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Resumen

La degradacion de la praderas en el departameht@edar ha conducido a la pérdida de la compietid,
de los sistemas ganaderos, siendo entre otrdsfidencia de nitrégeno una de las principatesisas. El
objetivo de este proyecto fue aislar bacteriasatiaficas asociadas a pastos en el departamentGedalr,
cuantificar y evaluar su potencial de fijacion bgita de nitrégeno, con el fin de seleccionar alizar la
caracterizacion molecular de los aislamientos @oros para la futura inoculacion en plantas. lhasterias
fijadoras de nitr6geno, asociadas a gramineaspriaisladas de tres cultivos de paftlaricum maximum
Dichantium aristatumy Brachiaria sp.) en dos épocas climaticas (lluvia y sequiajlai tipos de suelo
(localizados en sabana y valle) del departamentGelsar encontrando que la época climatica y éivoudle
pasto influyen la poblacion de bacterias diazate®i El aislamiento fue realizado a partir de suelo
rizosférico, raices, hojas y tallos en medios déveusemiespecificos sélidos y semisdlidos sinnfeede
nitrégeno, creciendo en un ambiente bajo de oxidBiibereineret al., 1995). De los 352 aislamientos
obtenidos en los medios de cultivo NFBzspirillum sp.), LGl @Azospirilum amazonenge JMV
(Burkholderia sp.), LGI-P Gluconacetobactersp.), LG {Azotobacter sp.), LGD {Qerxia sp.) y
BEIJERINICKIA (Beijerinickia sp.), fueron escogidos los aislamientos SRG6, SE&RRA2, SRG4, SRAS5,
SRG5, SRG3, RA1l, RA12, SRA3, SRA5 y SRG7 por ahilidad de fijar nitrdgendn vitro (2.246,17;
519,60; 269,35; 123,70; 63,34; 44,68; 10,72; 2,921; 0,82; 0,81; 0,66 de nmol deHz h™* mL™,
respectivamente) y fueron identificados segun élisia de la secuencia del ge®S rRNA. Se observd una
diversidad de bacterias diazotréficas asociadasamigeas, pertenecientes a los géndwmsspirillumy

Klebsiella

Palabras clave:Aislamiento, identificacién, bacterias diazotréficas, fijacida nitrdgeno, gen 16S rRNA,
pastos, Cesar



Abstract

The degradation of the grassland in the departoEfesar has led to the loss of competitivenesthef
cattle systems, being the nitrogen deficiency dnth@ main causes. The aim of this project wassttaie
diazotrophic bacteria associated with pasturehéndepartment of Cesar, and to quantify and touatal
their potential for biological nitrogen fixatiom iorder to select and make the molecular charaetésn of
the promising isolates for a future inoculatiorplants. The nitrogen-fixing bacteria associatedwitasses,
were isolated from three crops of graBarficum maximum, Dichantium aristat@ndBrachiaria sp.) in two
climatic seasons (rain and drought) and from twib types (located in the valley and savannah) ia th
department of Cesarm finding that climatic seasod the crop of grass influence the population of
diazotrophic bacteria. The isolation was made frmirospheric soil, roots, leaves and stems growimg i
semispecific culture media without any source tfogien and a low oxygen environment (Doberegteal,
1995). Of the 352 isolates obtained from the caltaredia NFb Azospirillum sp.), LGl @zospirillum
amazonenge JMV (Burkholderiasp.), LGI-P Gluconacetobactesp.), LG Azotobactersp.), LGD Derxia
sp .) BEIJERINICKIA Beijerinickia sp.), were chosen the isolates SRG6, SRA4, SRALGASBSRADS,
SRG5, SRG3, RA1l, RA12, SRA3, SRA5 and SRG7 foir thkility to fix nitrogenin vitro (2.246,17;
519.60, 269.35, 123.70, 63.34, 44.68, 10.72, 21921, 0.82, 0.81, 0.66 of nmol ofd, h* mL *
respectively) and were identified according to @halysis of the sequence of the gene 16S rRNA.elWas

a variety of diazotrophic bacteria associated vgtsses, belonging to the genekaospirillum and

Klebsiella.

Key words: Isolation, identification, diazotrophic bacteriaifrogen fixation, 16S rNA, grasses, Cesar.
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1. Introduccién

Con excepcion del agua, el nitrégeno es considegadwralmente el nutriente mas limitante para el
crecimiento de las plantas en su ambiente natirah¢o & Dobereiner, 1994) y es un constituyenenesl

de moléculas fundamentales de todos los seres:\awnimoacidos, proteinas, acidos nucleicos, vitasin
entre otros. El nitrdgeno molecular JNes la Unica reserva de nitrégeno accesible éinkfera, la cual es
practicamente ilimitada y no es directamente atilez por los vegetales y animales. Para que elgpit@
molecular pueda ser asimilado, es necesario queesie&ido y los Unicos seres capaces de realizar es
reaccion son los organismos pertenecientes a lmindis Eubacteriay Archea por el proceso denominado

fijacién biolégica de nitrégeno (Baed al, 2000).

La fijacion biol6gica de nitrdgeno es un procesaliangte el cual la mayor parte de nitrégeno atmasfée

ha incorporado a la materia viva, a lo largo devalucion del planeta. Este proceso constituyeitecipal

via de incorporacién de nitrégeno al ecosistema& gonstantemente es reciclado para la atmoésfera
principalmente por la accion de organismos descoeqiares de materia organica en el suelo. La
transformacién del nitrdgeno no es exclusivamerti®dgica: las radiaciones ultravioleta representari 0%

del aporte global; la industria de los fertilizantporta un 25%, por lo que la fijacion biol6gieanitrégeno
contribuye con el 60% aproximadamefi@acaet al 2000).

De esta forma, la accién de los microorganismadijes de nitrégeno y denitrificadores garantiza un
reservorio inagotable de nitrégeno en la atméstaadijacion biolégica de nitrégeno contribuye antener

un ecosistema en equilibrio, lo que conlleva a&tiuccién en la aplicacién de dosis excesivas dgpuaestos
nitrogenados de sintesis, como por ejemplo el toitgue contamina aguas y los vegetales que seran
consumidos por el hombre.De esta forma, positglitdesarrollo de una agricultura menos agresivaeto
medio ambiente (Peoples & Craswell, 1992).

Varios sistemas de fijacién bioldgica de nitroggadchan sido descritos en organismos procariétidestro

de los organismos que fijan nitrégeno (6 diazotad) muchos son heterétrofos, los cuales necesitan
suplemento de carbono reducido y otros dependeneat@imente de la energia luminica. En general,
requieren de una simbiosis con un hospedero eticarid pueden ser de vida libre, compitiendo cansot
microorganismos por la materia organica disponible el ambiente. Han sido descritas especies
representantes de varios grupos de procariotesfijgue nitrogeno, tales como: bacterias fotosing&ic
(Rhodospirillum rubruy bacterias anaerdbica€lgstridium spp.), microaerdbicasAgospirillum spp.,
Herbaspirillum spp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Azorhizobium icaaans Azoarcus spp.,

Burkholderia spp., Klebsiella spp., entre otros), bacterias aerébicAzofobacter spp., Derxia spp.,
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Beijerinckia spp.) y también algunas especies de cianobactémlgas verde-azules) y actinomycetes
(Frankiasp.) (Sprent & Sprent, 1990).

Segun Evans & Burris (1992), se pueden caractetiear grupos de bacterias fijadoras de nitrégeam: |

bacterias diazotroficas de vida libre, asociatiwvasnbioticas.

Los diazétrofos de vida libre son heterétrofogjuigendo ecosistemas capaces de brindar una fulente
carbono utilizable, necesario para la fijacion degeno. Estos microorganismos fueron los primemser
conocidos como es el caso dgeijerinckia fluminensis/ Beijerinckia indica aisladas de la rizosfera de
plantas de cafia de azucar en suelos tropicalesystimmdo su potencial en asociaciones con gramineas
(Débereiner & Ruschel, 1958; Dobereiner & Alvahydi®59). Dentro de las bacterias de vida libre
encontramos la familidzotobacteraceaque esta representada en su mayoria por el géaetobacterel

cual es aerdébico, heterétrofo y fijador de nitramenlas especies mas conocidas Aorchroococcum, A.
vinelandiiy A. paspalj siendo esta ultima la mas estudiada ecol6gicam@wcking, 1991b, Dbbereinet

al, 1995).

Las bacterias diazotroficas asociativas tienerapmcidad de asociacion con gramineas, dentro driddss
se encuentran especies forrajeras utilizadas cdimerdo por la ganaderia bovina (Dobereiner, 1970;
Dobereiner & Campélo, 1971; Becking, 1991a; Dolene’& Day, 1976; Reinholét al 1987; Reist al,
2004); de acuerdo a lo propuesto por Baldgnal. en 1997, éstas se dividen en enddfitos facultativo
(pueden colonizar tanto la rizésfera como el intede las raices) y obligados (colonizan el iotede las

raices).

Respecto a los endofitos facultativos, solamergpulss del redescubrimiento del génzospirillum(grupo
predominante) por Débereiner & Day (1975), los tfaws del mundo mostraron interés por la asoéiadie
diazétrofos con gramineas. Los microorganismosstiegénero se encuentran tanto en el interior amla
superficie de las raices de muchas gramineas dmagaj(D6bereiner & Baldani, 1982). La distribucion
ecolégica deAzospirillumspp. es extremadamente amplia, siendo considemada una bacteria universal
gue coloniza plantas que crecen en diferentesatalfiDobereineet al, 1976; Dobereiner & Pedrosa, 1987).
Otras especies también han sido encontradas era@saccon plantas monocotiledéneas incluyendozarro
sorgo, cafia de azucar, gramineas forrajeras, etrae (D6bereineet al, 1976; Haahteleet al, 1981;
Reinholdet al 1987) y con dicotiledoneas. El género fue definidr Tarrancet al. (1978) y comprende
nueve especies caracterizadas fenotipicamentenatisis DNA:DNA y por secuencia del gen 16S rRNA
A. brasilenseg/ A. lipoferum(Tarrandet al, 1978), A. amazonen@dagalhaest al, 1983),A. halopraeferens
(Reinholdet al, 1987), A. irakensdKhammanset al, 1989),A. largimobiley A. dobereinera¢Eckertet al,
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2001). Algunas especies Aeospirillumson capaces de producir reguladores de crecimieggtal como el

acido indolacético (Vanderleyden, 2000).

La caracteristica de diazétrofos enddfitos obligafile descubierta recientemente y parece ser planse
explicar una contribucién de la fijacion de nitrdgenucho mas eficiente, especialmente en losctrpen
relacion con las asociaciones rizosféricas en aintisros (DObereiner, 1995; Débereiratral, 1995). A este
grupo de microorganismos pertened8huconacetobacter diazotrophic(8avalcante & Dobereiner, 1988),
Herbaspirillum seropedicaéBaldaniet al 1986),Herbaspirillum rubrisubalbicangBaldani, 1996: Gilliset
al, 1991; Baldanet al.,1996),Klebsiella pneumoniaéDoolittle etal., 2007) yBurkholderiaspp. (Yabuuchi
et al 1992).

