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“Durante centenares de miles de afios, el
hombre Iluch6 para abrirse un lugar en la
naturaleza. Por primera vez en la historia de
nuestra especie, la situacion se ha invertido y hoy
es indispensable hacerle un lugar a la naturaleza
en el mundo del hombre”

Santiago Kovadloff
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RESUMEN

El manejo inadecuado de los suelos en regiones cultivables ha intensificado los
problemas de fertilidad en los mismos, debido al uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos. La posibilidad de usar técnicas basadas en la manipulacion de
microorganismos como biofertilizantes es una alternativa que cada dia cobra mas
interes.

Dentro de la gran variedad de microorganismos que han sido descritos como
Fijadores Biol6gicos de Nitrdgeno son de gran interés las bacterias del tipo
Actinomicetos, ya que, desempefian un papel importante en la produccion de
metabolitos secundarios, degradacion de material organico y promocion del
crecimiento vegetal

Considerando el gran impacto de los Actinomicetos en el suelo y al contar con un
area de conservacion natural en la Universidad Tecnoldgica de Pereira como lo es
su Jardin Botanico (JBUTP), surgi6 el interés de realizar el aislamiento e
identificacion en génerode Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno. El Aislamiento
realizado en Medio selectivo Ashby permitié la obtencién de 24 Actinomicetosque
poseen potencial para fijar Nitrbgeno Atmosférico. La identificacion en género se
realizé a través de comparacion morfolégica de sus estructuras miceliares con las
estructuras referenciadas para cada género de Actinomiceto en el Manual
Taxondmico de Bergey, evidenciandose 13 cepas del género Streptomyces y 11
del género Nocardia. Para confirmar los géneros se emplearon pruebas
bioquimicas (catalasa, oxidasa, urea, gelatina, citratos, lactosa, nitratos),
resultando en general una similitud de mas del 70% con las caracteristicas
bioquimicas propias de estos géneros las cuales sonreportadas en el libro
TheProcaryotes A Handbook of bacteria.

PALABRAS CLAVE: Actinomicetos; Fijacion de nitrdgeno; Jardin Botanico UTP.



ABSTRACT

Inadequate management of soils in arable regions has intensified fertility problems
in them, due to the indiscriminate use of chemical fertilizers. The possibility of
using technigues based on the manipulation of microorganisms as biofertilizers is
an alternative that is becoming more interested.

Within the wide variety of microorganisms whom have been described as
Biological Nitrogen fixers,are of great interest the Actinomycetes, whom play an
important role in the production of secondary metabolites, degradation of organic
material and plant growth promotion.

Considering the great impact of Actinomycetes in soil and taking into account the
presence of a natural conservation area in the Technological University of Pereira
as is Botanical Garden (JBUTP), arose the interest of making the isolation and
identification until genre, of Actinomycetes Fixers nitrogen. The Isolation performed
on selective medium (Ashby), allowed obtaining 24 Actinomycetes that have the
potential to fix atmospheric nitrogen. The identification until genre was performed,
through morphological comparison with mycelial structures referenced for each
genre of actinomycete in Bergey's Manual of Taxonomic, being evidenced 13
strains of the genus Streptomyces and 11 strains of the genus Nocardia. To
confirm the reported genres, were used biochemical tests (catalase, oxidase,
urea, gelatin, citrates, lactose, nitrates), resulting a similarity of over 70% with the
biochemical characteristics typical of these genres which are reported in the book
the Procaryotes A Handbook of bacteria.

Keywords: Actinomycetes, Nitrogen Fixing, Botanical Garden UTP.



INTRODUCCION

En la actualidad la forma mas comun de incorporar nutrientes al suelo ha sido
mediante el uso de fertilizantes quimicos, cuyo uso indiscriminado ha alterado
significativamente los constituyentes organicos y vivos del suelo y con ello el
equilibrio ecoldgico; debido a esto se han buscado alternativas agricolas que
favorezcan el desarrollo de suelos fértiles llevando a una sostenibilidad agricola,
que represente beneficios para el hombre y para el balance ecoldgico, (Alvarez et
al., 2009).

La conservacion de los recursos productivos y del medio ambiente son dos
exigencias bésicas, en una agricultura sostenible;asi, al considerar el dafio
ambiental que produce la aplicacion exagerada y periddica de fertilizantes
quimicos, surge un creciente interés en usar técnicas basadas en la manipulacion
de microorganismos considerados para tal caso biofertilizantes, como una
alternativa hacia la sustitucion parcial o total de estos insumos, (Vessey, 2003).

En general, los microorganismos desarrollan en el suelo actividades relacionadas
con procesos de descomposicion, mineralizacibon de complejos organicos y
translocacion de bioproductos y elementos minerales que conllevan
aldesplazamiento de nutrientes en el ecosistema suelo-planta. Dentro de la gran
diversidad de microorganismos presentes en el suelo llaman la atencion los que se
encuentran vinculados con la estimulacion de los ciclos biogeoquimicos de los
nutrientes,ya que a través de estos se genera la movilizacion de elementos como
carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, calcio, sodio, azufre, fésforo y potasio
entre los seres vivos y la atmésfera o la biomasa, (Vessey, 2003).

Uno de los ciclos biogeoquimicosmas importantes es el Ciclo del Nitrogeno. La
abundancia de este elemento en la Atmoésfera es del 78%, pero este no es
aprovechado directamente por las plantas las cuales se ven obligadas a utilizar
formas combinadas para asimilar Nitrégeno del suelo en cantidad suficiente para
soportar los cultivos, (Cuervo, 2010).

Hoy en dia la fijacion biologica de Nitrdgeno Atmosférico cobra mas valor, dentro
del contexto de la agricultura sostenible, ya que se puede evitar el uso exagerado
de fertilizantes nitrogenados y contribuye a la disminucién de la degradaciéon del
medio, (Arévalo, 2003).
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Los microorganismos fijadores de Nitrdgeno son capaces de catalizar el triple
enlace de Nitrogeno y activarlo para que se combine con otros elementos
quimicos, como el hidrogeno o el oxigeno por medio de la enzima nitrogenasa en
sus sistemas metabdlicos. Algunos tipos de algas y bacterias pueden realizar este
proceso bioldgico, entre los cuales cabe destacar a los Actinomicetos, bacterias
filamentosas ampliamente distribuidas en ecosistemas naturales, (Cerda, 2008).

Los Actinomicetos son microorganismos Gram positivos, muy abundantes en el
suelo, poseen gran importancia en el equilibrio ecolégico del mismo al presentar
una actividad metabdlica alta, con la cual pueden desencadenar reacciones que
conllevan por ejemplo, a la transformacion del Nitrégeno Atmosférico molecular en
Nitrégeno mineral que es asimilable por las plantas, también, producen pigmentos
y enzimas extracelulares con las que son capaces de degradar materia organica
de origen vegetal o animal, (Correa, 2000).

Considerando el gran impacto de los Actinomicetos en el suelo al poseer
capacidad para Fijar Nitrogeno Atmosférico al igual que capacidad degradativa de
materia organica y al contar con un area de conservacion natural en la Universidad
Tecnoldgica de Pereira como lo es su Jardin Botanico (JBUTP), como Quimicas
Industriales es uno de nuestros propoésitosdar soluciones a problemas de
contaminacion ambiental, por lo cual, considerando el impacto negativo de
fertilizantes quimicos en los cultivos y el auge del uso de microorganismos como
biofertilizantes, surge el interés de realizar el aislamiento e identificacién hasta
género de Actinomicetos presentes en el suelo del JBUTP, con el fin de
determinar su potencial Fijacion de Nitrégeno por medio de siembra en medio
selectivo.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La historia se ha encargado de mostrar como pocas actividades humanas han
permitido a los seres humanos un estrecho contacto con la naturaleza como lo ha
hecho la agricultura, hasta llegar a la era moderna donde el desarrollo de las
tecnologias duras de produccion, entendidas como herramientas y maquinarias,
incluyendo el uso excesivo de fertilizantes ha hecho que la agricultura sea cada
vez mas intensiva generando mayor produccion en poca extension de terrero,
(Jorgensen-Nielsen, 1996). Un reto importante en la produccion agricola mundial,
es el manejo de los nutrientes del suelo, encontrando una necesidad urgente de
mejorar su disponibilidad. Muchos cambios en las practicas agricolas como
cultivos intercalados, inclusion de plantas fijadoras de Nitrégeno, la agrosilvicultura
y mejora del reciclado son claramente beneficiosos, (Powlsonet la, 2011).

El nitrgeno como factor limitante mas importante en el desarrollo de las plantas,
después del agua,es primordial en la formacion de estructuras moleculares como
los &cidos nucléicos, aminoazucares, aminoécidos, entre otros (Olivares, 2008).EI
nitrato es la forma méas usual tomada por la planta y puede hallarse en el suelo
derivado de su contenido mineral, del incorporado de la atmésfera o de la
biotransformacion de moléculas organicas. La incorporacion de Nitrdgeno
atmosférico al suelo es un proceso mediado generalmente por microorganismos,
los cuales son los Gnicos seres vivos capaces de realizar esta accion y la efectian
en el marco de lo que se denomina Fijacion Bioldgica de Nitrogeno, (Torralba —
Pérez 1997).

Dentro de la gran variedad de microorganismos que han sido descritos como
Fijadores Biologicos de Nitrégeno son de gran interés las bacterias del tipo
Actinomicetos, que ademas, desempefian un papel importante en la produccion de
metabolitos secundarios y la degradacion de material organico, (Sylvia et al,
1999); a pesar de estas aplicaciones no se encuentra informacién relacionada con
su existencia en los suelos del JBUTP, por lo queen esta investigacionse desea
abordar el estudio de los posibles Actinomicetos que se hallen en estos suelos,
planteando la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existenen el Jardin Botanico de la Universidad Tecnologica de Pereira

Actinomicetosquecontribuyan a la Fijacion Biologica de Nitrogeno siendo posible
aislarlos y clasificarlos segun género taxonémico?
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2. JUSTIFICACION

La Fijacion de Nitrégeno por parte de microorganismos es una de las rutas mas
importantes para introducir de la atmoésfera nitrogeno molecular a las cadenas
alimentarias de la biosfera. El 78% del aire en la atmdsfera es nitrégeno y en esta
forma no puede ser utilizado por los organismos que denominamos superiores.
Este proceso lo realizan algunos microorganismos de vida libre o asociados a los
sistemas radicales que poseen el complejo enzimatico nitrogenasa, (Aguirre
2009).

Aunque es un proceso biogeoquimico amplio, la Fijacién Bioldgica de Nitrégeno se
da uUnicamente en algunos tipos de algas cianoficeas, hongos y bacterias,
destacando principalmente a los Actinomicetos. Entre las bacterias se pueden
resaltar algunas especies del género Azospirillum, el Rhizobium y Actinomicetos
del género Frankia y Streptomyces, entre otros, (Correa, 2000).

