiento de Azotobacter y
Rhizobium de rizosfera. La importancia del
aislamiento de estos géneros en diferentes
ecosistemas radica en los multiples usos de
estos microorganismos para la
rehabilitacion de ecosistemas. Estos
autores proponen el uso de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal como
una alternativa, gracias a que las
rizobacterias facilitan la disponibilidad de
nutrientes en los suelos. Jiménez et al.
(2011) reportaron veinticuatro morfologias
celulares de Azotobacter, obtenidas de
muestras de rizosfera de cultivos organicos
de Sogamoso y Tibasosa, Colombia,
reporte que deja en evidencia el amplio
rango de distribucion de rizobacterias del
género en suelos colombianos. Pese a la
relevancia que tienen las especies del
género Rhizobium y el conocimiento
adquirido de estas especies sobre su
metabolismo como fijador de nitrégeno, se
requieren mas investigaciones enfocadas
en la importancia ecoldgica como
microorganismo de vida libre (Murumkar,
et al. 2014, Flores-Félix et al. 2013) .
Citrobacter se aislé a partir de la muestra
de suelo de la localidad C. Se ha descrito
que este género se encuentra asociado a la
rizosfera de una gran variedad de plantas.
Este resultado concuerda con el reportado

por Habib et al. (2016) quienes aislaron
cepas de Citrobacter y Bacillus de
rizosfera de cultivos de arroz en Malasia,
reportando la capacidad de ambos géneros
como rizobacterias  promotoras  de
crecimiento vegetal y su importancia en la
fijacion de nitrogeno.

El género Klebsiella se observo en ambos
sistemas de tratamiento de aguas
residuales, gran variedad de estudios
muestran que especies de este género se
encuentran habitualmente en ambientes
acuaticos y terrestres (suelos), y que la
mayoria de sus cepas poseen la capacidad
de fijar nitrogeno atmosférico (Madigan et
al. 2011).

Especies del género Enterobacter como
Enterobacter aerogenes habitualmente son
aisladas de fuentes hidricas y sistemas de
tratamiento de aguas residuales. En esta
investigacion se aislo6 de  suelos,
localidades P y C, y de sistemas de
tratamiento de aguas residuales
industriales, ARI. Hallazgos de Kampfer et
al. (2005) citado por Egamberdieva et al.
(2014) indicaron que E. radicincitans y E.
cloacae han sido encontradas en rizosfera
de trigop y arroz, promoviendo el
crecimiento vegetal en estos cultivos.

El aislamiento de géneros de la familia
Enterobacteriaceae (Enterobacter vy
Escherichia) provenientes de muestras de
suelo de la localidad P representa la
oportunidad de obtener una amplia gama
de bacterias con potencial en procesos de
biofertilizacion sin afectar la salud de
plantas ni animales. Por el contrario,
estudios como los realizados por Garcia-
Fraile (2012) refutan el uso de especies de
enterobacterias como Escherichia coli. en
biofertilizantes y como promotores de
crecimiento vegetal debido a su capacidad
de persistir en los alimentos. Los sistemas
de tratamiento de aguas residuales



domésticas e industriales representan una
fuente de posibles microorganismos
fijadores de nitrogeno y depuradores que
posiblemente contribuiran en el reuso del
agua y en la restauracion de suelos
(Guadarrama & Galvan 2015).

CONCLUSIONES

La fijacion bioldgica de nitrégeno
representa una gran alternativa para
mejorar las practicas de produccion
agricola. En este estudio se report6 que la
clase de las Gammaproteobacterias fue el
grupo mas representativo, con géneros de
la familia Enterobacteriaceae:
Enterobacter, Citrobacter, Escherichia y
Klebsiella. Y la familia
Pseudomonadaceae con el  género
Azotobacter. Se aislaron los géneros
Rhizobium y Bacillus. Los géneros
Escherichia y Bacillus, fueron ubicuos en
todos los ecosistemas. Enterobacter,
Azotobacter, y Rhizobium se aislaron de
las localidades Candelaria, Pueblo Pance y
ARI. Klebsiella se aislo de ambos sistemas
de tratamiento de aguas residuales v,
Citrobacter de la localidad Candelaria.
Los medios de cultivo libres de nitrdgeno
permitieron el aislamiento de los géneros
bacterianos. Medios con diferentes fuentes
de carbono, glucosa, maltosa, manitol y
piruvato, no mostraron diferencias en la
recuperacion de fijadoras de nitrogeno. Por
otro lado, la mejor recuperacion de
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