La capacidad de fijar nitrdgeno simbiéticamenteeseuentra en varios grupos de microorganismos y en
algunos casos se observa la formacién de estractliferenciadas. En relaciéon a los rizobios, dwant
asociacion con las plantas leguminosas, se obsesgamucturas que se denominan nddulos. Estos
microorganismos tienen la capacidad de invadird&es de las plantas leguminosas en zonas estbson

en zonas tropicales, haciendo que ocurra la fodnadel nédulo. En el nédulo, la bacteria, en smfode
bacteroide estd involucrada en la fijacion biolégie nitrégeno atmosférico de una forma combinada
(amonio) que puede ser utilizado por la planta eeés Actualmente son conocidos cinco géneros de
diazotrofos simbidticos de la familiaRhizobiaceae Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium Allorhizobium (Dreyfus et al, 1988; De Lajudiest al, 1994; Martinez-
Romero & Caballero-Mellado, 1996; Jareisal, 1997; De Lajudiet al, 1998).

Historica y econ6micamente, varios diazotrofos sidn ampliamente utilizados como organismos modelo
para investigaciones en laboratorio. Asi cor@tostridum pasteuurianum, Azotobacter vinelanglii
Azotobacter chroococcuffiaeron utilizados para el aislamiento y caractamiizn de la enzima nitrogenasa.
Klebsiella pneumoniaead. vinelandij A. chroococcuny una especie dénabaenahan sido utilizados en
estudios de genética en la fijacion bioldgica degeno (Haselkoret al, 1985; Postgate, 1983).

Para el aislamiento de microorganismos diazotréfsm han utilizado medios de cultivo libres dedgiino,
siendo el caso de los medios de cultivo libres ii®geno semisélidos, que han sido la clave para el
aislamiento de un gran nimero de diaz6trofos masaddicos. La técnica del uso de estos mediosutiero

es muy sencilla y Gtil cuando hay gran abundareimittroorganismos diazotroficos asociados condies.

Se pueden obtener cultivos puros con pocos pas@airifcacion y sin mucha dificultad. Esta técnita
permitido el descubrimiento de cuatro cepasAdespirillum Campilobacter nitrofigilies, Herbaspirillum
seripeducaealgunas especies diazotroficas REeudomonas, Gluconacetobacter diazotrophic@Bacillus

azotofixans.
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En Colombia la ganaderia bovina se desarrollalar¢m y ancho de toda la geografia nacional. Laided
se desarrolla en cinco regiones ganaderas biemidhesi

« Zona Norte o Llanuras del Caribe, conformada perdepartamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar,
Cérdoba, La Guajira, Magdalena, Sucre y norte dgognia. La region esta dedicada en su gran
mayoria a la ganaderia de carne y doble propastng y leche).

e Zona del Valle del Magdalena y Regién Andina: igeldos departamentos de Boyaca, Caldas,
Cundinamarca, Huila, Norte de Santander, Santafidgitna y sur de Antioquia. Predomina la
ganaderia de leche y doble proposito.

e Zona del Valle del Rio Cauca, que comprende loanti@mentos de Cauca, Valle del Cauca, Quindio
y Risaralda donde predomina la ganaderia dobledpitmp

* Region del Sur, integrada por Vaupés, Putumayou&acay Narifio. Es una region con perspectivas
para ganaderia de leche en Caquetd, Sibundoy (Bwbdm Narifio (Viloria, 2003).

La region Caribe posee 3.3 millones de hectareapastos y una poblacién bovina de 6.9 millones de
cabezas, que generan el 38.7% de la leche y eld@8%carne que produce el pais, lo que muestrajdia

participacién de la region en los mercados nacesndé estos productos (Cuesta, 2005).

En el departamento del Cesar el 4rea destinadaaztisidad ganadera es alrededor de 2.700.000cbas,
una poblacion ganadera de 1.450.000 bovinos quékmayen con una produccién diaria de 900.000dinle
leche. La produccion ganadera esta limitada pgraceso de degradacién de las praderas queleja raf

la baja produccién y calidad del forraje; la péaduk la fertilidad principalmente del nitrégeno gido
asociada como el mas importante factor de degrénlaé las praderas (Oliveiea al,2004). Este nutriente
puede ser removido del sistema suelo-planta medidat exportacion a producto animal (carne
principalmente), lixiviacién, desnitrificacién y hizacion de los depdsitos en forma de los excntose
bovinos (Ferreirat al, 1997). Para suplir la deficiencia de este nutrisetéia recomendado la fertilizacion

nitrogenada de sintesis, la cual es inviable mals costos ambientales, econdmicos y sociales.

Como opcidén tecnolégica se avizora la utilizaci@ndcroorganismos nativos fijadores de nitrégenn &
propésito de reducir la fertilizacion nitrogenadagintesis, con las ventajas de reducir la contritin de
los suelos y aguas freaticas, disminucion de latosode produccion y mejorar la competitividad o |

sistemas ganaderos.
De otra parte, en los ultimos 10 afios ha aumerghdterés en la microbiologia y ecologia del suadd
mismo, se ha permitido mejorar su entendimientdddebl uso de tecnologias moleculares que facilitan

explorar la expresién de los genes involucradom&mpapeles que desempefian los microorganismassen |
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ecosistemas (Brock, 200l uso de los rRNA de las subunidades pequenassdibbsomas, en la ecologia
microbiana ha sido aplicado recientemente parardatar la gran diversidad de microorganismos esuelo
(Headet al.,1998).

Los ribosomas son complejos riboprotéicos encargdddlevar a cabo la sintesis protéica. Estan nesips

por diferentes moléculas de rRNA (RNA ribosomathgs de 50 proteinas organizadas en dos subunidades,
una grande (508n procariotas) y otra pequefa (30s en procariftas)ish et al., 2000). De los tipos de
rRNA presentes en los ribosomas, el mas estudiadel gen 16S rRNA, polirribonucleétido de 1500nt
aproximadamente. Esta fraccion es codificada pageelrrs (16S rDNA). Su secuencia posee regiones
altamente conservadas, comunes a todos los orgamigmotras variables que se concentran en zonas
especificas de la secuencia. Adicionalmente existenencias cortas caracteristicas, compartidas lest
miembros de un grupo filogenético especifico, lasles no se encuentran (0 muy rara vez) en otgmgr
(Mendoza & Rodicio, 2004).

El desafio para los ecdlogos del suelo es ideatifass poblaciones y gremios de microorganismogiguen
papeles funcionales dominantes en los procesoxiéispe del sueloLas poblaciones bacterianas y los
gremios comenzaron a ser descritos en varios lsgdrededor del mundo usando las tecnologias déArD
16S (Chandleet al.,1997; Felske, 1999; Felsla al., 1997; Macrae, 1998; Rheingt al., 1999, Macrae,
2000).

La extraccion de los &cidos nucléicos es la etaps importante en la investigacion de la microbifaog
molecular. Se han descrito muchos métodos parattaceion de DNA, donde se requiere la lisis de las
células, ya sea mecanicamente, por uso de altpetataras o por enzimas, de acuerdo a las condicidel
laboratorio de trabajo y se alcance una eficiedai@nte el proceso (obtencion de una buena cantddad
material genético de interés) (Macrae, 2000).

La amplificacién por reaccién en cadena de la palasa (PCR) de los genes 16S rRNA (16S rDNA) usando
primers universales y la separacién de los ampdisoresultantes de PCR ya sea por clonacion, por
electroforesis en gel con gradiente denaturantedBE)3 electroforesis en gel con gradiente térmi®GE)
constituyen las técnicas mas populares usadasdes@ibir la ecologia bacteriana del suelo a lddec
(Muyzer & Smalla, 1998). Los clones o las bandas en lossgpleden ser secuenciadas y la informacion
resultante permite inferir sobre la diversidadalenuestra orginal. Durante los Gltimos afios ha atede el

uso de estas técnicas aplicadas a los suelos dmmambientes (Rheingt al, 1996; Kuskeet al, 1997,
Duinveldet al, 1998; Macrae, 2000). Con el uso de estas tegfasdiasta ahora inicia el entendimiento de
los procesos importantes en el suelo, su regulaocg@mo pueden ser estos manipulados. Por lo tantogde

los objetivos futuros del estudio de la diversidadética usando los métodos 16S rDNA debe seitfaal
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aislamiento de nuevos organismos para la indusisiecnoldgica (Wagneat al, 1994; Macrae, 2000). Esto
se puede lograr y se ha facilitado por la expansifida en el nimero de secuencias ambientaletaue
sido depositadosn-line y la importancia de esta informacion para el disgfaplicacion de pruebas de

oligonucleétidos para la identificaciém situy la exploracion de bacterias ambientales (Bessd,1996).

Después de obtener las secuencias del gen 16S rEdti#s pueden ser comparadas con las secuencias que
han sido introducidas en las bases de datos udardoramienta de busqueda basica de alineamiecdad |
(basic local alignment search tool, BLAST) en lgipa de internet (world wide web) National Centér o
Biotecnology Information (NCBI)http://ncbi.nih.gov/cgi-bin/nph-blast?jform=éste sitio es de uso gratuito
(Macrae, 2000).

La secuencia del gen 16S rRNA permite realizarénfeias filogenéticas y taxonémicas debido a que:

» Esta molécula es muy antigua y esté presente as tas bacterias.

» Su estructura y funcién han permanecido constahtesite un largo periodo de tiempo

» Los cambios ocurren a tasas muy pequefias, porl@jgertan informacion evolutiva de los procariotas.
Sin embargo, poseen variabilidad suficiente conta pliscriminar grupos bacterianos tanto préximos
como alejados.

» Por la longitud de la secuencia del 16S rRNA, s@mizan las fluctuaciones estadisticas.

» Por la conservacion de la estructura secundariee garbcariotas se pueden realizar alineamientos
precisos, facilitando las comparaciones entre ésgars.

» Su facil secuenciacion ha permitido obtener unalianyase de datos para el andlisis (Woese & Fox,
1977).

Estos estudios apoyan generalmente el trabajogpbagado en el cultivo de los microorganismos delos
en laboratorio; pero, sefialan la importancia dedéaencia activa de los nuevos consorcios quendsdagiir
cultivandose en el laboratorio. La aplicacion deaués de biologia molecular para la identificacdin
microorganismos asociados a gramineas permitior hacecercamiento de la diversidad de estos en los

suelos del Departamento del Cesar.