Los Actinomicetos son microorganismos conocidos por desarrollar diversas
actividades en el ecosistema tales como crecimiento de la planta y mejoramiento
del suelo, producir compuestos con actividad antagonista contra microorganismos
patdgenos siendo los principales productores de antibioticos y cumplir un papel
importante en la descomposicién de biopolimeros y compuestos recalcitrantes. Se
encuentran frecuentemente en el suelo y constituyen un componente sustancial de
la microbiota, registrandose hasta mas de un millén de unidades formadoras de
colonias en un gramo de tierra fértil, (Correa, 2000).

Hoy en dia, se utilizan diferentes microorganismos con funciones especificas en la
agricultura para mejorar la productividad de las plantas, entre los cuales se
encuentran los Actinomicetos fijadores de Nitrdgeno, los cuales son considerados
fuente facilitadora del manejo de los nutrimentos que benefician el funcionamiento
de los cultivos, formando parte de una tecnologia que garantiza una productividad
bilégica, econdémica y ecologica mas exitosa y sin contaminacién del ambiente,
(Aguirre 2009), estimulando asi la produccién de biofertilizantes, tecnologia clave
para asegurar la sustentabilidad y productividad en el sector agricola, (Correa,
2000).

El Jardin Botanico ha logrado a lo largo de sus afos, consolidarse como uno de
los principales proveedores de material vegetal para procesos de reforestacion,
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repoblamiento y restauracion ecolédgica. Gracias a esto, se ha explorado en gran
medida la inmensa cantidad de especies de flora y fauna presentes, logrando un
avance significativo en cuanto a organizacién, desarrollo e investigacion, (JBUTP
Centro de Recursos Informaticos).

La mayoria de trabajos realizados en el JBUTP, hacen relacion a Sistemas de
Gestidon (Lopez y Patifio, 2002; Brito, 2005) y Educaciéon Ambiental (Jaramillo y
Londofio, 2005; Corrales y Martinez, 2006), en donde el material vegetal es el eje
principal olvidandose un poco del material microbiologico presente en sus suelos,
haciéndose evidente una escasez de informacion en cuanto a su vida microbiana,
especialmente relacionada con Actinomicetos.

Por tanto, esta investigacion tiene una relevancia mayor al aportar informacion
nueva e importante relacionada con la diversidad microbiana presente en estos
suelos, abriendo las puertas a nuevas investigaciones relacionadas con su
microbiota.

Debido a todo lo expresado anteriormente, se considera de gran impacto un
manejo agricola sostenible con el uso de microorganismos, surgiendo el interés de
aislar del suelo del JBUTP bacterias del tipo Actinomicetos que puedan ser
identificadas segun género y catalogadas como posibles Fijadoras de Nitrégeno
Atmosférico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar e Identificar en génerolos diferentes actinomicetos fijadores de Nitrégeno
presentes en el suelo del Jardin Botanico de la Universidad Tecnolégica de
Pereira.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Aislar actinomicetos fijadores de nitrogeno del suelo del Jardin Botanico de la
Universidad Tecnolégica de Pereira, haciendo uso de técnicas de medio de
cultivo selectivo.

¢ l|dentificar en género Actinomicetos Fijadores de Nitrdgeno siguiendo criterios
morfolégicos macro y microscépicos.
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4. MARCO DE REFERENCIA

4.1. Jardin Boténico
4.1.1. Aspectos Generales

La conservacion del ambiente desde la concepcién de interaccion hombre —
naturaleza ha permitido comprender la magnitud de las consecuencias de aquellas
acciones irresponsables en el uso de los recursos naturales, que han traido
consigo pérdidas irreparables que resaltan actualmente la necesidad de generar
estrategias que faciliten la existencia, permanencia y el estudio de espacios
dedicados a la preservacion de la biodiversidad, (Ospina. B, E. 2011).

Los jardines botanicos han jugado a lo largo de sus casi 500 afios de historia un
importante papel en la conservacion de la flora a través de colecciones para los
estudios boténicos aplicados a la medicina y farmacia en la Europa renacentista,
la difusion de especies de interés econdmico en la época colonial o en el cultivo de
plantas ornamentales en los dos ultimos siglos, (BASEMAC, 2005).

El nuevo concepto de jardin botanico implicado en la conservacion de las especies
amenazadas, en investigacion y en educacion, surge en la década de 1970 y son
actualmente elementos esenciales para el desarrollo sostenible y la conservacion
de los recursos naturales, (BASEMAC, 2005). En este contexto es necesario
reconocer los jardines botanicos como centros dedicados a este fin. De los cuales
actualmente existen mas de 1800 en 148 paises del mundo, donde se encuentran
representantes de mas de 80.000 especies de plantas, casi un tercio de las
especies vasculares del mundo. (Organizacion Internacional para la Conservacion
en Jardines Botanicos, 2000).

En Colombia el primer jardin botanico fue fundado por José Celestino Mutis en
Mariquita Tolima; del cual se trasladé una pequefia parte a Bogota pero fue
destruida en 1916 por las tropas libertadoras. Finalmente en 1955, el cientifico
Enrique Pérez Arbelaez funda el Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis
gue representa el inicio de la construccion de este tipo de espacios con el objetivo
de conservar la fauna y flora de sus areas de influencia en diferentes ciudades del
pais. (Adaptado de la pagina web: Instituto de Investigaciones de Recursos
Bioldgicos Alexander von Humboldt)
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La Universidad Tecnologica de Pereira inicio hace 24 afos la formacion de un
jardin botanico por iniciativa del profesor Apolinar Sierra, mediante la siembra de
flora nativa en los potreros y cafetales que habian tenido un proceso de
recuperacion natural alrededor del campus. En 1983 por resoluciéon 00020 del 6 de
septiembre, el Consejo Superior de la universidad creé el jardin botanico
asignandole un area de 12.7 hectareas, de las cuales se constituyen 1500 metros
de senderos lineales, 10.9 hectareas de area boscosa y 1.7 hectareas de
humedal, (Ospina. B, E. 2011).

4.2. Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (JBUTP)
4.2.1. Generalidades

El JBUTP es un area destinada a la proteccion, investigacion y conservacion de
las especies nativas del bosque andino, conformada por una zona de bosque
secundario en proceso de regeneracion natural en el que se han desarrollado
procesos de enriguecimiento con nuevas especies y un vivero donde se
encuentran las colecciones de plantas aromaticas, medicinales, orquideas,
bromelias y bambues exéticos. (JBUTP Centro de Recursos Informéticos).

La ubicacién estratégica del Jardin Botanico, por pertenecer al corredor biolégico
Consota cuenta con una gran diversidad de flora y fauna asociada; asi mismo el
reconocimiento en el ambito Local, Regional y Nacional ha logrado posicionar el
area como un espacio importante para desarrollar procesos de conservacion,
investigacion y educaciéon ambiental. La importancia de los procesos de
conservacion de la biodiversidad del bosque andino desarrollados por el JBUTP,
los cuales involucran no sélo la conservacién de las especies vegetales propias de
este ecosistema sino también la de algunas especies animales asociados a ellas,
radica en que la region andina colombiana ha sido por muchos afios la segunda
mayor fuente de recursos madereros del pais, por lo que muchas de las especies
de flora con algun grado de amenaza se encuentran en dicha zona.(JBUTP Centro
de Recursos Informaticos).

Adicionalmente, cuenta con areas destinadas al apoyo de proyectos de
investigacion de las diferentes facultades y centros de investigacion de la UTP,
proyectos liderados por la Red Nacional de Jardines Botanicos, por el grupo de
investigacion Jardin Botanico Universidad Tecnoldgica de Pereira reconocido por
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Colciencias y proyectos surgidos de diferentes convenios y alianzas. (JBUTP
Centro de Recursos Informaticos).

4.2.2.Zonificacion Ambiental del Jardin Botanico

En la Figura 1 se aprecia el mapa de la zonificacion Ambiental del JBUTP. La
zona verde demarcada con el niumero 1 representa el Ecosistema Bosque
Secundario, la zona roja representa por el numero 2 es el Ecosistema Guadual y
el punto 3 representa la zona del Ecosistema Humedal. Esta informacion fue
extraida del documento ‘Plan de Manejo Ambiental’ extraido de los recursos
informéaticos del campus.

Figura 1. Mapa de la Zonificacion Ambiental del Jardin Botanico

42.2.1 Zona de mejoramiento ecoldgico - Bosque Secundario

El bosque secundario esta divido segun la intervencion humana en Bosque
Intervenido, poco intervenido y no intervenido.
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4.2.2.1.1. Bosque Intervenido: Zona que ha sufrido alteraciones en su ambiente,
por causas antropicas o naturales y en la cual es necesario implementar
acciones que ayuden a mejorar las condiciones del ecosistema para
garantizar la conservacién de las especies de flora alli presentes y la de
los objetos representativos de los servicios ambientales y culturales; a
su vez, poder mantener las condiciones de habitat adecuadas para la
permanencia de las especies de fauna asociadas a este lugar.

4.2.2.1.2. Bosque Poco Intervenido: En esta zona se llevan a cabo algunas
acciones encaminadas a mejorar las condiciones del ecosistema
garantizando de esta manera la conservacion de las especies que
existen alli.

4.2.2.1.3. Bosque no intervenido: Es un bosque joven en proceso de sucesion
vegetal donde se puede apreciar los diferentes estratos compuestos por
gramineas, platanillas, heliconias, helechos; diferentes especies de
arboles de menor tamarfo, especies trepadoras como el mata palo y
algunas epifitas como bromelias y orquideas.

4.2.2.2.Zona de mejoramiento ecoldgico — Guadual

La cobertura vegetal esta representada por bosque de guadua angustifolia,
también se observa en menor proporcidon especies caracteristicas de la sucesion
vegetal como helechos, arbustos, hierbas, trepadoras, gramineas y epifitas. En
esta area se encuentra el sendero de los Rizomas que tiene su nombre debido a
las caracteristicas especiales de las raices de las guaduas, llamadas rizomas, las
cuales se pueden observar a lo largo del sendero. La cobertura vegetal esta
representada principalmente por bosque de guadua que actia como cobertura
protectora de la microcuenca alli presente, también se encuentran otras especies
menores como platanilla, heliconias, algunas epifitas y gramineas en menor
proporcion. Actualmente, la guadua alcanza una altura aproximada de 20 a 30
metros y 20 centimetros de diametro; aqui se realiza un manejo del guadual
enfocado a la proteccion de los senderos. La quebrada asociada al bosque
ingresa de forma subterranea por el limite occidental y hacia el centro del bosque
de guadua, aflora generando un flujo de agua pura que alimenta el humedal.
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4.2.2.3.Ecosistema Humedal.