En el departamento del Cesar no existen estudiesalaacion de poblaciones de microorganismosdijsl
de nitrégeno asociados a pasturas ni a su dinaBEsta reviste especial importancia teniendo emteugue
la poblaciéon microbiana esta condicionada a la teegn nativa y es posible que las diferentes éspele
pastos puedan presentar un efecto selectivo sabmikmas, lo que podria resultar en diferentgsuestas
en cuanto a la contribucion de la fijaciébn biol@gide nitrégeno obtenida por cada uno de estos

microorganismos (Reist al,2004).
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Por lo anterior se aislaron e identificaron baatediazotréficas nativas con el fin de evaluarmgeraccion

con diferentes gramineas durante los cambios dtiogatue se presentan en el departamento del Gesar

el objetivo final de producir biofertilizantes gseplan parcialmente la necesidad de nitrégenocapio

una practica amigable con el medio ambiente aldieshi los niveles de nitratos en suelos y aguas. Es
importante conocer los microorganismos asociaddss adiferentes pastos, en las diferentes épocas del
cultivo, tipos de suelos y estaciones climaticam @l proposito de identificar los géneros de

microorganismos promisorios eficientes en la fgadie nitrégeno.
Estos resultados podrian contribuir con el mejoeatoi de la produccion de forrajes en términos dédzd

y calidad, creando condiciones mas favorables dettividad y sostenibilidad de los sistemas ganasl

del departamento del Cesar.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la diversidad de tbeas diazotroficas provenientes de suelos loaddiz en

zonas de sabana y valle del departamento del Ceslambia

2.2 Objetivos especificos

» Determinar el efecto de las épocas de lluvia y isegabre el tamafio de las poblaciones de algunos

géneros de microorganismos diazotroficos en graaside valle y sabana en el departamento de Cesar.
» Aislar y caracterizar fenotipicamente bacteriaadfiras de nitrégeno provenientes de suelos dedellle
Cesar en pasto GuineRanicum maximujny Angleton Dichantium aristatuy sabana del Cesar en

pasto BraquiariaBrachiariasp.).

» Seleccionar e identificar por técnica moleculardasterias fijadoras de nitrdgeno mas promisoras p

su utilizacion como bioinsumos en los cultivos dangjneas.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Determinacion del efecto de las épocas de llaw sequia sobre las poblaciones de algunos géneros

de microorganismos diazotréficos en pastos de valesabana en el departamento de Cesar

3.1.1 Area de estudio:

El estudio fue realizado en dos zonas ganaderhs diepartamento del Cesar, identificadas como
microregiones de sabana y valle del Cesar, dosi@m elbicados los municipios de Chiriguana y Aigust

Codazzi, respectivamente (Figura 1), las cualagsponden al piso térmico célido seco.

La microrregion Valle del Cesar tiene una extensli®rl.038.052 y la Sabanas del Cesar 507.457Phdid@

et al.,1999). La region posee precipitacion media anud5B® mm, humedad relativa de 68% y promedio
de temperatura anual de 29°8e presenta un régimen de lluvias bimodal conpdo®dos lluviosos, el
primero de Abril a Junio y el segundo de Septiensgbidoviembre. Los periodos secos se registransn lo
meses de Diciembre a Enero, y de Junio a Agostoedigtran vientos fuertes especialmente en logsngs
Febrero, Marzo y Abril

Oranjestad

Puntero 3°47:39.19° N

3.1.2 Toma de muestra:;

Las muestras de suelo fueron tomadas en diferent®®s de areas homogéneas dedicadas a la actividad
ganadera a 20 cm de profundidad, obteniendo 5 sedtras de 200 g cada una, las cuales fueron
homogenizadas para formar una Unica muestra qu@raeesada en el laboratorio de Microbiologia de
Suelos del Centro de Investigacion Tibaitatd (BORCA). En cada punto donde se realizé el muesieeo

obtuvo una planta completa (raiz, tallos y hojas)pdsto GuineaP@nicum maximuin pasto Angleton
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(Dichantium aristatum)y pasto BraquiariaBrachiaria sp.) durante las épocas de lluvia y sequia. Las
muestras del periodo de lluvias se tomaron eneseptie de 2006 y las correspondientes a la époseqiga,
en marzo de 2007. Para el aislamiento de bactditastréficas, las muestras fueron separadas do sue

rizosférico, raices y hojas y tallos (parte aérea).

3.1.3 Suelo rizosférico:

Para obtener el suelo rizosférico de cada muestragmovieron las raices en condiciones estérdes p
obtener el suelo adherido a éstas. Se colectdé ueatra de 11 g de éste y fue diluida en 99mL decewl
salina estéril (0.85% NaCl) con una agitacion dérfu® durante 5 minutos aproximadamente. Se obtago u
interfase, a partir de la cual se realizaron dilnes seriadas con base 10 desd@ al@0’® inoculando 1 mL
en tubos con 9ml de solucién salina estéril (0,88€1). De cada dilucion se inoculé 0,1mL en diféesn
medios de cultivo semisélidos libres de nitrogeammapel recuento de diferentes bacterias diazoasifiasi:

- NFb y LGI paraAzospirillumspp. (Tarranet al.,1978; Ddbereineet al, 1995)

- JNFb paraderbaspirillumspp. (Baldanéet al.,1986; Dobereineet al, 1995; Schmidet al, 1991).
- LGI-P paraGluconacetobactespp. (Dobereinegt al 1995)

- JMV paraBurkholderiaspp. (D6bereineet al, 1995, Rei®t al.,2004)

Para el aislamiento de bacterias aerébicas as@satbmaAzotobactespp.,Beijerinckiaspp. yDerxiaspp.,
se sembraron las diluciones seriadas del suelsféiroo sobre los medios de cultivo solidos LG, BBl
LGD para cada microorganismo respectivamente (Ziberet al, 1995; Novo, 1997). Los medios se

incubaron durante a 32°C durante 5 dias.

3.1.4 Raices:

Las raices obtenidas de cada muestra fueron lawadaagua corriente para retirar las particulasiuggo
adheridas a éstas y luego fueron cortadas en tdezésm aproximadamente. Se pesé 1g de trozodzlg ra
se sumergieron en alcohol etilico (70%) durante iButns para retirar la grasa. Posteriormente, se
sumergieron en una solucién de hipoclorito de s(#fio) durante 2 minutos. Se realizaron enjuaguesjaa
destilada estéril para eliminar los residuos dasesbluciones y se maceraron en un mortero condéml
solucion salina (0,85% NacCl) para permitir la salik los microorganismos endéfitos presentes as.€3e
este macerado se extrajo 1ml y se realizaron dihes seriadas de 4asta 18 inoculando 1mL en tubos
con 9mL de solucién salina estéril (0,85% NaClyaga dilucién fue inoculada de la misma forma en los

mismos medios de cultivo utilizados para la muedgrauelo rizosférico (Dobereinetral 1995).
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3.1.5 Hojas y tallos:

Los tallos y hojas pertenecientes a las diferemigsstras de plantas fueron lavados con agua ciernpemna
retirar las particulas de suelo adheridas y fuatesinfectados superficialmente con un algodén iestér
impregnado de alcohol (70%). Posteriormente se Unizamacerado de estas muestras utilizando 1 gzestr
de hojas y tallos en 9mL de solucion salina esf@r5% NaCl), para de esta forma, permitir ladsatle los
microorganismos endofitos presentes en estos $ejilgoartir de esta suspensiéon se realizaron dihgs
seriadas de TOhasta 16, inoculando 0,1mL de cada dilucién en los medie<ditivo libres de nitrégeno
utilizados para las muestras de suelo rizosféri@aoes (Ddbereinat al, 1995).

Se inocularon todas las diluciones en en tres deapor dilucion con medios de cultivo semisélidesap
realizar el recuento de la poblacién por la técaiegbNUmero mas Probable (NMP). Se considerarorocom
positivos los frascos que presentaron una pel2mian debajo de la superficie del medio. Estas paisba
hicieron por triplicado con el fin de realizar umaisis de varianza univariante (UNIANOVA); en efstae se
utilizé un disefio experimental de bloques completat al azar con un arreglo factorial de 3 (espdeie
pasto) x 3 (estratos de muestreo: suelo rizosféraices, hojas y tallos) x 2 (épocas climaticas) el

programa SPSS y la comparacién de medias fue adaligor el Test de Duncan al 5% de probabilidad.

Para el caso de los microorganismos fijadores tilégaino de vida libre, se realiz6 un recuentolaogppor
triplicado de las colonias con morfologias siméagselos géneros de estudio, segin Dobereinal (1995)
con la informacion obtenida se realizé un analissvarianza univariante (UNIANOVA) con el programa

SPSS y la comparacion separacion de medios flizaga por el Test de Duncan al 5% de probabilidad.

3.2 Aislamiento y caracterizacion fenotipica de baerias fijadoras de nitrégeno de suelos de valle en
pasto Guinea Panicum maximum) y Angleton Dichantium aristatum); y sabana en pasto Braquiaria

(Brachiaria sp.) del departamento del Cesar.

A partir de los tubos de mayor dilucion que presemt la formacion de pelicula caracteristica er cat de

los medios de cultivo utilizados y para cada undademuestras provenientes de los diferentes osltile
pasto, fueron inoculados en frascos con 5mL deagwmewdios de cultivo semisolidos en tres repetason
Después de la incubacion por 5 dias, se realiztuemo repique y los frascos fueron incubados gardfas.

Uno de los tubos de cada medio fue utilizado pegdizar siembras en placas con el medio de cultivo
especifico solido con 20mg*Lde extracto de levadura como fuente de nitrégéms. placas fueron
incubadas por siete dias a 32°C, las colonias aencéracteristicas de los géneros de interés fueron

seleccionadas y repicadas nuevamente en frascdsmode medio de cultivo semisélido. Después dérecua
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dias, fueron repicadas nuevamente en medio decttata (Anexo 1) e incubadas por tres dias mas,
32°C.

La conservacion de los aislamientos de interésealizé sembrando los aislamientos en 50mL de cdddo
cultivo DYGS e incubandolos a 30°C a 150rpm dwantlias. Después de su crecimiento se agregdajlice
(30%) al caldo de cultivo y fue dispuesto 1mL emlas de 1,5mL y almacenados en el congelador £-20°

Las bacterias aisladas fueron agrupadas siguielylmas caracteristicas macroscoépicas (forma, borde,
pigmentacion, superficie, consistencia, olor, erit@s) y caracteristicas microscépicas de lasn@do
(forma de las células) (Texeieaal.,2005) (Figura 2).