Ubicado en la zona Norte del Jardin Botanico, tiene 2.13 ha, presenta pendientes
suaves, cobertura vegetal como gramineas, y helechos. En esta zona se
encuentra el sendero del humedal. Tal como hace referencia el Grupo de Estudio
en Fauna Silvestre-Universidad de Caldas “esta zona se caracteriza por su alta
humedad y presencia de cuerpos de agua secundarios, arboles de gran altura,
guaduales y zonas bajas con suelos en constante escorrentia (Universidad de
Caldas. Grupo de estudio en Fauna Silvestre - Medicina Veterinaria y Zootecnia,
2008). Actualmente, los arboles alcanzan una altura aproximada entre 15y 20 m,
hay presencia de guadua. En este segmento se puede apreciar el estado
sucesional mas avanzado del bosque secundario presente en el jardin, vy
adicionalmente mayor diversidad de especies nativas, se observa de igual forma la
presencia de especies exéticas como el aguacate.

4.3. Poblacién microbiana del suelo

Los microorganismos del suelo, son los componentes méas importantes de este ya
gue constituyen su parte viva y son los responsables de la descomposicion,
mineralizacién de complejos organicos, translocacion de bioproductos y elementos
minerales asi como contribuir a la Fijaciébn de Nitrdgeno Atmosférico. En un solo
gramo de tierra fértil, se encuentran millones de microorganismos benéficos para
los cultivos, entre los cuales se pueden encontrar: bacterias, actinomicetos,
hongos, algas, protozoarios y virus que ejercen control sobre las poblaciones
bacterias, (Germina, 1993).

La mayoria de los suelos contienen entre 10° y 10'° microorganismos por gramo,
(Madigan et al, 2004), las bacterias son las mas numerosas llegando a 10°
individuos y pueden estar representados por mas de 10* y 10° especies diferentes.
Solo las bacterias del tipo Actinomicetos llegan a representar entre 10° y 10’
individuos por gramo, (Sylvia et al, 1999).
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4.4. Actinomicetos

4.4.1. Conceptos Generales

Los actinomicetos son bacterias aerdbicas, Gram positivas, filamentosas y
parcialmente acido resistentes; son heterotrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes
de carbono simple, complejo y compuestos moleculares organicos como: acidos,
azucares, polisacaridos, lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como
fuente de nitrégeno: amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y un gran namero de
proteinas, (Leveaun-Bouix, 2000). Estos microorganismos estadn ampliamente
distribuidos en la mayoria de suelos secos y calidos donde alcanzan grandes
cantidades poblacionales, (Uzcategui M, et al, 2009).

Dentro de sus caracteristicas especificas, presentan un olor tipico a suelo humedo
por la produccion de un metabolito llamado geosmina. Adicionalmente, presentan
una actividad metabdlica alta, produciendo terpenoides, pigmentos y enzimas
extracelulares hidroliticas y ligninoliticas con las que son capaces de degradar la
materia organica de origen vegetal y animal por lo cual son miembros importantes
del sistema de descomposicion del suelo (Ezziyyani et al., 2004), producen
compuestos bioactivos, con actividad antagonista contra microorganismos
patdgenos, siendo los principales productores de antibiéticos, (Kloepper, J.W.
2009).

Particularmente, se han descrito actividades que pueden catalogar a los
Actinomicetos como Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Entre estas
actividades cabe destacar la solubilizacion de fésforo, fijacion de Nitrogeno
Atmosférico, produccién de sideréforos e interaccion con otros microorganismos,
(Kloepper, J.W. 2009).

En los Ultimos afios se ha incrementado el interés por las aplicaciones de los
Actinomicetos a nivel biorremediacion en Colombia, pudiéndose observar
diferentes trabajos al respecto, como el que presenta en el 2009, Franco-Correa,
et al, del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos de la Universidad
Javeriana, en el cual, se aislaron 10 cepas de Actinomicetos de 60 muestras de
suelo rizosférico proveniente de diferentes zonas de la region de Boyac4, con el fin
de obtener polihidroxialcanoatos (PHA). Los PHA son biopolimeros de acidos
grasos que son biosintetizados por las enzimas de estos microorganismos, siendo
estudiados para su empleo como poliésteres biodegradables, (Franco-Correa,
2009). Por su parte, Vargas, et al, 2009, ha hecho énfasis en el importante rol que
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desempeiian los actinomicetos en la biodiversidad de los ecosistemas sostenibles
y cémo indican el nivel de salud del suelo.También, Cruz, et al, 2009, destaca que
en Colombia se conoce poco acerca de la biodiversidad microbiana y su funcion
en la naturaleza. Por ello, se enfocaron especialmente en el papel de los
actinomicetos sobre la degradacion de celulosa y xilano en procesos de compost
con residuos organicos agricolas.

4.4.2. Aplicaciones

Algunos actinomicetos han sido descritos como agentes de biocontrol por la
capacidad de producir enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas,
peroxidasas y otras, (Tokata et al., 2002). Entre este grupo se encuentran los
Streptomyces por ser capaces de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatégenos,
comoAlternariasp.,Botrytiscinerea y Rhizoctoniasolani, (Montesinos, 2007).

Los Streptomyces también son importantes a la hora de promover la nodulacion y
ayudar a los bacteriodes de Rhizobium a la asimilacion del hierro en la fijacién de
nitrogeno en leguminosas, contribuyendo indirectamente a la promocion de
crecimiento vegetal, (Tokata et al., 2002).

Otros géneros han sido reportados como fijadores de nitrdgeno atmosférico, el
Actinomiceto del género Frankia y algunas cepas pertenecientes a las familias
Thermomonosporaceae y Micromonosporaceae, (Valdés et al., 2005).

4.4.2.1. Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno
4.4.2.1.1 Streptomyces

El género Streptomyces es uno de los géneros mas caracteristicos y conocidos de
la division Actinobacteria. Se caracterizan por poseer una morfologia particular en
donde se diferencian dos formas de crecimiento, una primaria o asimilatoria y una
secundaria o reproductiva. Las esporas reproductivas asexuales de Streptomyces
se forman en los extremos de los filamentos aéreos. Si cada espora se deposita
en un sustrato adecuado, puede germinar y formar una colonia nueva. Estos
microorganismos son aerobios estrictos. A menudo producen enzimas
extracelulares que les permiten utilizar las proteinas, polisacaridos como el

34



almidon, la celulosa y diversas materias organicas halladas en el suelo. De un
modo caracteristico producen un compuesto gaseoso llamado geosmina, que le
confiere al suelo tu tipico aroma a suelo El género es de gran importancia
biotecnolégica debido a que produce metabolitos secundarios como los
antibioticos que son de amplio uso en medicina humana y veterinaria, asi como
compuestos represores de tumores, enzimas y vitaminas, (Tohme, 2000).

4.4.2.1.2 Nocardia

Nocardia es un género de bacteria Gram positiva que se encuentra en suelos ricos
en materia organica, asi como en aguas o materia organica en descomposicion.
Se pueden hallar principalmente en zonas tropicales y subtropicales, mientas que
son poco frecuentes en zonas templadas o frias. Ciertas especies de nocardias
tienen gran importancia clinica como agentes patdégenos para el hombre y los
animales. Forman filamentos y ramificaciones muy desarrolladas. Poseen micelio
vegetativo que se fragmenta en elementos bacilares y cocoides. Los filamentos
profundos se separan y tomar forma de rosario en cambio, los filamentos aéreos al
fragmentarse produce células similares a esporas unicelulares que se dispersan y
forman aerosoles. Estos microorganismos pueden reconocerse en el laboratorio
por la formacién ya sea de colonias lisas, duras, adherentes, cereas 0 secas que
se desarrollan después de tres dias a dos semanas de incubacion. Se ha descrito
gue el género Nocardia fija nitrégeno atmosférico en el suelo usando como fuentes
de carbono glucosa, sucrosa, manitol y celulosa, (Uzcastegui- Negron, 2009).

4.5. Fijaciéon de Nitrégeno

La Fijaciobn de Nitrégeno puede ser abibtica o biolégica. La primera se da por
procesos quimicos espontaneos como la oxidacion de nitrégeno atmosférico por
accion de rayos solares, descargas eléctricas o por combustion de compuestos
organicos y por medio de aguas lluvia son arrastrados hacia la biosfera.En tanto,
la fijacion bilégica de Nitrégeno (FBN) es un proceso llevado a cabo por
organismos denominados diazétrofos, en donde el Nitrdgeno molecular es
reducido a amonio e incorporado a la bidsfera. Esta propiedad esta restringida
s6lo a procariotas y se encuentra muy repartida entre los diferentes grupos de

35



bacterias y algunas arqueobacterias. Es un proceso que consume mucha energia
y ocurre con la mediacién de la enzima nitrogenasa, (Cuervo, 2010).

La fijacion de nitrogeno en la biosfera se estima en unos 275 millones de
toneladas anuales, de las cuales 175 corresponden a la fijacion biolégica y 100 a
la abidtica. Por lo tanto la fijacion biol6gica supone méas del 60% del nitrégeno
fijado y por ello es el proceso mas importante (Rodriguez — Sevillano, 2009).

4.5.1. Ciclo del Nitrogeno

El ciclo del Nitrégeno es uno de los mas importantes, ya que este elemento se
encuentra en varias formas y se llevan a cabo en él una serie de procesos
guimicos en los que es tomado del aire y es modificado para finalmente ser
devuelto a la atmosfera, (Cabrera 2007).

Se encuentra en forma libre y en mayor abundancia en la atmésfera (78 %.). Es
uno de los principales elementos biogeoquimicos, sin embargo, gracias a su gran
estabilidad, apenas se combina con otros elementos y, por tanto, es dificil que los
organismos lo asimilen, ya que primero debe ser desdoblado y empezar asi la
sintesis de aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos (ADN y ARN) y otras
moléculas fundamentales para el metabolismo, (Cabrera 2007).

En este sentido, se necesita de una gran cantidad de energia para desdoblarlo y
combinarlo con otros elementos como el carbono y el oxigeno. Esta ruptura puede
hacerse por dos mecanismos: descargas eléctricas y fijacion fotoquimica, que
proveen suficiente energia como para formar nitratos (NO3’), (Cabrera 2007).

Sin embargo, existe una tercera forma de fijacién del nitrégeno que es llevada a
cabo por bacterias que usan enzimas en lugar de la luz solar o descargas
eléctricas. Estas bacterias son las que viven libres en el suelo o aquellas que en
simbiosis, forman nédulos con las raices de las plantas para fijar el nitrégeno,
destacando los géneros Rhizobiumsp o Azotbactersp. Otro grupo son las
cianobacterias acuaticas y las bacterias quimiosintéticas, tales como el género
Nitrosomassp y Nitrosococcus sp, que juegan un papel muy importante en el ciclo
de este elemento, al transformar el amonio en nitrito, mientras que el género
Nitrobactersp continla con la oxidacién del nitrito (NO2) a nitrato (NO3), el cual
gueda disponible para ser absorbido o disuelto en el agua, pasando asi a otros
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ecosistemas. Todas las bacterias pertenecientes a estos géneros fijan nitrégeno,
tanto como nitratos (NO3’) o como amonio (NH3), (Cabrera 2007).

Hoy en dia la Fijacion biolégica de Nitrdgeno cobra més valor dentro del contexto
de la agricultura sostenible, pudiéndose evitar el uso abusivo de fertilizantes
nitrogenados que perjudican considerablemente la salud del suelo, (Wheeler y
Miller, 1990).

45.1.1. Fases del Ciclo

El ciclo del nitrdgeno tiene seis etapas, de las cuales solo la asimilacion no es
realizada por bacterias:

4.5.1.1.1. Fijacion

La fijacion biologica del nitrbgeno consiste en la incorporacién del nitrégeno
atmosférico, a las plantas, gracias a algunos microorganismos, principalmente
bacterias y cianobacterias que se encuentran presentes en el suelo. Esta fijacion
se da por medio de la conversion de nitrégeno gaseoso (N2) en amoniaco (NHs) o
nitratos (NOjs). Estos organismos usan la enzima nitrogenasa para su
descomposicion, (Zagal 2009).

4.5.1.1.2. Nitrificacién o mineralizacion

Existen dos formas de nitrégeno que son asimilables por las plantas, el nitrato
(NO3) y el amonio (NH4+). Las raices pueden absorber ambas formas, aunque
pocas especies prefieren absorber nitratos que amoniaco. El amonio es convertido
a nitrato gracias a los microorganismos por medio de la nitrificacion, (Zagal 2009).

45.1.1.3. Asimilacion

La asimilacion ocurre cuando las plantas absorben a través de sus raices, nitrato
(NO3") o amoniaco (NH3z), elementos formados por la fijacion de nitrogeno o porla
nitrificacion. Luego, estas moléculas son incorporadas tanto a las proteinas, como
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a los &cidos nucléicos de las plantas. Cuando los animales consumen los tejidos
de las plantas, también asimilan nitrégeno y lo convierten en compuestos
animales, (Zagal 2009).

45.1.1.4. Amonificacién

Los compuestos proteicos constituyen en mayor medida la materia nitrogenada
aportada al suelo, pero tienen poco valor para las plantas al ser afadidos
directamente. En cambio, cuando los organismos producen desechos que
contienen nitrégeno como la orina (urea), desechos de aves u organismos
muertos, éstos son descompuestos por bacterias presentes en el suelo y en el
agua, liberando el nitrégeno al medio, bajo la forma de amonio (NH3). En este
nuevo proceso de integracion de nitrogeno al ciclo, las bacterias fijadoras llevan a
cabo la digestion enzimatica, por lo que el amonio se degrada a compuestos
aminados, como proteosas, peptonas y al final, en aminoéacidos, (Zagal 2009).

45.1.1.5. Inmovilizacién

Es el proceso contrario a la mineralizacién, por medio del cual las formas
inorganicas (NH;" y NO3) son convertidas a nitrégeno organico y, por tanto, no
asimilables, (Zagal 2009).

4.5.1.1.6. Desnitrificacion

La reduccion de los nitratos (NO3) a nitrégeno gaseoso (N»), y amonio (NH") a
amoniaco (NHs),y es llevado a cabo por las bacterias desnitrificadoras que
revierten la accidén de las fijadoras de nitrdgeno, regresando el nitrogeno a la
atmosfera en forma gaseosa, (Zagal 2009).A continuacion, en la Figura 2 se
observa el esquema del ciclo biogeoquimico del nitrégeno.
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Figura 2. Ciclo biogeoquimico del Nitrogeno, (Echarri, 1998).

4.5.2. Mecanismo Bioquimico de la Fijacion de Nitrogeno

En la fijacion bioldgica de Nitrégeno, éste es reducido a amonio e incorporado
directamente a la biosfera (Torralba — Pérez 1997). La reduccion es catalizada por
un complejo enzimético, la dinitrogenasa (N,-asa).

La dinitrogenasa esta formada por molibdo-ferroproteina (componente |) y ferro-
proteina (componente Il). EI componente | tiene por mision la reduccién de
nitrbgeno a amoniaco, y el componente Il la transferencia a | de la energia
necesaria para que éste pueda llevar a cabo aquella reduccion, (Rodriguez —
Sevillano, 2000).El componente | como el responsable de la reduccidn, requiere
de 36 atomos de Hierro para su correcto funcionamiento, para ello la gran mayoria
de los microorganismos fijadores de nitrogeno producen siderdforos. Estos son
péptidos con capacidad complejante que convierten los iones Fe™ de
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pocasolubilidad a complejos de Fe* que pueden ser facilimente asimilados por
mecanismos de transporte activo, (Sylvia, 2005).

En la Figura 3 se describe el mecanismo de la reaccion de reduccion del Nitrégeno
molecular a amonio catalizada por el complejo enzimatico dinitrogenasa.

Complejo Enzimatico dinitrogenasa

Proteina Fe Proteina Mo-Fe

Ferredoxina gy Productos
2NH, . H,
Sustratg

Ferredoxina, o q N,.8H

16 ATP
16 @ Zeiger, 2002

Figura 3. Reaccion catalizada por ladinitrogenasa, (Zeiger, 2002)

La ferredoxina reduce la proteina Fe. Se piensa que la union e hidrélisis de ATP a
la proteina Fe provoca un cambio conformacional en la proteina que facilita las

reacciones redox. La proteina Fe reduce a la proteina Fe-Mo, que a su vez reduce
al Ny, (Zeiger, 2002).
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5. METODOLOGIA

5.1. SECCION EXPERIMENTAL

5.1.1. Toma de muestra de suelo

Para la toma de muestra se utilizd el protocolo recomendado por el manual de
Laboratorio de Analisis quimico de suelos y foliares de la UTP.

Se tomaron muestras de suelo rizosférico de los tres (3) ecosistemas presentes en
el JBUTP: Bosque Secundario, Guadual y Humedal, considerando la existencia de
sub-ecosistemas en dos (2) de estos entornos. En la Figura 4 se hace una
descripcién esquematica de los ecosistemas y sub-ecosistemas del JBUTP.

Jardin Botanico
Universidad Tecnholdgica de Pereira

Ecosistemas

Bosque ?ecundariol 'Guadual|
Segun ~ Segin
Grado de Refarestacion Densidad Pohlacional y

| Topografial del Terreno

Intervenido Poco No ¢ ¢ ¢
I—l Intervenido| |Intervenido Densidad Densidad Densidad
alto-plano| |bajo-inclinado| | alto-inclinado

Figura 4. Ecosistemas y Sub-ecosistemas del JBUTP, (Ospina, B; Dossman
M; 2011).

De esta manera se generan siete (7) puntos especificos de muestreo: tres (3) en
Bosque Secundario, tres (3) en Guadual y finalmente uno (1) en Humedal.

Las muestras, seis (6) en total por cada punto de muestreo, se tomaron haciendo
uso de palas a partir de una capa de suelo no superior a los 20 cm de profundidad,
éstas fueron representativas y se tomaron de forma aleatoria. Se rotulé cada
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muestra especificando fecha, hora y sitio de muestreo segun su posicion
geografica haciendo uso de un equipo GPS mobileMapperl0 denotando grados,
minutos, segundos, latitud y longitud.

Con el fin de reducir las cantidades de suelo extraidas en cada uno de los siete
puntos de muestreo, y haciendo uso del protocolo recomendado en el manual de
Laboratorio de Analisis quimico de suelos y foliares de la UTP se efectu6 el
cuarteo de las mismas. Este tiene como fin llevar las muestras a cantidades
menores obteniendo muestras representativas y homogéneas. Para ello, las seis
muestras de suelo tomadas por cada uno de los sub-ecosistemas, se disponen
sobre una superficie plana previamente desinfectada y con ayuda con una pala se
mezclan hasta homogenizacion completa, retirando raices, piedras u otra clase de
residuos sélidos. Paso seguido, se forma un monton simétrico el cual es dividido
en cuatro partes iguales, dos de las cuales son desechadas y las dos restantes
son mezcladas nuevamente hasta homogeneidad. Estos pasos se vuelven a
repetir hasta lograr una cantidad de muestra aceptable aproximada de 1 kg. En la
Figura 5 se presenta un esquema del proceso.

Figura 5. Esquema general de un Cuarteo (Fuente: Autores)

Las siete muestras de suelo cuarteadas son almacenadas en bolsas de cierre
hermético y son finalmente dispuestas en nevera a una temperatura de 4°C para
Su conservacion y posterior analisis.
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5.1.2. Aislamiento y Caracterizacion de Actinomicetos Fijadores de
Nitrogeno

5.1.2.1. Aislamiento y Cuantificacion de microorganismos Fijadores de
Nitrégeno en Medio Ashby

Para esta investigacion se usé el medio de cultivo Ashby, (Composicion en Anexo
1), sugerido por Franco-Correa en 2008 en el marco de su trabajo de Doctorado:
‘Evaluacion de caracteres PGPR en Actinomicetos e Interacciones de estas
Rizobacterias con hongos formadores de micorrizas’. EI Medio Ashby es un medio
de cultivo libre de Nitrogeno el cual se emplea para el aislamiento de
microorganismos con capacidad para Fijar Nitrogeno Atmosférico.

El hecho de que éste medio no contenga Nitrdgeno en su composicion, permite
identificar cepas con potencial Fijacion de Nitrdgeno al observarse si presentan o
no crecimiento sobre el mismo. De esta manera, el crecimiento indica que la cepa
es capaz de suplir su necesidad metabdlica de Nitrogeno haciendo uso del
Nitrogeno Atmosférico presente en la micro-atmdsfera que encierra la caja de petri
y, por el contrario, cepas con un crecimiento nulo indican que metabdlicamente
son incapaces de usar este Nitrégeno y por consiguiente son descartadas como
posibles fijadoras de Nitrogeno.