. Forma: circular 6 irregular
. Color de la colonia y centro
. Elevacion:

————— ™~
Plana Lente Convexa
. Borde:
Ondulada Lobada Dentada Filamentosa Entera

. Superficie:
P AN

Lisa rragada Papilada

. Detalle Optico: Transparente, Translicidpaca 6 Brillante

Figura 2. Parametros analizados en la caracterizaciéon maifEde las colonias, segin Yano (1993)

3.3 Seleccion e identificacion molecular de las kacias mas promisorias para su utilizacion como

bioinsumos en los cultivos de pastos de la Zona Glae Colombiana

Después de realizar el agrupamiento de acuerdoatacteristicas fenotipicas de los aislamiesmosealizd
la medicion de la fijacion bioldgica de nitrogemo vitro a las cepas que fueron agrupadas por la
caracterizacion fenotipica, para evaluar la adidide la enzima nitrogenasa, caracteristica quaplsed

como criterio para la seleccién de los mejordamigntos para su identificacion genética.
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3.3.1 Determinacién de la actividad de reduccion dacetileno (ARA)

Los cultivos bacterianos se inocularon en fraso®sld mL con 3 mL de medio semisélido segin su
aislamiento y se incubaron con tapdn de algodéarder24 horas a 32° C. Al cabo de este tiempo, se
reemplazé el tapén por uno de caucho y se sellbddtaramente. Se reemplazé el 10% de la atmosédra d

frasco de cultivo con acetileno y se incub6 durdrtera a 32° C (Eckert et al., 2001; Valero, 2002)

La concentracion de etileno se midié inyectando Ll ae la atmdsfera del frasco de cultivo en un
cromatégrafo de gases Perkin Elmer con detectarizacion de llama y una columna Poropak N 200/300
mesh de 6 pies y 3 mm de diametro. La temperatula columna fue de 50° C, en el inyector 70°nCsle
detector 120° C. El nitrégeno se utilizé como deasarrastre en un flujo de 4,2 mL/min, con un tierdp
retencion aproximado del etileno de 59 segundosrg el acetileno de 1,20 minutos. La actividad de
reduccion de acetileno para cada aislamiento, $muléasegin la altura del pico de etileno en el
cromatograma extrapolando en la ecuaciondYog 0,808 LogoX + 9,7 (R = 0,997) (Anexo 2), a partir de
una curva de calibracion sometida a regresionllimeastruida a partir de diluciones seriadas deret en
concentraciones de 1, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:1,0800as mismas condiciones del cromatografo.

3.3.2 ldentificacién molecular

Caracterizacion de los aislamientos de bacterias aliotréficas por medio del andlisis de la secuencia
16S rRNA. Las bacterias que presentaron mayor capacidadideaién de acetileno, se cultivaron en 5 mL
de caldo LB durante 14 horas en agitacion a 160a80° C. De esta suspension se tomarah 26 tubo
Eppendorf de 1,5 mL y se pusieron en Bafio Mariana temperatura aproximada de 80°C durante 15
minutos para lisar el material celular y se cemgdf a 13000 rpm durante 1 minuto. EIl sobrenadsmte
descart6 y el precipitado se resuspendié en 1,derdgua Milli-Q estéril.

La amplificacion de la region 16S rDNA se realizd 25 uL. de una mezcla de reaccion de Buffer (1x);
MgSQ, (1,5mM); dNTP (0,2 mM), Primers 27F y 1492R (0,2inf#dwardset al. 1989); 0,251L de Taq
DNA Polimerasa (Platinum) y 1,BL de DNA molde (muestra del aislamiento). Las dciodes del
termociclador fueron: 1 ciclo inicial de denatudaci(94° C por 5 min), 50 ciclos de denaturaciér® (@4or
30 segq), anillaje (66° C por 30 seq) y extensi@? @ por 1 min); 3 ciclos de extension final (72p&@ 10
min).

Los fragmentos amplificados fueron observados usatbectroforesis en gel de agarosa al 0,8% en TAE

acondicionado con 0,ig/mL de Bromuro de Etidio para visualizar las bandesultantes. EI ADN

amplificado se purificé utilizando el Kit Wizard®/SGel and PCR Clean-Up System. EI DNA se cuantificé
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en un NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 y se zhel el programa ND-1000 V.3.3.0. a una longitud
de onda de 260 nm.

La secuenciacion de este producto se llevo a caled secuenciador ABI PRISM® 310 Genetic Analysér,
cual es utilizado para llevar acabo la secuendiacidtomatica de fragmentos de DNA marcados con
fluorocromos (Applied BioSystems, 2001).

Las secuencias obtenidas, fueron comparadas ceadasncias que han sido introducidas en la badatds

National Center of Biotechnology Information (NCBIhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para realizar un
analisis “Basical Local Aligment Search Tool” panacleétidos (BLASTn).
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4, Resultados y Discusién

4.1 Determinacion del efecto de las épocas de llawi sequia sobre las poblaciones de algunos géneros

de microorganismos diazotréficos en pastos de valesabana del departamento de Cesar

El suelo de la zona de valle donde estaban estdtdelos cultivos d€. maximum y D. aristatunpresenté
un pH de 6.6, con un contenido de materia organigaor de 2.0%, el cual es considerado bajo; amti@t
el suelo de la zona de sabana proveniente dalade Brachiariasp. posee un pH de 4.5 y un porcentaje

medio de materia organica de 2 a 2.5.

Los resultados obtenidos muestran la ocurrencilsi®acterias diazotroficas pertenecientes a losrgé
Azospirillumsp.,Herbaspirillumsp., Burkholderiasp., Gluconacetobactesp., Azotobactersp., Beijerinckia

sp. yDerxia sp., para las muestras de suelo, y la presendasdmcterias diazotréficas pertenecientes a los
génerosAzospirillumsp.,Herbaspirillumsp.,Burkholderiasp. yGluconacetobactesp., para las muestras de
raices, hojas y tallos en los pastos de valle satiana del Cesar durante las épocas de lluviawasdgnde

se reveld la influencia de los factores evaluagiastp; época climatica: lluvia y sequia; y estratelo
rizosférico, raices, hojas y tallos) y sus intei@ues sobre la poblacién de bacterias diazotrofestan
resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Relaciones entre tratamientos y variables evalusola® |la poblacién de bacterias diazotréficas en
suelos y pastos del departamento del Cesar.

Tratamiento Azospirillum amazAc;n&se Herbaspirillum  Gluconacetobacter  Burkholderia  Azotobacter Derxia Beijerinckia
Pasto * ns * ns ns * * *
Epoca climatica * * * ns * * * *
Estrato ns ns * ns ns na na na
P_astp X Epoca * ns ns ns ns * * *
climéatica
Pasto x Estrato * * * * * na na na
Epoca x Estrato * * ns ns * na na na
Pasto x Epoca
climética x * ns * * * na na na

Estrato

*: estadisticamente significativas (p<0,05); nssignificativo (p>0,05); na: no aplica

4.1.1 Efecto de la especie de pasto sobre las pomaes de bacterias diazotréficas en suelos de eajl

sabana del Cesar

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontdayespecie de pasto afecta las poblacionessde lo
génerosAzospirillum (medio de cultivo NFb)Herbaspirillum (JNFb), AzotobacterLG), Derxia (LGD) y
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Beijerinickia (BEIJ), presentando diferencias estadisticamerggifisiativas en el andlisis de varianza

univariente (Figura 3).

El recuento del nimero de bacterias diazotréfisasiadas a gramineas en los diferentes mediosliileocu
se ve influenciado por la especie de planta. Alizar el comportamiento de las poblaciones dedtliafos
en Azospirillum y Herbaspirilum se encontraron diferencias estadisticamente fisigtivas de las
poblaciones asociadada aristatum mientras que las poblacionesAleotobacter, Derxigy Beijerinckiase
ven favorecidas en la asociacion ¢gdrmaximumencontrando mayores poblaciones asociadas adst®
en relacion con los otros dos pastos de estudipi(&i3).

m Beijerinckia

7
E 6
=
T
55
] W Azospirillum
@ 4 |
o B Herbaspirillum
E 3 A Azotobacter
3
o W Derxio
o
a
o
]

0. aristatum P. maximum Brachiaria sp.

Figura 3. Numero de bacterialiazotréficas asociadas a diferentes cultivos dgogade valle y sabana del
departamento de Cesar (Lede nimero de células/mL). Medias seguidas con $maniletra en cada medio
de cultivo evaluado no presentan diferencia sigaiifva entre si por el Test de Duncan(95).

Estos resultados concuerdan con lo reportado palridRees et al. (2006) quienes concluyen que las
poblaciones de bacterias diazotréficas difieremaleerdo a las variedades de cultivo de arroz yipos de
suelo en donde se realizaron los estudios. &edd. (2000) aislaron bacterias de los génekasspirillum,
Gluconacetobactey Herbaspirillumen cuatro genotipos de cafia de azlcar, encontsar@diones en las
poblaciones de estos microorganismos de acuerderatipo en estudio. Esto permite sefialar que fanto
especie de planta analizada como las variedaddsyenf directamente sobre las poblaciones de
microorganismos diazotroficos, facilitando el cnaiginto de diferentes géneros. Debe resaltarse éancfie

la eficiencia fotosintética, las exigencias nutmzles y la resistencia a condiciones desfavorablase
otras, son caracteristicas que estan ligadas spkrie de las plantas que pueden presentar iniguencla
eficiencia de fijacion de nitrdgeno por las baetersociadas a estas, igualmente la diversidadigedé las
bacterias diazotréficas de la misma especie estéioaada con el genotipo de la planta (Pifetral., 1988;
Combeet al.,1994).
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4.1.2 Efecto de la época climatica sobre la pobléci de bacterias diazotréficas asociadas a cultivae
pastos de valle y sabana del Cesar

La época climatica de sequia afect6 las poblacideelsacterias diazotréficas pertenecientes a lnsrgé
Azospirillum(medio de cultivo NFb y LGIHerbaspirillum(JNFb),Burkholderia(JMV), Azotobacte(LG),
Derxia (LGD) y Beijerinckia(BEIJ) (Figura 4). La disminucion de la poblaci@iutar pudo ser ocasionada
porque las condiciones ambientales no favorecideonproduccion de exudados que pudieran ser
aprovechados por las poblaciones de bacteriastifizas presentes en la rizésfera (Dos Reis Jwgtiat.,
2000; Itzigosohret al., 2000; Burgmanret al., 2005; Texeiraet al., 2005). Por lo tanto, las poblaciones
microbianas se redujeron, debido a las presionebieatales existentes, afectando posiblemente la
promaocién del crecimiento vegetal por parte debkcterias diazotréficas (Okon & ltzigsohn, 1995p@I&
Labandera-Gonzalez, 1994). Oliveeta al. (2004), determinaron que el aumento en la humeedaduklo
favorece el crecimiento, el mantenimiento de lalgwbn y la migracibn de los microorganismos
diazotréficos en diferentes cultivos, posiblemedébido a mecanismos que permiten su sobrevivencia
durante largos periodos de tiempo en condiciongsrads. Entre los mecanismos utilizados por difesen
géneros de bacterias diazotréficas para sobresiivaondiciones desfavorables se encuentran la éddmde
quistes, la floculacion, produccion de melaninajtesis de polp-hidroxibutirato (PHB), sintesis de

polisacéridos y asociacién con micorrizas (Bastaal, 1995).

Log10 de nimero de céulas/mL

W Lluvia

HSequia

Figura 4. Numero de bacterialiazotroficas asociadas a pastos de valle y satelndepartamento de Cesar
en dos épocas climaticas (Lege numero de células/mL). Medias seguidas con tammiletra en cada
medio de cultivo evaluado no presentan difererigigificativa entre si por el Test de Duncar@5)
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Los niveles de humedad influencian la sobrevivemgaAzospirillum brasilensesegin lo reportado por
Oliveira et al. (2004). Costa & Ruschel (1981) mostraron que lablationes de microorganismos
diazotréficos asociadas al cultivo de cafia de az@éstan influenciadas por la época del afio, asiocel
estado fisiolégico de las plantas. Mellati al. (2004) reportaron que en épocas de verano, epnsseel
recuperacion cultivados coBrachiaria sp. las poblaciones de microorganismos diazotsfigroliferan
rapidamente, posiblemente por la facil diseminadiérestas especies por medio de las semillas géntn
el area y por la afinidad de estas bacterias camigieas. Por lo tanto, se puede concluir que lasasp
climaticas a las cuales esta sometido el departandal Cesar influyen en las poblaciones de bacteri
diazotréficas debido a que se disminuye el contedalhumedad del suelo.

4.1.3 Efecto del estrato de muestra sobre la poblaa de bacterias diazotréficas asociadas a cultivae

pastos de valle y sabana del Cesar

Las poblaciones de bacterias diazotréficas no ptesm diferencias estadisticamente significatreapecto
al estrato de la planta del que fueron aisladabléT2), con excepcién del géneferbaspirillum(medio de

cultivo INFb), el cudl presentd una menor poblaeidte muestra de hojas y tallo.

Tabla 2. Numero de bacteriaiazotréficas asociadas a pastos de valle y sateldepartamento de Cesar
en tres estratos de muestreo (°ag nimero de células/mL).

Estrato Herbaspirillum’
Suelo rizosférico 5.206b
Raices 5.348a
Hojas y tallos 5.966a

"Medias seguidas con la misma letra en cada medialtieo evaluado no presentan diferencia sigriifigaentre si por el Test de Duncar@®5)

Sin embargo, las poblaciones de microorganismoséfitosl fueron altas posiblemente porque el tallasy
hojas son nichos mas sustentables para bactemastdificas enddfitas por ser un ambiente menos
concurrido por fotosintatos (Rodriguesal., 2006). Segun Brasét al (2005) la poblacién dazospirillum
en las hojas esta altamente correlacionado corotdupcion de materia seca foliar, lo cual sugiare lps
nutrientes estan presentes en mayor concentraciopegodos intermitentes de sequia, por lo que las
bacterias que llegan a colonizar el tallo y lasfgueden tener acceso a los fotoasimilados alfiupidos y

sobrevivir en condiciones de estrés ambiental (e, 2000).
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4.1.4 Efecto de la época climatica y el cultivo gesto sobre la poblacién de bacterias diazotréfican

suelos de valle y sabana del Cesar

La poblacién deAzospirillumfue mayor en las dos épocas climaticas en elvoutieD. aristatum y en la
época de lluvia en el cultivo d&rachiaria sp. ParaAzotobacteda mayores poblaciones estan asociadas a la
época de lluvia en el cultivo d& maximuny Brachiariasp., posiblemente por la capacidad de la bacteria d
formar quistes resistentes a la desecadd@nxia present6 las mayores poblaciones en la épocada kn

los tres cultivos de pastoBeijerinckia presentd las mayores poblaciones en las dos émtioadticas
asociada al cultivo de. maximumposiblemente hay preferencia por los exudad@stieespecie (Figura 5).
Esta caractistica puede ser importante para ddaawtros trabajos de investigacion (no hay regoen el
pais) asociados a la espeeienaximunton el géner®eijerinckia

8,000

7,000

6,000 -

5,000 -

4,000 + B Azospirillum
B Azotabacter
3,000 -

¥

Derxia

2,000 - W Beijerinckia

Log10 de numero de células/mL

1,000 -

0,000

Lluvia | Sequia Lluvia | Sequia Lluvia | Sequia

D. aristatum P. maxium Brachiaria sp.

Figura 5. Nimero de bacterialiazotroficas asociadas a diferentes cultivos dtogade valle y sabana del
departamento de Cesar en dos épocas climaticag, d@gumero de células/mL). Medias seguidas con la
misma letra en cada medio de cultivo evaluado esgntan diferencia significativa entre si por edtTie
Duncan (g0,05).

Melloni et al. (2004) al evaluar la diversidad de microorganisrdi@zotréficos en suelos de minas en
rehabilitacion, encontraron que los mayores valdeeka densidad total de bacterias diazotréficamiticas
fueron obtenidas en las muestras de suelos dedas @ecuperadas con gramineas debido a que kstEsp
son hospederos comunes de estas bacterias. Estadizsdos por Perigt al. (2004) concluyen que los
diazotrofos estan relacionados con la especie piatda, la variedad de cafa de azlcar estudiagarie de
la planta y la estacionalidad del area de estudicandaet al. (1990) citado por Dos Reis Juniet al.
(2000), al cuantificar la fijacion de nitrégeno mrmétodo de la dilucion isotopica tl, complementada
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por el balance de N, compararon que varios ecofifpoBanicum maximuninfluencian el porcentaje de

nitrégeno proveniente de la fijacién bioldgica dedgeno.

4.1.5 Efecto del cultivo de pasto y el estrato deumstra sobre la poblacién de bacterias diazotrofica
asociadas a cultivos de pastos de valle y saban&a@esar

En las muestras de hojas, los recuentos de mi@oiongs diazotréficos enddfiticos fueron altos gasatres
especies de pasto en estudio, posiblemente existemigracién por parte del microorganismo buscando
lugares de almacenamiento de compuestos ricosrieanta(fotoasimilados) y proteccién de las condie®
adversas a las que las plantas se encuentran damiefidemas los microorganismos que presentaron
diferencias significativas tienen la capacidad dlerizar otros tejidos de las plantas (hojas y&l(Figura

6).
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m Herbaspirillum
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D. aristatum P. maximum Brachiaria sp.

Figura 6. Nomero de bacteriadiazotréficas asociadas a diferentes cultivos dsogaen tres estratos de
muestra de valle y sabana del departamento de Geegl’de nimero de células/mL). Medias seguidas con
la misma letra en cada medio de cultivo evaluadprasentan diferencia significativa entre si pofedt de
Duncan (g0,05).
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4.1.6 Efecto del estrato de muestra y la época chitica sobre la poblacion de bacterias diazotréficas

asociadas a cultivos de pastos de valle y saband @esar

Las poblaciones dazospirillumfueron mas altas en hojas y raices de las pldotaste la época de lluvia y
durante la época de sequia, las poblaciones fumémaltas en suelo, posiblemente por la formacen d
estructuras de resistencia de la bacté&riamazonensen la época de lluvia no presenté diferenciasntras
gue en la época de sequia su poblacion fue masrahajas y tallos por la posible migracion quikotica

de la bacteria. En la época de lluvia, pamakholderiano hubo diferencias en su poblacién, mientraseque
sequia la mayor poblacién estuvo presente en las,hposiblemente por su condiciéon endofitica alolay
(Figura 7).
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Figura 7. Nimero de bacteriasazotréficas segun el estrato de la muestra egposas climaticas asociadas
a cultivos de pastos de valle y sabana del depantmnde Cesar (Lggde nimero de células/mL). Medias
seguidas con la misma letra en cada medio de aétraluado no presentan diferencia significativiaeesi
por el Test de Duncan<€p,05).

Las poblacionesluconacetobacter diazotrophicysHerbaspirillum fueron estadisticamente superiores en
raices y no sufrieron variaciones con relaciénrasopartes de la planta (Dos Reis Jueioal, 2000). Sin
embargo, Reigt al. (2000) presentaron resultados de la cuantificad®8. diazotrophicusen relacién a la
parte de la planta muestreada de cafia de azGeamgayoria de los aislamientos se obtuvieron emila r
cuando durante la época de primavera. Estos rdesltadican que las raices son el sitio preferieddad
localizaciéon de las bacterias, debido a que lagsason un drenaje de los fotoasimilados producdols

parte aérea de la planta.
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Herbaspirillumcolonizé los espacios intercelulares de tejidostatgs en el estudio realizado por Elbeltagy
et al. (2001), confirmando su caracteristica de bactali@zotréfica endofitica. Esta caracteristica
posiblemente permitié la colonizacién de la baatern los tejidos de la parte aérea de los pastodiagos.

Es de gran relevancia tener en cuenta que el edisidbgico de la planta afecta las poblaciones de
diazotrofos (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

4.1.7 Efecto del estrato de muestra y dos épocamtticas sobre la poblacion de bacterias diazotrafas

asociadas a tres cultivos de pasto en suelos ddegl sabana del Cesar

El génercAzospirillumpresentd la mayor poblacion en todos los estra@s dristatum durante la época de
lluvia, esto es posible porque este género tieae gfinidad con plantas gramineas. En la époceqléas se
puede visualizar la disminucion de la poblaciénlan muestras de raices y hojas, posiblemente porque
durante el periodo de estrés hidrico, la bactdem\a través del xilema hasta llegar al tejidéafotonde
obtendra fuentes de carbono utilizables por la doizct En P. maximum Azospirillum presenta una
disminucion de su poblacién en casi todos los estranuestreados durante las dos épocas climakeas.
Brachiaria sp., la poblacion mas alta se encuentra en lastrasede raices y suelo durante las dos épocas

climaticas (Figura 8).

Herbaspirillum (Figura 8) presentd poblaciones altas asociad®s aristatum durante las dos épocas
climaticas en casi todos los estratos, menos enyral suelo durante la época de sequia. La pdinate

Herbaspirillumasociada #. maximunes alta durante las dos épocas climaticas, cagpeiin de la muestra
de raiz en la época de sequia. Emachiaria sp., al igual queAzospirillum su poblacion mas baja se

encuentra en hojas durante la época de sequia.

Gluconacetobacteasociado com. aristatumpresenta su menor poblacion en la mestra de rdigeste el
periodo de lluvia, posiblemente por su condiciéneddofitico obligado. E. maximumlas poblaciones
mas altas son encontradas en las muestras deyhmjato durante la época de sequia. Como ha ocuoia
los otros géneros, la poblacion@riconacetobacteasociada &8rachiariasp., es menor en las hojas durante

la época de sequia (Figura 8).
La muestra de suelo en la época de sequia seffadhlecion ddBurkholderia(Figura 8) mas baja asociada a

D. aristatum La asociaciéomBurkholderia — P. maximuniinicamente sefiala una disminucién en la poblacion

del suelo durante la época de sequiaBEathiaria sp., la poblacion menor esta en hojas durantegais.
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Figura 8. Numero de bacteriaazotréficas en tres estratos de muestra asocéatias cultivos de pastos de
valle y sabana del departamento de Cesar en deagplimaticas (Ldde nimero de células/mL). Medias
seguidas con la misma letra en cada medio de gudtraluado no presentan diferencia significativineesi
por el Test de Duncan<€p,05).

En general, las épocas climaticas de lluvia y sequilas que el departamento del Cesar se encuentra
sometido, influenciaron el nimero de bacterias aiiéficas asociadas a las tres especies de pastos
estudiadas. En la época de sequia, en generalbfigevada una disminucién del nimero de bactenidase
raices y en el suelo rizosférico; sin embargo predé en las hojas, una mayor poblacién de bactends
época de sequia siendo posible una migracién backzria dentro de la planta, buscando lugaresnayor

humedad con ligero descenso en las poblacionesudkd.