Para efectuar este aislamiento se emplea el método de diluciones seriadas,
(Ramirez, L 2000),el cual inicia tomando una muestra de 10 gramos de suelo los
cuales se adicionan a 90mL de Agua Destila Estéril (ADE). Esta es la solucion
madre, de donde al tomar 1mL y depositarlos en 9mL de ADE se prepara la primer
dilucion 10, a partir de esta se lleva a cabo las siguientes diluciones sucesivas
hasta llegar a 10°. Luego, se siembra 0,1mL de cada dilucién por superficie en
Medio Ashby por triplicado. Finalmente se lleva a Incubacién durante 10 dias a
28°C, temperatura Optima para el crecimiento de microorganismos mesofilos como
son la mayoria de Actinomicetos, (Stanley, 1994). Este procedimiento se repite
para cada una de las siete (7) muestras de suelo extraidas, (Ramirez, L 2000). En
la Figura 6 se presenta un esquema del proceso.
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Figura 6. Esquema del método diluciones seriadas (Fuente: Autores)

A partir del dia 3 y hasta el dia 10 de Incubacion se hace el recuento de toda la
poblacién microbiana que crece de cada una de las diluciones efectuadas, para
luego reportar las unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de suelo,
(Ramirez, L 2000).El recuento a parte de permitir la cuantificacion de
microorganismos con capacidad fijadora de Nitrégeno, permite identificar por
observacion, colonias con caracteristicas macroscoépicas propias de Actinomicetos
como lo son textura seca, polvorosa y adherias al agar. Una vez identificadasson
replicadas sucesivamente en Medio Ashby hasta lograr cultivos puros, (Correa
2008).

5.1.2.1.1. Caracterizacion MacroscoOpica y Microscoépica de Cepas Aisladas
en Medio Ashby

5.1.2.1.1.1. Caracterizacion Macroscopica

Se observan las caracteristicas de crecimiento a nivel macroscoépico de cada una
de las Colonias crecidas en Medio Ashby considerando: textura, color, forma,
superficie y borde. Buscando colonias de aspecto ceroso, polvoroso, adheridas al
agar, de colores variantes entre blanco grisaceo, crema, colores tierra y negro,
caracteristicas propias de Actinomicetos,(Rodriguez, 2010).
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5.1.2.1.1.2. Caracterizacion Microscopica

Considerando que los Actinomicetos presentan una morfologia en forma de cocos
y son Gram positivos, (Valdés et al., 2005), a través de la Tincion de Gram se
efectia una primera clasificacion de las colonias crecidas en Medio Ashby
descartando colonias que macroscopicamente son similares a los Actinomicetos
pero microscopicamente presentan una morfologia diferente.

5.1.2.2. Caracterizacion de Actinomicetos aislados por el Grupo de
Estudio Agricola (GEA) como Fijadores de Nitrogeno

En el marco del trabajo de investigacion “Clasificacion de actinomicetos aislados
del suelo del Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira para usos
en biorremediacion” a cargo del Grupo de Estudio Agricola (GEA) en el afio 2012,
fueron aisladas 22 cepas de Actinomicetos.

Estas cepas fueron facilitadas por el Grupo GEA con el fin de establecer cuéles
eran Fijadoras de Nitrogeno. Para lo cual, fueron replicadas mediante siembra por
agotamiento y triplicado sobre el medio de cultivo selectivo libre de Nitrégeno:
Medio Ashby. Posteriormente, fueron incubadas a 28°C durante 10 dias, (Correa
2008). Alobservar del crecimiento de estas cepas durante cuatro (4) replicas
sucesivas en el medio selectivo Ashby, se logra establecer cuales poseen o0 no
capacidad fijadora de Nitrégeno, considerando que el crecimiento es indicio de
fijacion, (Correa 2008).

5.1.3. Identificacién en Género de los Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno
segun morfologia microscoOpica a través de Microcultivos

Por medio de la técnica de Ridell, el Microcultivo, se puede observar el crecimiento
del micelio aéreo de los Actinomicetos al generarse cultivos sobre un cubreobjetos
y portaobjetos. La observacion de la ramificacién del micelio aéreosegun patrones
de acuerdo a cada género, ayuda en su identificacion al ser comparado con
micelios aéreos de Actinomicetos reportados en la clave taxonémica de Bergey,
(Rodriguez, 2010). El procedimiento a seguir es el descrito a continuacion:
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9.

Se realiza una siembra de cada microorganismo en medio Ashby por
agotamiento.

Se corta en forma de cuadro de 1cm de lado y 3mm de espesor con un bisturi
estéril y caliente el medio de cultivo inoculado.

Se lleva los cuadros a un frasco tapa azul que contenga 50 mL de agua
destilada estéril y se realiza agitacién constante durante 15 minutos.

Se realiza de nuevo el corte en forma de cuadros en una caja de Petri que
contiene medio de cultivo Ashby sin inocular paraobtener cuadritos de agar que
luego seran inoculados con la cepa.

Se siembra 1mL de la solucién del frasco tapa azul a la caja de Petri del punto
anterior, por superficie y se agita para homogenizar la siembra.

Se coloca el cuadro de medio Ashby inoculado en un portaobjeto que esta
sobre dos palillos en una caja de Petri (previamente esterilizada).

Se coloca sobre el Agar un cubreobjeto y se presiona ligeramente para que se
adhiera al medio.

Se coloca una mota de algodén humedecido con agua destilada estéril en un
extremo de la caja de Petri para mantener la humedad.

Se incuba la caja a 28°C durante 10 dias.

10.Se realizan observaciones los dias 3, 6 y 9. Realizando tincién de Azul de

Lactofenol al Agar y el cubreobjeto, y tincién de Gram al portaobjeto.

11.Se comparan la estructura miceliares de los dias mencionados anteriormente y

se comparan con la clave taxonémica de Bergey2000. (Identificacion de género
parcial).

En la Figura 7 se presenta un esquema del proceso.

S0mL

—150

Incubaciéon

Figura 7. Esquema general Microcultivo (Fuente: Autores)
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5.1.4. Confirmacién del Género por medio de Caracterizacion Bioquimica

Como se menciona en el libro Biochemical Test forldentification of Medical
Bacteria de MacFaddin en su tercera edicion en el afio 2000, los ensayos
bioguimicos son pruebas simples que se desarrollan para demostrar en forma
clara caracteristicas bioquimica como presencia o ausencia de una actividad
enzimatica, grupo de enzimas o vias metabdlicas, a partir de un sustrato que se
incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.

A partir de las caracteristicas bioquimicas que se evidencian con la aplicacion de
estas pruebas, se logra la identificacidn en género o especie de microorganismos
mediante comparacion de similitudes con caracteristicas bioquimicas que han sido
reportadas, (MacFaddin, 2000).

A continuacion se hace una descripcion de las pruebas bioquimicas que se aplican
a los Actinomicetos Fijadores de nitrdgeno.

5.1.4.1. Prueba de la Oxidasa

Al ser la mayoria de los actinomicetos aerobios estrictos, la prueba de la Oxidasa
permite poner de manifiesto el sistema citocromoxidasa, que se encuentra en
organismos de este tipo. Para ello se us6 el método directo en donde se adiciona
una gota del reactivo de Kovacssobre las colonias en medio Ashby. El resultado
es positivo si se produce una reaccion de color violeta a los pocos segundos,
(Bailén, 2003).

5.1.4.2. Prueba de la Catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa que se encuentra en
la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias que contienen citocromo. Para
ello se deposita una gota de Perdxido de Hidrogeno al 30% sobre un portaobjetos
y haciendo uso de un asa de argolla se deposita sobre el reactivo la masa
bacteriana. El resultado sera positivo si se observa la produccion de pequefas
burbujas como resultado de la degradacion de peréxido de hidrégeno en agua y
oxigeno gaseoso, (Bailon, 2003).

5.1.4.3. Reduccién de Nitratos

Algunas enterobacterias como los Actinomicetos tienen la capacidad de reducir
nitratos a nitritos. Esta es una caracteristica utilizada para la identificacion y
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diferenciacion de muchas especies, (Bailon, 2003). Para poner en manifiesto esta
capacidad, se inocula las colonias en Caldo Nitratos contenido en tubos de ensayo
y seincuba a 28°C durante 10 dias. Transcurrido este tiempo se evalua la
capacidad reductora de Nitratos con la adicién de 3 gotas de a-naftilamina y 3
gotas de acido sulfanilico observando como resultado positivo una coloracion roja
a los 30 segundos, (MacFaddin, 2000).

5.1.4.4. Hidrélisis de Urea

Pone de manifiesto la actividad de la enzima ureasa que poseen ciertos
microorganismos, para degradar la urea en dos moléculas de amoniaco. Para ello
se inocula la colonia en Caldo Urea contenido en tubos de ensayos y se incuba a
28°C durante 10 dias. Si la Hidrolisis por produccion de ureasa es Positiva el
medio se torna color rosa fucsia; Si el medio torna a una coloracion amarilla es
Negativo, (Bailon, 2003).

5.1.4.5. Prueba de la Caseina

Se utiliza para comprobar la actividad proteolitica de ciertos microorganismos, es
decir, su capacidad para degradar proteinas, como lo es en este caso la Caseina.
Para ello, se inocula la colonia por puncién o picadura haciendo uso de la asa de
punta sobre el Agar Calcio Caseina y se incuba a 28°C durante 10 dias. Finalizado
el tiempo de incubacion se evidencia un halo de transparencia alrededor de las
colonias que presenten actividad proteolitica, sino se produce este halo el
resultado de la determinacion es negativo, (Bailén, 2003).

5.1.4.6. Hidrélisis de Gelatina

La hidrolisis de Gelatina determina la capacidad de un organismo de producir
enzimas proteoliticas, estas enzimas se denominan gelatinazas las cuales son
secretadas por ciertas bacterias para desdoblar a las proteinas. El catabolismo de
las proteinas por las gelatinazas se da en dos etapas la primera origina polipéptido
y posteriormente estos se desdoblan en aminoacidos individuales, (Bailén, 2003).
Para evidenciar esta capacidad se usa Medio Gelatinaen tubos de ensayo y se
inocula la colonia por picadura usando asa de punta, finalmente se incuba a 28°C
durante 10 dias. Transcurrido el tiempo, se lleva los tubos a refrigeracion durante
15 minutos y se observa la consistencia del medio, si este es liquido indica la
presencia enzimas proteoliticas, (MacFaddin, 2000).
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5.1.4.7. Prueba de Citratos Simmons

Determina si el organismo es capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de
carbono y compuesto amoniacales como Unica fuente de nitrogeno. Solo las
bacterias capaces de metabolizar el citrato podran multiplicarse en este medio y
liberaran iones de amonio lo que, junto con la eliminacion del citrato (acido),
generarda una fuerte basificacion del medio que sera aparente por un cambio de
color del indicador de pH, (Bailon, 2003). Para este caso, se emplea el Agar
Simmon’s Citato en tubos de ensayo de forma inclinada, se inocula la colonia
sembrando por estria usando asa de argolla y se incuba a 28°C durante 10 dias.
Un color azul en el medio indica que la prueba es positiva, si permanece el color
café verdoso del medio es negativa, (MacFaddin, 2000).