El suelo de la rizosfera de la planta es conside@mo una fuente primaria para la colonizacion de
microorganismos endofiticos (Hallmast al., 1997). Muchos autores han comparado las comunidades
bacterianas internas y externas de diferentesvaslty casi todas las bacterias endofiticas tamfiéron
encontradas en la rizésfera (Sturtz, 1995; Halletaad., 1997).

Muchos estudios han demostrado que las raices yizldsferas de muchas plantas no leguminosas son
colonizadas por uno 0 mas géneros de microorgasisimaotroficos asimbioticos (Uedaal.,1995; Piceno
et al., 1999; Hamelinet al., 2002; Xieet al.,2003; Dialloet al, 2004). Algunos de los microorganismos
diazotréficos encontrados en la rizésfera 6 enrddses somAzospirillum Herbaspirillum y Azotobacter
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(Dobereiner, 1992; Boddest al., 1995). Mientras el nitrdgeno fijado por microorganos diazotroficos
asimbidticos no esta inmediatamente disponible jgapdanta, la cual puede beneficiarse de la fijade N
asimbidtica en un largo plazo, cuando el N esdiblercon la muerte de los microorganismos (Gaskird.,
1985; Okoret al.,1995; Dobbelaeret al.,2003).

Melloni et al. (2004) en un estudio sobre la densidad y diversidadtipica de bacterias diazotroficas
endofiticas en suelos de minas en rehabilitaciGnod&raron que las condiciones del suelo, los tigs
vegetacion y la época climatica durante el muestaéectan las poblaciones dazospirillum y
Herbaspirillum. Esto pudo ser determinado durante este estudidedsa encontraron diferencias en las
poblaciones de acuerdo al tipo de pasto, épocaaiitimy estrato de la planta donde fue realizado el

muestreo.

La humedad del suelo afecta la motilidad de lagebas, favoreciendo el comportamiento quimiotéctic
(Oliveiraet al, 2004), razén por la cual las bacterias diazmaéfenddfitas estaban presentes en las muestras
de los tejidos de las plantas (raices, hojas ggalEstudios en otros paises desmuestran quatehnido de
arcillas, nitrdgeno, materia orgéanica y la capatida retencion de agua del suelo estan correladigna

positivamente con la viabilidad de cepas®@despirillum brasilenséBasharet al.,1995).

La influencia de factores ambientales, principalteerl estrés hidrico sobre las poblaciones de
microorganismos diazotréficos y sobre el procesdfiijdeion de nitrégeno, fue demostrada en diversos
estudios. Costa & Ruschel (1981), trabajando cantpk de cafia de azucar, verificaron que la disidh

de microorganismos fijadores de N, sufria una erfia de acuerdo con la época del afio, mostraneltaqu
actividad de los microorganismos en el interior tadlb fue bastante irregular en primavera relatigate,
uniforme en verano y cae bruscamente en otofioome#t al. (1996) demostraron que, en suelos con
progresiva diferencia hidrica (mas de 20 dias)plastas de cafia de azlcar presentaron bajos sigele
actividad de reduccion de acetileno (ARA) asociaalash bajo nimero de microorganismos por gramo de
raiz. Reis Jet al. (2000) también encontraron variaciones en el narderbacterias diazotroficas asociadas a

cafia de azucar en virtud de las diferencias easide precipitacion pluvial.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el rezuknias poblaciones en las muestras de raicess §oj
tallos, se pudo verificar que las mayores poblasoson de bacterias diazotréficas enddfitas. kagncia
de bacterias diazotroficas endofiticas en los dsjide las plantas ha sido reportada para muchasiesp
cultivadas, en diferentes etapas de crecimiengh@Fet al., 1992). Musson (1994), cita que la penetracion
de los microorganismos endofitos en las plantasi@ger, probablemente controlada por la propiatglan

por las condiciones ambientales.
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4.2 Aislamiento y caracterizacidn fenotipica de baerias fijadoras de nitrdgeno de suelos de valle en
pasto Guinea Panicum maximum) y Angleton (Dichantium aristatum); y sabana en pasto Braquiaria

(Brachiaria sp.) del departamento del Cesar.

Las bacterias diazotroficas fueron aisladas taattasl estructuras muestreadas (raices, hojasog)tak los
pastos, como de los suelos. Las bacterias fuenesidaradas como diazotréficas debido a su capacidad
crecer en condiciones de microaerofilia para eb ades microorganismos enddfitos; en lo referentesa |
microorganismos de vida libre, se tomaron las dakrgue presentaron caracteristicas similares a las
descritas por Dobereinet al. (1995) en el medio de cultivo utilizado. Se obtuwta cantidad similar en
cuanto al nimero de aislamientos en los tres pastasstudio debido a que se tomaron los vialesucon

desarrollo de pelicula visible (Tabla 3).

Tabla 3. Nimero de aislamientos de bacterias diazotréfieasuglos del valle ef. maximumD. aristatum
y de sabana eBrachiariasp. en el departamento del Cesar para dos épacegichs de muestreo

Cultivo de Pasto P. maximum D. aristatum Brachiaria sp.
Medio de cultivo  Epoca climatica Numero de aislamigos Numero de aislamientos  Numero de aislamientos

NFb Lluvia 13 10 5
Sequia 5 3 8

LGI Lluvia 9 7 10
Sequia 6 2 8
JNFb Lluvia 10 2 10
Sequia 6 2 5

JMV Lluvia 11 5 12
Sequia 4 5 7

LGI-P Lluvia 8 2 12
Sequia 7 2 5

LG Lluvia 6 9 12
Sequia 12 19 5

LGD Lluvia 14 6 4
Sequia 4 14 5

BEIJ Lluvia 4 12 8
Sequia 3 10 4

Total Aislamientos 122 110 120

La figura 9 registra el valor porcentaual corresfjente a los aislamientos obtenidos de las muestras
provenientes de cultivos de pastos establecidmuelos de sabana y valle del Cesar, en la cudbsena
una similitud en lo que respecta a la cantidadslaraientos obtenidos en cada pasto en estudio.
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Figura 9. Total de aislamientos obtenidos de las diferentaestnas de pastos en suelos de valle y sabana

del Cesar

La caracterizacion macroscoépica se llevé a caboetdim de evaluar las caracteristicas morfolégigate
crecimiento de las colonias en medio de cultividsalie purificacion (Agar Batata 6 medio enriquecitn
extracto de levadura) y la caracterizacién micrpe@dse llevé a cabo por medio de la coloraciéGceam

para determinar la forma bacteriana (Valero, 2002)

De acuerdo a la asesoria de la Doctora Vera LusianDBaldani (Embrapa Agrobiologia), fue posible
agrupar los 352 aislamientos en 10 diferentes grdigoacuerdo a su caracterizacién fenotipica (&igQy,
los cuales son descritos en la tabla 4. Es relevassaltar que los grupos 5, 8, 3 y 6 agruparanasior

namero de aislamientos, siendo de 9, 8, 7 y 7 septates respectivamente.
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Tabla 4. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientdsnidios de pastos del valle y sabana de Cesar para
todas las partes muestreadas.

Grupo Aislamiento* _Epgga Medio de cultivo Caracter|§t|_cas Caracteristicas microscopicas
climatica macroscopicas
RA1 Sequia LGI-P Colonias de forma circular, con
elevacion en forma de lente, bord ) )
1 RB1 Sequia JMV ondulado, superficie Iisa,eB'le”OS Gram negativos
RB2 Lluvia IMV transparentes, pequefias.
Slesl Iilluvi_a tg: Colonias amarillas, de forma
5 uvia irregular, con elevacion planta, bordeBacilos ~ Gram  negativos
HA1 Lluvia LGI lobado, superficie lisa, mucosas ygrandes
HA2 Lluvia LGI pequenas.
RA2 Sequia JNFb
RB4 Sequia INFb Colonias color crema con centro
3 Eﬁi gzgtj;: jmig oscuro, de forma irregular, conBacilos Gram negativos
RB5 Sequia INFb z:?vtfr(f:ilgig Iisp:anae, ulé%gj: onduladodelgados
RA5 Lluvia JINFb P +Peq :
RA6 Lluvia JINFb
RA7 Sequia JMV Colonias color crema, de forma
circular a irregular, con elevacion en
4 forma de lente, borde ondulado,Bacilos Gram negativos
RAS8 Lluvia JMV superficie lisa, translicidas, mucosas
y grandes.
SRA1 Sequia JMV
SRG1 Sequia JNFb
RG1 Sequia JINFb
Efg Sseeqlljjilaa j::zg Colonias grandes, de forma circular a
5 RAQ Sequia INEb irregular, con elevacién convexa,Bacilos Gram negativos,
qu borde ondulado, superficie lisa ycurvos.
RA10 Sequia JINFb cremosa
RG3 Sequia JNFb )
RG4 Sequia JNFb
RB6 Lluvia JNFb
RB7 Lluvia JINFb
RB8 Lluvia JNFb
. Colonias pequefias con centro azul en
RBE9 Lluvia INFb medio JNFb, de forma circular, con
6 HG1 Lluvia NFEb elevacion convexa, borde onduladoBacilos ~ Gram  negativos,
) superficie lisa y en medio Rojo curvos, cortos.
SRG2 Lluvia NFb Congo son colonias rojas, pequefas y
RG5 Lluvia LGl puntiformes.
HG2 Lluvia NFb
RG6 Lluvia NFb Colonias amarillas, mucosas,
7 redondas, alargadas, con elevaciéBacilos Gram negativos,
RG7 Lluvia NFb en forma de lente, borde ondulado ycurvos, cortos.
3 superficie lisa
RG8 Sequia LGI
SRG3 Lluvia NFb
SRG4 Lluvia NFb
SRG5 Lluvia LGl Colonias rojo escarlata en medio,
8 SRA2 Sequia NFb Rojo Cong]o Arugadas, secas Bacilos Gram negativos,
SRA3 Lluvia NFb " ' ‘curvos, cortos.
RB10 Sequia LGl rosadas en medio Batata
RB11 Sequia NFb
RB12 Sequia NFb
SRG6 Lluvia LG Colinas convexas, crema, grandesBacilos Gram negativos con
9 SRA4 Lluvia LG brillantes, mucosas, con centroinclusiones
SRA5 Lluvia LG amarillo.
SRG7 Lluvia LG
RA11 Sequia BEIJ Colinas convexas, crema, grandesBacilos Gram negativos con
10 RA12 Sequia LGD brillantes, mucosas inclusiones
SRA6 Sequia LGD

*SR: suelo rizosférico, R: raices, H: hojas y ®l6:P. maximumA: D. aristatum B: Brachiaria sp.
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En los grupos 3 y 5 existe un predominio de loamigntos realizados en época de sequia, los cuales
provienen de medio de cultivo JNFb, utilizado palraislamiento de bacterias diazotréficas pertemees al
géneroHerbaspirillum cuya caracteristica principal es ser endéfita aislamientos de estos grupos fueron
aislados principalmente de la raiz, lo cual indjoa las bacterias colonizaron de forma local esiética los
tejidos radiculares de los pastos (Statzl., 2000). El grupo 6 corresponde en su totalidad laraisntos
obtenidos en la época de lluvia, lo cual permifealsa que la época climatica afecta las poblacideésuelo

de acuerdo a la planta asociada (Costa & Rusc8gl,; Belloneet al, 1996; Dos Reis Juniat al.,2000).

De otra parte, los aislamientos del grupo 8 nogmtas una tendencia influenciada por la época titma
pero se observa que provienen de suelo rizosfdgtwalle del Cesar y de raices de Braquiaria,gndb ser

influenciado por los exudados producidos por lasitpls que permiten la colonizacién de bactekhggch
et al, 2002).

Figura 10. Caracteristicas macroscoépicas de los grupos deraaitos de bacterias diazotréficas asociadas a
tres especies de pastos en suelos de valle y sdbb@asar.

4.3 Seleccion e identificacion molecular de las h&cias mas promisorias para su utilizacion como

bioinsumos en los cultivos de pastos en el vallsgbana del Cesar

La fijacién bioldgica de nitrégeno es realizada poa amplia gama de microorganismos procariétices q
presentan una gran diversidad morfolégica, fisiol@gbioquimica y genética. Esta diversidad no solo
garantiza la fijacion bioldgica de nitrégeno eneebsistema como tal sino también la ocurrenciastie e
proceso en habitats terrestres diferentes (Nobeegd., 2004). Generalmente las bacterias diazotréficas

asociativas pueden ser aisladas de las raicas yartes aéreas de las gramineas y granos (Megatha
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Dobereiner, 1984; Baldani et al., 1986; Doberein®82; Baldani, 1996; Dicello et al., 1997, Ekcatral.,
2001).

4.3.1 Reduccién de acetileno

La prueba de reduccion de acetileno (ARA) se réabz los 51 aislamientos seleccionados por su
caracterizacion fenotipica de los cuales se seleamn 11 aislamientos que presentaron mayor dativile
reduccion de acetileno (nmobkiE, h* mL™) (Figura 2); utilizando como control positivo ucepa de
referencia dé\zospirillum brasilens€Sp7).

S og2-246,17
2.200
2.100
2.000
1.900
1.800
1.700
1.600
1.500
1.400
1.300
1.200
1.100
1.000
900
800
700
600
500
400
300
200
1040

a

nmol CH, hiimL?

123,70

63,34 2468 197, 292 141 082 081 066

SRGE6 Sp7 SRA4 SRA2 SRG4 SRAS SRGS SRG3 RALL RAL2 SRA3 SRAS SRGY
Aislamiento
*SR: suelo rizosférico, R: raices, H: hojas y ®ill6:P. maximumA: D. aristatum B: Brachiaria sp.

Figura 11. Reduccion de acetileno de los aislamientos evakiadatra la cepa control SpA&zpspirillum
brasilensé.

La capacidad de reduccion de acetileno varié saatifamente en los aislamientos, esto es debigloezel

genotipo de la bacteria influye sobre la cantidadittogeno fijado por la bacteria (Eckettal, 2001).

Un ejemplo que diferencia las poblaciones de detemia especie de bacterias diazotréficas, que puede
tener influencia sobre las variaciones en las tdedgacion bioldgica de nitrégeno esta descnitaktrabajo
de Ddébereiner (1977), quien estudiando los genstigePaspalum notatuny la presencia dézotobacter
paspali correlacion6 las diferencias en la actividad e ritrogenasa con la poblacion de este

microorganismo.
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Ruschel & Ruschel (1977) evaluaron la reduccidmaakgileno en raices, tallos y planta entera enzses
de edad en sistemas intactos y perturbados; y dabpeesion de oxigeno baja y normal demostrando

diferentes medidas de ARA en seis variedades ciaesestudiadas.

Basado en la prueba de reduccion de acetileno (ABa#lizada en los 11 aislamientos que presentaayom
produccion de etileno, se hizo la identificaciomééca de las cepas con la metodologia del andl&ss
rRNA en el laboratorio del CIMIC de la Universiddé los Andes.

4.3.2 Identificacién molecular

Se realiz6 la caracterizacion de los 11 aislamgerte bacterias diazotréficas que presentaron mayor
reduccion de acetileno, por medio del analisidadsecuencia del gen 16S rRNA utilizando los préner
universales 27F y 1492R (Tabla 5). Se encontrélgsieaislamientos SRA4, SRA5 y RA12 presentaron
porcentajes de similitud de 81, 84 y 88%Kkebsiella pneumoniaeEl aislamiento SRG4 present6 un
porcentaje de similitud de 93%Azospirillum brasilenseel aislamiento SRG5 presenté un porcentaje de

similitud de 97% azospirillum lipoferum.

Tabla 5. Caracterizacion de los aislamientos de bacteramothioficas por medio del andlisis de la secuencia
16S rRNA.

Aislamiento*  Primer 16S rRNA Nuarzstr;;:e Score Izﬁj:t
SRG6 1421;;? Klebsiella pneumoniae EU078621.1 491 81%
SRA4 lAZLZ)gR Klebsiella pneumoniae EU078621.1 491 81%
SRA2 1421;;? Azospirillum lipoferum EF100149.1 185 97%
SRG4 0P Azospirilum brasilense  DQ288686.1 780 93%
SRA5 1421;;? Klebsiella pneumoniae AY918489.1 536 84%
SRG5 léZLZ);R Azospirillum lipoferum EF100149.1 185 97%
SRG3 lAZLZ)gR Azospirillum lipoferum EF100149.1 185 94%
RA11 li;;R Klebsiellaspp. EF100149.1 536 84%
ra2 47 Kiebsiella pneumoniae  AY552753.1 493 88%
SRA3 léZLZ);R Azospirillum brasilense DQ288686.1 780 91%
SRAG6 lZZ);R Klebsiella EF100149.1 185 94%

*SR: suelo rizosférico, R: raices, H: hojas y ®l6:P. maximumA: D. aristatum B: Brachiaria sp.

La identificacion de bacterias fijadoras de nitmige/ la medicion de la actividad de su nitrogenhaa

revelado que el nimero de especies diazotréfiaasaatas con pastos y cereales (James & Olivar€s) 19
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colonizan tanto la rizésfera de la planta comodsgacios intercelulares entre los vasos del xildentas

monocotiledéneas (Govindarajahal.,2007).

El acercamiento al género de los aislamientos ifitrdos, permitié confirmar que la caracterizacion
fenotipica previamente realizada coincide con &sateristicas reportadas por diferentes autorasgid,
1978; Ladhaet al, 1983; Magalhdes, 1983; Reinhatdal, 1987; Khammas, 1989; Okon, 1994; Ddébereiner
et al., 1995; Wong & Yuen, 1996; Okon & Vanderleyden, 19Bédschun & Ulimann, 1998; Sinle al.,
2007). Los aislamientos SRG3, SRG4, SRG5, SRA2AB3ertenecientes al grupo 8 por su caracterizacion
fenotipica fueron identificados confeospirillum lo cual concuerda con sus caracterisficas maicds
presentando colonias rojo escarlata, puntiformesesio de cultivo Rojo Congo y colonias arrugadasas,
rosadas, de borde irregular en medio de cultivatBat.os aislamientos SRG6, SRA4, SRAS pertenekcen a
grupo 9 por caracterizacion fenaotipica y los aistsmos RA11, RA12 y SRAG6 fueron identificados pbr e
analisis de la secuencia 16S rRNA coKlebsiella presentando colonias convexas, color crema, gsnd

brillantes y mucosas.
Debido a que las secuencias obtenidas fueron cauigmmen una base de datos internacional (NCBER, y s

encontraron porcentajes de similitud muy bajasp&sble que se hayan encontrado nuevas especies de

bacterias diazotroficas asociadas a los cultivazagéo establecidos en el departamento del Cesar.
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Conclusiones

Las épocas climéaticas de lluvia y sequia a las gudepartamento del Cesar se encuentra sometido

influenciaron el nimero de bacterias diazotréfasaciadas a las tres especies de pasto estudiadas.

Las poblaciones de microorganismos diazotréficaofitos fueron altas, posiblemente porque las hgjas
tallos de los pastos, son nichos mas sustentabtlaslg colonizacién de éstas bacterias, protegsgnde la

desecacion y asegurando la fuente de C y nutriéiotesintatos).
Se obtuvieron 352 aislamientos de las muestrasale,gaices, hojas y tallos para los tres pastosledos,
de los cuales 51 aislamientos fueron caracterizéatustipicamente y al realizar la prueba de reduccie

acetileno (ARA), se seleccionaron once aislamiecdosmayor reduccién de acetileno.

Los once aislamientos fueron caracterizados poiiaral andlisis de la secuencia 16S rRNA, encodtran

gue los aislamientos pertenecen a los gérezospirillum y Klebsiella.

41



Recomendaciones

Realizar estudios de dindmica de poblaciones demissoorganismos diazotroficos en diferentes épocas
climéaticas durante periodos de tiempo definidos ghaterminar si los microorganismos pueden rectgera

después de marcadas épocas de estrés hidrico.

Identificar genéticamente los aislamientos iderdifios en este estudio, utilizando primers espesifiara

los géneros encontrados, con el fin de permitimaror acercamiento a la especie bacteriana.

Evaluar los aislamientos obtenidos en invernadeampo con el fin de determinar los efectos de las

bacterias en la promocioén del crecimiento vegetal Jos indices de produccion de los cultivos.

Realizar estudios a nivel de campo en diferenfEsstde suelo y diferentes épocas climaticas deteria
Regién Caribe Colombiana para determinar la posiliézacion de los aislamientos obtenidos, como

promisorios biofertilizantes.
Evaluar la inoculacién mixta de plantas de pastwslos aislamientos obtenidos y bacterias solddlizas

de fosfato para un futuro mejoramiento de la feedion bioldgica de los cultivos, debido a queigibgeno

y el fésforo son elementos limitantes en suelgsidades.
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Anexos

Anexo 1.Medios de cultivo utilizados para el aislamientdodeterias diazotréficas

Medio de cultivo LG (Azotobacter spp. yAzomonas spp.)

El medio LG fue elaborado por Lipman (1904) y smposicion por es la siguiente:

Comosicién por litro:

Sacarosa 20,009
KHPO, 0,05g
KH.PO, 0,15g
CaC}, 0,029
MgSO, 7H,0 0,20g
Na,MoO, 2H,0 0,002g
FeCk 2H,0 0,01g

Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 5,00mL

CaCQ 1,00g

Preparacion
Completar a 1000mL con agua destilada. AjustaHeh 7,0 con NaOH y adicionar 159 de agar.
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Medio de cultivo LGD (Derxia spp.)
El medio LGD o medio LG (Lipman, 1094) fue modifita por Campélo & Ddbereiner (1970) y su

composicion es la siguiente:

Comosicién por litro:

Glucosa 20,009
KHPO, 0,05g
KH.PO, 0,15g
CaCb 0,01g
MgSO, 7H,0 0,20g
Na,MoO, 2H,0 0,002g
FeCk 2H,0 0,01g

Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 5,00mL

NaHCGO, 1,00g

Preparacion
Completar a 1000mL con agua destilada. AjustaHeh 7,0 con NaOH y adicionar 159 de agar.
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Medio de cultivo BEIJERINCKIA ( Bejerinickia spp.)