5.1.4.8. Fermentacién de Lactosa

La capacidad para fermentar Lactosa se evalGa con base en el crecimiento de las
bacterias en agar Mc Conkey, éste es un medio sélido, diferencial y selectivo para
cepas que fermenten lactosa.Un resultado positivo se evidencia por la presencia
de una coloracion rosa en el medio, mientras que un resultado negativo por una
coloracién amarilla, (Mackenzie, 1996)

5.1.4.9.Crecimiento anaerobio

Adicional a la caracterizacién Bioquimica, existen pruebas que pueden brindar
mayor informacién acerca del comportamiento y las caracteristicas de las colonias
aisladas. Una de ellas es la evaluacién del crecimiento en condiciones anaerobias,
para ello se realizaron camaras de anaerobiosis, observando al final de la
incubacion si hubo crecimiento o no de los microorganismos en estudio,
(Rodriguez 2010).

Figura 8. Camaras de Anaerobiosis
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En la Figura 9 se presenta un Diagrama Resumen de la Metodologia descrita
anteriormente.

| Identificacion sitios de Muestreo en el JBUTP |

| Toma de Muestra de Suelo|

Medio
especifico Aislamiento en Método diluciones
Fua%cgres ¢ Medio Ashby —por—p seriadas
Mitrégeno
[ Cuantificacién microbiana |—)| Reporte UFCig
| Caracterizacion Morfologica |
[Actinomicetos GEA | I I |
_ _ Macroscopica || Microscopica
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| L

| No Crecimiento| |Crecimiento| [Identificacion de Actinomicetos

Actinomiceto Clasificacion Directa
No Fijador de corlno
hFragena — )| Actinomiceto Fijador de Nitrogeno|

[ Identificacion en Género |

|
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|
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|Manual de Bergey ]—COH—{ Comparacion Taxonomical

| Reporte de Género Taxonémico |

[ Confirmacion del Género|

|Caracterizacion Bioquimica |

Catalasa, Oxidasa, Nitratos, Urea, Caseina, Gelatina, Citratos,
Fermentacion de Sacarosa, Manitol, Inositol y Lactosa

Figura 9. Diagrama Metodolégico
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5.2. Materiales y Equipos

e Cabina de seguridad biolégica C4, modelo FLC 120 (Cali, Valle del Cauca;
Colombia).

e Incubadora con Temperatura controlada de 28°C, VELP Scientifica, modelo
FOC 2251

e Incubadora con temperatura controlada de 35°C, MLW, NURFUR 110 v~,
Tipo BSU 3, Numero 74089

e Autoclave JP SELECTA, Numero de Serie 0464704

e Autoclave MODEL 25X-1

e Microscopio LEICA DM500, CH-9435 Heerbrugg (Switzerland)

e Estereoscopio UNICO ZM181HF

e Balanza analitica OHAUS, modelo PA214 (Lindavista, México D.F, México).
e (Usmate, Monza and Brianza, Italia)

e Vortex Fisher Scientific (Barrington, lllinois, USA)

e pHmetro Shimadzu (Accumet Basic) AB-15. Fisher Scientific.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Localizacién Geogréafica del muestreo

A partir de la informacién geografica de los diferentes puntos de muestreo y
haciendo uso del programa ArcView GIS version 3.2® y de la herramienta Google
Earth® se realiz6 un mapa en el cual se observa claramente la posicion de los
lotes en los que fueron tomadas las muestras de suelo; cada uno esta denotado
por un triangulo (Figura 10).
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Figura 10. Localizacion puntos de muestreo
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6.2. Aislamiento y Caracterizacion de Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno

6.2.1. Aislamiento y Cuantificacion de microorganismos Fijadores de
Nitrégeno en Medio Ashby

Se realiz6 el aislamiento de microorganismos Fijadores de Nitrdgeno por medio de
la técnica de diluciones seriadas en medio Ashby, (Correa 2008). A continuacion,
en la Tabla 1 se presenta el reporte de unidades formadoras de colonia (UFC) por
gramo de suelo de las siete (7) muestras extraidas del JBUTP, correspondientes a
los 3 sub-ecosistemas del Bosque Secundario, los 3 sub-ecosistemas de Guadual
y al ecosistema Humedal. En el Anexo 2 se presenta el reporte del recuento diario
de UFC de las 7 muestras de suelo de forma individual.

Tabla 1. Reporte Final UFC/g suelo del Aislamiento en Medio Ashby

10* 1072 1073 10| 10° | 10° | 107 | 10

ilucion
Suelo

10°

Bosque
Secundario
Intervenido

Incontable

Incontable

393

32

Bosque
Secundario
Poco
Intervenido

Incontable

Incontable

147

21

Bosque
Secundario
No
Intervenido

Incontable

Incontable

Incontable

67

Guadual
densidad
alto-plano

Incontable

Incontable

49

Guadual
densidad
baja-
inclinado

Incontable

Incontable

112

Guadual
densidad
alta-
inclinado

Incontable

Incontable

51

12

Humedal

Incontable

Incontable

65
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En la figura 11 se grafica las diluciones 10™* 10° y 10° por su representatividad.
Las diluciones menores no brindan informacién trascendente en la cuantificacion

de microorganismos fijadores de nitrégeno.
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Figura 11. Gréafica UFC/g de suelo resultantes del aislamiento en Medio

Ashby

El analisis de este grafico se realizé tomando los valores de la dilucién 10™ya que
en ellos se logra evidenciar un cambio significativo en las 7 muestras estudiadas.
Debido a la poca trascendencia del reporte ucf/g de las diluciones 10°y 10°®, no

se toman en consideracion para el analisis.

En la dilucién 10™ el sub-ecosistema Bosque secundario no intervenido presenta
un mayor numero de colonias, debido a que no ha existido una remocion de la
vegetacion del suelo para dar entrada a otras formas vegetales, orientadas hacia
la produccion, ni se ha fracturado la superficie de los terrenos. Ademas los




bosques se caracterizan por tener una mayor diversidad de especies vegetales y
un movimiento continuo de nutrientes, debido a que albergan gran variedad de
microhabitats con diversos sustratos y acumulacion alta y permanente de residuos
de diversas especies vegetales (Mantilla, A 2009). El ecosistema guadual teniendo
las coberturas mas simples debido a la dominancia de un tipo particular de
vegetacion, presenta los valores mas bajos de diversidad microbiana. El
ecosistema que presenta menor numero de colonias es el humedal, debido a la
presencia de sedimentos anaerdbicos que crean un ambiente no propicio para el
desarrollo de microorganismos aerobios como es el caso de los fijadores de
nitrégeno. (Disalvo, 2009)

En general, en los sub-ecosistemas del Bosque Secundario es donde se
encuentra un mayor numero de fijadores de nitrégeno, por el proceso en donde
los organismos mejor adaptados al desarrollo nuevo del ambiente forestal,
gradualmente remplazan a los organismos de las etapas previas, la sucesion
comunmente es controlada y culmina en un ecosistema estable donde se
mantiene la funcion méaxima simbiotica entre los organismos, (Pérez, 1997).

6.2.1.1. Caracterizacion Macroscopica y Microscopica de Cepas Aisladas en
Medio Ashby

Basandose en caracteristicas Macroscopicas de Actinomicetos referenciadas en el
libro TheProkaryotes A HandbookontheBiology of Bacteria Vol.3, como lo son
colonias secas, polvorosas y adheridas al agar; se logra identificar un total de 23
posibles cepas de Actinomicetos, que al ser aisladas en Medio Ashby son
calificadas directamente como posible Fijadoras de Nitr6geno. Posteriormente, se
realizaron replicas sucesivas de cada colonia en Medio Ashby hasta lograr un
cultivo puro y una vez aisladas se evaluaron microscopicamente teniendo en
cuenta las caracteristicas descritas en el libro Bergey's Manual of
SystematicBacteriology con el fin de establecer cuales de estas cepas cumplen
con caracteristicas de Actinomicetos, como ser Gram positivos, presentar
morfologia en forma de cocos y la presencia de estructuras miceliares.

En la Tabla 2 se presenta el resultado de la caracterizacion macro y microscopica
de las 23 cepas evaluadas como posibles Actinomicetos. Concluyendo cuales de
estas son en verdad cepas pertenecientes a este tipo de bacterias mostrandose
con un simbolo ‘+’ un resultado positivo y con el simbolo ‘-’ un resultado negativo,
siendo el caso cepas descartadas por posibles Actinomicetos.
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Tabla 2. Clasificacion
Ashby

Macro y MicroscoOpica de Cepas Aisladas en Medio

Ecosistema Colonia Caracteristica Caracteristica Resultado
No Macroscoépica Microscépica
Colonia Cremosa, color Cocos arandes
1 blanco, olor semejante a 9 =
o Gram+
Humedal alcohol etilico
. . Espiroquetas
2 Colonia Seca, color café piroq -
Gram+
Colonia seca y
olvorosa;de forma
P i . Estreptococos
3 irregular; color café oscuro Gram+ 3
en su centro y café claro
en el borde
Bosque Colonia seca y polvorosa;
Secundario 4 de forma irregular; color Estreptococos +
Intervenido café oscuro en su centro y Gram+
café claro en el borde
Colonia seca y polvorosa;
5 de forma irregular; color Estreptococos 4
café oscuro en su centro y Gram+
café claro en el borde
Colonia seca y polvorosa;
6 de forma irregular; color Estreptococos +
café oscuro en su centro y Gram+
café claro en el borde
Colonia seca, adherida al
agar de borde filamentoso;
7 color amarillo con beige Cocos Gram+ 4
en su centro y borde
grisaceo
Colonia Seca y polvorosa;
Seeflis de forma irregular; color
Secundario 8 . guiar; Cocos Gram+ +
café oscuro en el centro y
Poco !
, café claro en el borde
Intervenido -
Colonia Cremosa, borde
9 redondeado y definido, Cocos grandes )
color blanco, lisa'y Gram+
brillante
Colonia Cremosa, de
. Cocos grandes
10 forma ovoide color blanco -
X X Gram+
lisa y brillante
Colonia Cremosa de Cocos arandes
11 borde redondeado, color Grgm- 8
amarillo claro, apariencia
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mate

Bosque .
: Hongo filamentoso,
Secundario . : .
No 12 cuerpo fructifero mediano, Bacilos Gram-
, color café oscuro
Intervenido
Guadual Hongo filamentoso,
Densidad 13 cuerpo fructifero grande, Bacilos Gram -
Alta Plano color café oscuro
Colonia seca, adherida al
14 agar; forma irregular; color Agrupacion de
café claro, borde amarillo cocos Gram +
y centro café oscuro
Colonia seca, polvorosa,
adherida al agar de forma Cadena de
15 irregular; color café oscuro Estreptococos
con bordes filamentosos Gram+
color café claro
Colonia Seca, polvorosa,
forma irregular; color café
16 claro, con centro naranja Cocos Gram+
oscuro y bordes
filamentosos grisaceos
Colonia seca, polvorosa,
Guadual . P
: adherida al agar de forma Cadena de
Densidad : i .
Baja 17 irregular; color café oscuro Estreptococos
: con bordes filamentosos Gram+
Inclinado 4
color café claro
Colonia Seca, aspecto
ceroso, adherida al agar Cadena de
18 de forma irregular; color Estreptococos
café claro con centro café Gram+
oscuro y borde beige
Colonia seca, adherida al
agar, forma irregular; color
: Estreptococos
19 amarillo claro con centro
p Gram+
café oscuro y borde
filamentoso blanco
Colonia seca, adherida al
! ) Cadena de
agar, forma irregular; color
20 ’ Estreptococos
café muy oscuro, borde
. T Gram+
filamentoso grisaceo
21 Colonia Seca, esporulada Bacilos Gram+
St el Colonia seca, cerosa
Densidad : ’ Cadena de
adherida al agar, forma
Alta 22 reaular: color café Estreptococos
Inclinado guar; Gram+

oscuro, borde filamento
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blanco

Colonia seca, cerosa

adherida al agar, forma Cadena de
23 irregular; color café Estreptococos 4
oscuro, borde filamento Gram+
blanco

+, Posible Actinomiceto; -, Colonias Descartadas como Posible Actinomiceto

De estas 23 cepas consideradas posibles Actinomicetos 8 presentaron resultado
negativo ya que macroscopicamente no presentan la caracteristica de ser colonias
secas de aspecto seroso, en su mayoria presentaron un aspecto cremoso Yy
caracteristicas de hongos filamentosos, mientras que microscopicamente
presentaron morfologias diferentes a la morfologia caracteristica de los
Actinomicetos: forma de coco, gram positivos y presencia de estructuras
miceliares. Asi, se obtuvo que 15 de las 23 cepas aisladas en Medio Ashby
presentaron resultado positivo frente a las caracteristicas descritas para
Actinomicetos en cuanto a su macro y microscopia.

Algunas de estas 15 cepas confirmadas como Actinomicetos mostraron entre si
semejanzas en cuanto a su morfologia macroscopica, principalmente en su
aspecto, forma, borde y en su color. Microscépicamente también presentaron
similitudes en su morfologia, en sus estructuras miceliares y en el gram. Asi se
generaron un total de 9 colonias. La agrupacion y el cédigo asignado a las cepas
se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Agrupaciones de las Cepas de Actinomicetos Aisladas en Medio
Ashby

Colonias que lo Caracteristicas en comun

CODIGO ASIGNADO
Conforman

Colonias de color cafe, secas,
JBUTP_GEA BS A024 | Colonia 3,4,5y6 forma irregular.
Cadenas de Streptococos, Gram +

Colonias amarillas secas,
filamentosas, adheridas al agar
JBUTP_GEA BS_A025 Colonia7y8 con borde filamentoso gris.
Cadenas no fragmentadas de

Streptococos, Gram +
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JBUTP_GEA_G_A026

Colonia 14

Colonia café seca, adherida al
agar.
Agrupacion de cocos, borde
irregular,
Agrupaciones de cocos, Gram+

JBUTP_GEA_G_A027

Colonia 15y 17

Colonias de color café, secas,
adheridas al agar, borde irregular
Micelio no fragmentado, espirales,
cadena de Streptococos, Gram +

JBUTP_GEA_G_A028

Colonia 16

Colonia café seca, forma irregular.
Agrupaciones de cocos, Gram +

JBUTP_GEA_G_A029

Colonia 18

Colonia café seca, adherida al
agar, forma irregular.
Cadena de Streptococos, micelio
fragmentado con espirales,
Gram +

JBUTP_GEA_G_A030

Colonia 19

Colonia amarilla seca, adherida al
agar, borde filamentoso.
Agrupaciones de cocos, Gram +

JBUTP_GEA_G_A031

Colonia 20

Colonia café seca, adherida al
agar, forma irregular.
Micelio fragmentado, espirales,
cadenas de Streptococos, Gram +

JBUTP_GEA_G_A032

Colonia 22 y 23

Colonia café seca, adherida al
agar forma irregular.
Micelio fragmentado con espirales.
Presencia de conidios, cadenas
de Streptococos, Gram +

El cédigo asignado denota el lugar geografico de donde fueron aisladas cada una
de las cepas, quien las aislé y un nimero consecutivo. Asi, a modo de ejemplo, la

cepa JBUTP_GEA BS A024, puede

identificarse como aislada del

Jardin

Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira con las siglas JBUTP, que fue
aislada por el grupo de estudio agricola (GEA) y que procede del ecosistema
Bosque Secundario (BS). De esta manera cepas aisladas del ecosistema Guadual
tienen incluido en su cddigo la letra ‘G’ y por su parte las aisladas del ecosistema
humedal se denotan con la letra ‘H’. La letra ‘A’ que precede al cédigo numérico
indica que se trata de una cepa del tipo Actinomiceto.
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6.2.2. Caracterizacion de Actinomicetos aislados por el Grupo de Estudio
Agricola (GEA) como Fijadores de Nitrégeno

Las 22 cepas de Actinomicetos facilitadas por el grupo GEA se evaluaron como
posibles fijadores de nitrdgeno usando el método de siembra en medio selectivo
libre de Nitrégeno: Medio Ashby, (Correa 2008). Para ello, se realizaron cuatro (4)
replicas sucesivas por triplicado de las 22 cepas con el fin de evaluar, por medio
de observacion del desarrollo de la masa bacteriana, que cepas son fijadoras al
observar crecimiento y que otras no lo son.

En la Tabla 4 se presenta el resultado de la evaluacion del crecimiento de las
cepas en los cuatro (4) repliques efectuados. El simbolo ‘+’ representa crecimiento
de la cepa en estudio, lo que indica potencial fijacién de nitrdgeno al crecer en un
medio libre de este elemento; el simbolo ‘-’ indica crecimiento nulo, por
consiguiente, la cepa en cuestion es descartada como posible fijador de nitrégeno.
Un resultado demarcado como Positivo indica que la cepa es unActinomiceto con
potencial fijacion de nitrégeno, mientras que el resultado negativo indica lo
contrario.

Al ser el origen de estas cepas el JBUTP el cédigo asignado por parte del grupo
GEA también relaciona al Jardin Botanico de la UTP, el grupo que los aislg, el
ecosistema del que provienen y un nimero consecutivo, tal y como se observa en
la Tabla 4, por lo que en adelante las cepas que se han clasificadas como
Fijadoras de Nitrégeno conservan este cédigo de origen.

Tabla 4. Resultado de la evaluacion de Actinomicetos aislados en Agar
Avena como Fijadores de Nitrégeno.

CODIGO CEPA R1 R2 R3 R4 RESULTADO
JBUTP_GEA BS A001 n - _ - Negativo
JBUTP GEA BS A002 + + + + Positivo
JBUTP_GEA BS A003 + + - - Negativo
JBUTP GEA BS A004 - - - - Negativo
JBUTP_GEA BS A005 + + + + Positivo
JBUTP GEA BS A006 + + + + Positivo
JBUTP_GEA BS A007 + + + + Positivo
JBUTP GEA BS A008 + + + + Positivo
JBUTP_GEA BS A009 + + + + Positivo
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JBUTP GEA BS A010 - - - - Negativo
JBUTP_GEA G A011 - - - - Negativo
JBUTP GEA G A012 + + + + Positivo
JBUTP_GEA G A013 + + + + Positivo
JBUTP GEA G A014 + + + + Positivo
JBUTP GEA G A015 - - - - Negativo
JBUTP GEA H A016 + + + + Positivo
JBUTP GEA H A017 - - - + Positivo
JBUTP GEA H A018 + + + + Positivo
JBUTP GEA H A019 + + + + Positivo
JBUTP GEA H A020 + + + + Positivo
JBUTP_GEA H A021 + - - - Negativo
JBUTP GEA H A022 + + + + Positivo

R1, Replique 1; R2, Replique 2; R3, Replique 3; R4, Replique 4;
+, Crecimiento; -, Crecimiento Nulo

Asi, se concluye que 15 cepas de las 22 analizadas son Fijadoras de Nitrogeno al
crecer en un medio libre de éste compuesto, lo cual indica que poseen actividades
metabdlicas que les permite captar el Nitrdgeno Atmosférico que encierra la micro-
atmoésfera de la caja de petri en que se encuentran y suplir esta necesidad,
(Franco-Correa, 2010).

6.2.3. Resultado del Aislamiento y Caracterizacion de Actinomicetos
Fijadores de Nitrégeno

Nueve (9) cepas de Actinomicetos fijadores de Nitrogeno fueron obtenidos a
través del aislamiento en Medio Ashby, mientras que la caracterizacion de los
Actinomicetos GEA como fijadores de nitrdgeno, permitié la obtencion de quince
(15) cepas, obteniéndose un total de 24 Actinomicetos con potencial fijador de
nitrdgeno.En el anexo 3 se encuentra el registro fotografico de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de estas 24 cepas.
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6.3. Identificacion en Género de los Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno
segun morfologia microscopica

6.3.1. Microcultivo

Al ser los Actinomicetos bacterias que producen filamentos delgados y ramificados
gue se desarrollan en micelios o filamentos individuales y al considerar que cada
género de Actinomiceto presenta diferentes tipos de desarrollo, los modos de
septacion de los filamentos, la presencia y la disposicion del micelio vegetativo y la
forma del micelio aéreo son herramientas validas para determinar la identidad a
nivel de género de las cepas de Actinomicetos, (Dworkin, 2006)

El Manual Taxondmico de Bergey agrupa en un diagrama esquematico el
crecimiento del micelio aéreo caracteristico de cada uno de los géneros de
Actinomicetos, (Bergey et al., 2000). Es asi como al obtener cultivos puros de
cada cepa en un cubre objetos y haciendo uso de un Microscopio objetivo 100x se
logré observar el micelio aéreo de las cepas aisladas y comparando con los
esquemas reportados en el manual mencionado se logra determinar un posible
género para cada una de las cepas. A continuacién en la Tabla 5 se presentan
imagenes de los micelios generados por cada cepa, la respectiva comparacion
con los géneros reportados en el Manual de Bergey y su posible género.

Tabla 5. Caracteristicas Microscopicas de los Actinomicetos Fijadores de
Nitrégeno y posible género

Identificacion Microsclpica Manual Posible
Cepa T Lactofenol T Gram Taxonémico de Género
Bergey
N
o
=
<):I
3 YAY
| (V54
E Aecrotnte i lane Nocardia
=) e
(Dl Nocardia
x L7
D Alto crecimiento miceliar vegetativo septado no
E esporulado, presencia de conidios. Colonia filamentosa
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JBUTP_GEA BS_A005

Crecimiento miceliar vegetativo, filamentos fragmentados,
no hay presencia de conidios, ramificaciones pronunciadas

Nocardia

JBUTP_GEA_BS_A006

Amplio crecimiento miceliar vegetativo ramificado,
filamentos profundos no fragmentados, no hay presencia
de conidios

Nocardia

JBUTP_GEA_ BS_A007

Poco crecimiento miceliar, filamentos septados, pocas
ramificaciones y no hay presencia de conidios.