Composicién por litro:

Glucosa 10,009
K,HPO, 0,809
KH,PO, 0,209
MgSO, x 7 HO 0,109
FeSQ x 7 HO 20,00mg
MnSQO, x 6 H,O 2,00mg
ZnSQ, x 6 H,O 5,00mg
CuSQ x 6 HO 4,00 mg
Na,MoO, x 2 H,O 5,00 mg

Preparacion
Completar a 1000mL con agua destilada. AjustaHeh 6,5 con NaOH y adicionar 159 de agar. Estarila

glucosa por separado (10g en 50mL d®Hy mezclar después de frio.
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Medio de cultivo NFb (Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense, Azospirillum irakense y

Azospirillum halopraeferans).
Este medio inicialmente fue denominado Fb, haciereferencia a las iniciales del investigador Fabio
Pedrosa (quien lo desarrollo). Con algunas madifanes posteriores paso a llamarse NFb, en danbe |

signica Nuevo.

Composicién por litro:

Acido malico 5.0g
K,HPO, 0.59
MgSO*7H,0 0.2g
NacCl 0.1g
CaChL*2H,0 0.02g
Solucion de Micronutrientes 2ml
Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 2mi
FeEDTA (Solucion 1.64%) 4ml
Solucion de Vitaminas iml
KOH 4.5¢

Preparacion:
Colocar los compuestos en el orden indicado, posteente completar el volumen 1000ml con agua

destilada y ajustar el pH entre 6.5y 6.8.
Para el medio semisdlido se debe agrgar entreyl178g de agar-agar/l y para el medio solido sei@ain
159 de agar-agarl/l.

1. Solucion de Micronutrientes 2. Solucion de Vitaminas
Cus(, 0.04c¢ Biotina 10mc
ZnSQ, 1.20g Piridoxal-HCI  20mg
H3:BO; 1.40g
Completar el volumen a 100ml y guardar en nevera
Na,MoO, x 2 H,O 1.00g
MnSQO*H ,0 1.175¢g

Completar el volumen para 1000ml de agua destilada.
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Medio de Cultivo BATATA (Purificacion de Azzopirillum spp y Herbaspirillum spp)

Composicién por litro:

Batata 200g
Acido malico 2.5¢
Azucar 2.5¢9
Solucion de micronutrientes 2ml
Solucion de vitaminas 1ml

Preparacion:
Pesar 200g de batat inglesa, pelar y hervor du@hteinutos. Enseguida filtrar con algodén. Meztdar

cantidades de acido malico y azucar en 50ml de atpstilada y ajustando el ph entre 6.5 y 7.0.

Posteriormente mezclar las soluciones y completapkimen a 1000ml con agua destilada.

62



Medio de cultivo LGI (Azospirillum amazonense)

El medio de cultivo LGI, desarrollado a partir dekdio LG (Lipman, 1904). La | hace referencia al

investigador J. Ivo Baldani, este medio promueaghmiento dézospirillum amazonense

Composicién por litro:

Azucar cristal 5.0g
K,HPO, 0.2g
KH,PO, 0.69
MgSO*2H,0 0.29
CaCbk*2H,0 0.02¢g
Na,MoO, *2 H,O 0.002g
Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 5ml
FeEDTA (Solucion 1.64%) 4ml
Solucion de Vitaminas Iml

Preparacion:
Completar el volumen a 1000ml con agua destiladpustar el pH entre 6.0y 6.2. Para el medio seidizdl

se debe adicionar 1.75¢g de agar/l y para medidstbg de agar/l.
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Medio de Cultivo INFb (Herbaspirillum spp)

El medio JNFb fue desarrollado por la investigadimaanna Dbereiner a partir del medio NFb. La J hace

referencia a la investigadora.

Composicién por litro:

Acido malico 5.0g
K,HPO, 0.69
KH,PO, 1.8g
MgSO*7H,0 0.29
NaCl 0.1g
CaCk*2H,0 0.02g
Solucion de micronutrientes 2ml
Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 2mi
FeEDTA (Solucion 1.64%) 4ml
Solucion de Vitaminas Iml
KOH 4.5¢

Preparacion:
Completar el volumen a 1000ml con agua destilagiastar el pH a 5.8. Para medio semisdlido agredy 1

de agar/l y para medio solido 18g de agar/I.
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Medio de cultivo LGI-P (Gluconacetobacter diazotrophicus)

Este medio fue desarrollado a partor del medioutteve LG (Baldani, 1984); en donde la P hace refieia

a Pernambuco, lugar de aislamiento de la primgya deAcetobacter diazotrophicus

Composicién por litro:

Azucar cristal 100g
K,HPO, 0.2g
KH,PO, 0.69
MgSO*7H,0 0.29
CaChk*2H,0 0.02g
Na,MoO, *2 H,0O 0.002g
Azul de bromotimol (0,5% en etanol) 5ml
FeCk*6H,0 0.01g

Preparacion:
Completar el volumen a 100oml con agua destiladaugtar el pH a 5.5. Para medios semisolidos se deb

agrgar 1.8g de agar/l y para medio solido 17g de/lag

Medio de cultivo BATATA-P (Purificacion de Acetobacter diazotrophicus)

Este medio se prepara de la misma forma que eloniBATATA, descrito anteriormente. En este medio se

sustituye el acido malico por 100g de azucar dfista
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Anexo 2. Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a uivel de significancia del 95% para los

factores evaluados.

Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urvel de significancia del 95%, con 2 grados de tdmbr
para determinar el efecto de las especies de pabte las poblaciones de bacterias diazotréficaslieslas

(Log' de nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media F Significacién
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 2,274 1,362 10,300 0,000
LGI 1,906 0,953 1,730 0,192
JNFb 3,655 1,828 7,111 0,002
LGI-P 0,617 0,309 0,504 0,608
JMV 1,267 0,334 1,616 0,213
LG 8,212 4,106 31,723 0,000
LGD 1,906 0,653 9,419 0,003
BEIJ 0,820 0,410 6,656 0,011

" Andlisis estadisticos con datos transformadosogncion nivel de significancia del 95%<(05)

Analisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urveli de significancia del 95%, con 1 grado de libert
para determinar el efecto de la época climaticaestds poblaciones de bacterias diazotréficas estad

(Log'® de namero de células/mL).

Medio de Suma de Media F Significacion
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 8,018 8,018 60,633 0,000
LGI 2,945 2,945 5,347 0,027
JINFb 9,578 9,578 37,264 0,000
LGI-P 2,604 x 16 2,604 x 1C° 0,004 0,948
IMV 18,544 18,544 47,294 0,000
LG 0,791 0,791 6,111 0,029
LGD 3,358 3,358 33,191 0,000
BEIJ 0,915 0,915 14,845 0,002

" Andlisis estadisticos con datos transformadosogncion nivel de significancia del 95%<(05)

Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urvel de significancia del 95%, con 2 grados de tdmbr
para determinar el efecto del estrato de muestreedas poblaciones de bacterias diazotréficadiestas

(Log' de nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media E Significacion
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 0,706 0,353 2,670 0,083
LGI 0,753 0,377 0,684 0,511
INFb 5,871 2,935 11,420 0,000
LGI-P 2,212 1,108 1,810 0,178
JMV 0,802 0,401 1,022 1,022

" Andlisis estadisticos con datos transformadosogncion nivel de significancia del 95%<(05)
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Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urvel de significancia del 95%, con 2 grados de tdmbr
para determinar el efecto de la especie de pastoépoca climatica sobre las poblaciones de basteri
diazotréficas estudiadas (L'gle nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media E Significacion
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 1,630 0,815 6,165 0,005
LGI 0,145 7,229 x 18 0,131 0,877
INFb 0,617 0,308 1,199 0,313
LGI-P 1,756 0,878 1,435 0,251
IMV 0,645 0,323 0,823 0,447
LG 0,442 0,221 1,707 0,223
LGD 1,317 0,658 6,506 0,012
BEIJ 0,518 0,259 4,204 0,041

" Anélisis estadisticos con datos transformadosogncon nivel de significancia del 95%<(n05)

Anadlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urveli de significancia del 95%, con 2 grados de tdumr
para determinar el efecto de la especie de pasloegtrato de muestra sobre las poblaciones derfzect

diazotréficas estudiadas (L'gle nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media E Significacion
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 22,144 5,536 41,864 0,000
LGI 18,144 4,536 8,236 0,000
JNFb 20,237 5,059 19,683 0,000
LGI-P 23,893 5,973 9,759 0,000
JMV 20,844 5,211 13,290 0,000

" Andlisis estadisticos con datos transformadosogncion nivel de significancia del 95%<(05)

Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urvel de significancia del 95%, con 2 grados de tdmbr
para determinar el efecto de la época climatich gsrato de muestra sobre las poblaciones derast

diazotréficas estudiadas (L'Sgle nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media F Significacion
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 4,774 2,387 18,052 0,000
LGI 4,924 2,462 4,470 0,018
JNFb 1,459 0,730 2,839 0,072
LGI-P 0,201 0,100 0,164 0,849
JMV 3,185 1,593 4,062 0,026

" Andlisis estadisticos con datos transformadosogncion nivel de significancia del 95%<(05)
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Anadlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a urveli de significancia del 95%, con 4 grados de tdumr
para determinar el efecto de la especie de pastépdca climéitica y el estrato de muestra solwe la
poblaciones de bacterias diazotréficas estudiddas{de nimero de células/mL).

Medio de Suma de Media F Significacién
Cultivo Cuadrados cuadratica
NFb 6,068 1,517 11,471 0,000
LGI 1,791 0,448 0,813 0,525
JNFb 10,943 2,736 10,643 0,000
LGI-P 10,733 2,683 4,384 0,005
JMV 7,079 1,770 4,514 0,005

" Anélisis estadisticos con datos transformadosogncon nivel de significancia del 95%<(n05)
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Anexo 3.Curva de calibracién para la prueba de reducciccdéleno por cromatografia de gases.

y=0,807x+ 2,008

6 V
5
4
/ ——moles
3

—— Lineal (moles)

-8,556 -7,556 -6,556 -5,556 -4,556
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Anexo 4.Resultados de la prueba de reduccion de acetilersolps 12 aislamientos que presentaron mayor
produccion

Aislamiento* nmol C,H, h*mL™

SRG6 2.246,17
Sp7 825,10
SRA4 519,60
SRA2 269,35
SRG4 123,70
SRA5 63,34
SRG5 44,68
SRG3 10,72
RA1l 2,92
RA12 1,41
SRA3 0,82
SRAS 0,81
SRG7 0,66
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