Nocardia

JBUTP_GEA BS_A008

Crecimiento miceliar vegetativo altamente ramificado,
presencia de conidios en los extremos de los conidiéforos
que a su vez se encuentran al final de los filamentos
aéreos.

=3
Streptomyces

3"9

Streptomyces
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JBUTP_GEA_ BS_A009

&>
[~ FEE
Streptomyces

=3
Streptomyces

Amplio crecimiento miceliar vegetativo ramificado no
fragmentado, presencia de conidiéforos en los filamentos
aéreos.

JBUTP_GEA_G_A012

Nocardia

Agrupacion de cocos, amplio crecimiento miceliar
vegetativo ramificado, presencia de conidios.

JBUTP_GEA_G_A013

Nocardia

Poco crecimiento miceliar vegetativo ramificado, filamentos
profundos no fragmentados, no hay presencia de conidios.

JBUTP
GEA G
AO14

Por medio de la técnica de Microcultivo no se pudo observar con claridad caracteristicas morfolégicas,
por ende el género al que pertenece se le dard por medio de sus caracteristicas macroscopicas y la
identificacion bioquimica.
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JBUTP_GEA_H_AO016

Agrupacion de cocos, amplio crecimiento miceliar
vegetativo ramificados no fragmentado, no hay presencia
de conidios.

Nocardia

JBUTP_GEA H_A017

Amplio crecimiento miceliar vegetativo ramificado no
fragmentado, presencia de conidios en los extremos de
los conidi6foros que a su vez se encuentran en al final de

los filamentos aéreos.

T
Streptomyces

3‘%

Streptomyces

JBUTP_GEA H_AO018

Amplio crecimiento miceliar ramificado no fragmentado,
presencia de conidiéforos en los extremos de los
filamentos aéreos, que a su vez se encuentran en las
terminaciones de las ramificaciones en forma de espirales
caracteristicos del género Streptomyces

Streptomyces

Streptomyces




filamentos en forma de espirales, presencia de conidios.

o
—
o
<EI
I (=

I
<
i Streptomyces
(Dl =
o Streptomyces
5
m Crecimiento miceliar ramificado, filamentos en forma de
— espirales caracteristico del género Streptomyces, alta

similitud con la taxonomia del manual de Bergey.

o
N
o
<EI
T (=2

I
<
] Streptomyces
(Dl =
o Streptomyces
|_
8 Crecimiento miceliar vegetativo, filamentos profundos
- septados, los extremos de las ramificaciones se

encuentran en forma espirilada

N
o
o
<):I
II
E Nocardia
ol
o
|_
8 Amplio crecimiento miceliar vegetativo ramificado,
- filamentos aéreos no fragmentados
<t
]
o
<':I
g o

I
E Streptomyces
O 7
D_l Streptomyces
5
o Crecimiento miceliar vegetativo ampliamente ramificado,
-
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JBUTP_GEA BS_A025

caracteristico del género Streptomyces, alta similitud con
la taxonomia del manual de Bergey

Nocardia
I
Crecimiento miceliar, ramificaciones ampliamente septadas
y filamentosas, no hay presencia de conidios
©
N
o
<EI i
(DI &t FEE
<
Wi Streptomyces
(Dl =
D_ Streptomyces
= o T —
D Crecimiento miceliar vegetativo, filamentos en forma de
Q espirales caracteristico del género Streptomyces, alta
similitud con la taxonomia del manual de Bergey.

N~
N
o
<I &
(Dl = cEe
<T
w Streptomyces
(Dl =
o Streptomyces
'5 Amplio crecimiento miceliar vegetativo ramificado no
Q fragmentado, filamentos en forma de espirales




JBUTP_GEA_G_A028

Micelio vegetativo, filamentos aéreos no fragmentados con
presencia de conidi6foros, ramificaciones en forma de
espirales, caracteristico del género Streptomyces.

=3
Streptomyces

a
cEE

Streptomyces

JBUTP_GEA_G_A029

Poco crecimiento miceliar, filamentos no fragmentados,
ramificaciones en forma de espiral, caracteristica
morfoldgica del género Streptomyces.

Streptomyces

Streptomyces

JBUTP_GEA_G_A030

Crecimiento miceliar vegetativo, ramificaciones no
fragmentadas, no hay presencia de conidi6foros.

Nocardia




Streptomyces

Streptomyces

Crecimiento miceliar, filamentos ramificados aéreos con
presencia de conidiéforos, ramificaciones en forma de
espirales, caracteristico del género Streptomyces.

JBUTP_GEA_G_A031

Streptomyces

Streptomyces

Filamentos profundos no fragmentados y aéreos con
ramificaciones en forma de espirales, presencia de
conidios en los extremos de los conidiéforos.

JBUTP_GEA_G_A032

Los resultados de la microscopia muestran que las cepas JBUTP_GEA BS A008,

JBUTP_GEA_BS_A009, JBUTP_GEA_H_AO017, JBUTP_GEA_H_A018,
JBUTP_GEA_H_A019, JBUTP_GEA_H_A020, JBUTP_GEA_BS_A024,
JBUTP_GEA_G_A026, JBUTP_GEA_G_A027 JBUTP_GEA_G_A028,

JBUTP_GEA_G_A029, JBUTP_GEA_G_A031 y JBUTP_GEA _G_A032 se
pueden identificar con claridad como pertenecientes al género Streptomyces, el
cual presenta caracteristicas como la no fragmentacion del micelio de sustrato, la
fragmentacion del micelio aéreo y la formacién de cadenas de conidias en forma
de cocos o bacilos en disposicion de espiral, (Dworkin, 2006)

Las cepas
JBUTP_GEA BS A002,JBUTP_GEA BS_A005,JBUTP_GEA BS A006,JBUTP_
GEA_BS_A007,JBUTP_GEA G_A012,JBUTP_GEA G_A013,JBUTP_GEA_H_A0
16, JBUTP_GEA_H_A022,JBUTP_GEA BS_A025, JBUTP_GEA_G_AO030,
presentan filamentos ramificados septados con pocas conidias, morfologia
asociable al género Nocardia.
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La caracterizacion microscépica de la cepaJBUTP_GEA_G_A014 no indicé un
rasgo particular que permitiera clasificarla dentro de un grupo en especifico, por
eso el género al que pertenece se da en base a sus caracteristicas macroscépicas
y la identificacion bioquimica.

En la tabla 13 se observa el total de 24 colonias de Actinomicetos fijadores de
nitrégeno, de las cuales trece (13) cepas pertenecen al género de Streptomyces,
diez (10) cepas al género Nocardia y una (1) que no pudo ser identificada.

Tabla 6. Reporte del género de los Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno

CEPA GENERO
JBUTP_GEA BS A002 Nocardia
JBUTP_GEA BS A005 Nocardia
JBUTP_GEA BS A006 Nocardia
JBUTP_GEA BS A007 Nocardia
JBUTP GEA BS A008 Streptomyces
JBUTP GEA BS A009 Streptomyces
JBUTP_GEA G A012 Nocardia
JBUTP GEA G A013 Nocardia
JBUTP_GEA G A014 No identificado
JBUTP GEA H A016 Nocardia
JBUTP GEA H A017 Streptomyces
JBUTP_ _GEA H A018 Streptomyces
JBUTP GEA H A019 Streptomyces
JBUTP_ _GEA H A020 Streptomyces
JBUTP GEA H A022 Nocardia
JBUTP GEA BS A024 Streptomyces
JBUTP GEA BS A025 Nocardia
JBUTP GEA G A026 Streptomyces
JBUTP GEA G _A027 Streptomyces
JBUTP GEA G A028 Streptomyces
JBUTP _GEA G A029 Streptomyces
JBUTP GEA G A030 Nocardia
JBUTP_ _GEA G AO031 Streptomyces
JBUTP_GEA G A032 Streptomyces
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6.4. Confirmacion del Género por medio de Caracterizacion Bioquimica

Para realizar la confirmacion del género reportado en el punto anterior, se efectud
una serie de pruebas que pusieran en manifiesto las caracteristicas bioquimicas
de las cepas clasificadas segun medio de cultivo selectivo como Fijadoras de
Nitrogeno. Los resultados obtenidos para cada cepa fueron comparadosmidiendo
el grado de similitud con resultados referencia reportados para diferentes géneros
de Actinomicetoen el libro Bergey’s Manual of SystematicBacteriology y en el libro
TheProkaryotes A HandbookontheBiology of Bacteria Vol.3.

Las caracteristicas bioquimicas determinantes para realizar la identificacion en
género de los Actinomicetos, se evaluaron con la aplicacion de pruebas como la
Catalasa y la Oxidasa, Hidrdlisis de la Urea y Gelatina, Reduccion de Nitratos
Prueba de la Caseina, Prueba de Citratos, asi como la evaluacion del crecimiento
en condiciones anaerobias. A continuacion, en la Tabla 7 se describe la forma en
que se evidencia un resultado positivo y negativo en cada prueba bioquimica
aplicada.

Tabla 7. Resumen Fotografico Pruebas Bioquimicas

PRUEBA
BIOQUiMICA RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
Catalasa :
No burbujeo
Prueba de la
Oxidasa
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Coloracion violeta alrededor de
la colonia a los pocos segundos

No Coloracién violeta

Coloracion rosa Coloracioén
e en el medio amarrilla
Hidrélisis de .
Urea en el medio
Prueba de la .
Caseina No presencia de halo
Halo de transarencia alrededor
de colonias
Cambio en la Persistencia del
Prueba de coloracion del color marrén del
Citratos medio a azul medio
oscuro original
Fermentacion Coloracién Rosa Coloraciéon
de Lactosa en el medio amarilla en el
medio
Crecimiento Crecimiento
Crecimiento del Microorga- Nulo
anaerobio nismo del Microorga
nismo

72




6.4.1. Resultados confirmaciéon de Género

Cuando se tiene indicios de la posible identidad de una determinada bacteria,
realizar una caracterizacion bioquimica que ponga en manifiesto vias metabdlicas
o actividades enzimaticas propias ella es de gran ayuda, (MacFaddin, 2000). La
comparacion de similitudes con caracteristicas bioquimicas de microorganismos
conocidos y referenciados logra establecer una identidad mas confiable.

Considerando que las 24 cepas de Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno fueron
identificadas morfolégicamente dentro de los posibles géneros Nocardia y
Streptomyces, los resultados de las pruebas bioquimicasaplicadas a cada cepa
son comparados con resultados referencia para estos dos géneros
identificados.En la Tabla 8 se registran las caracteristicas bioquimicas de los
géneros Nocardiasp y Streptomyces sp tomados como referencia comparativa.

Tabla 8. Caracteristicas Bioquimicas Cepas de Referencia, (Bergey, 2005
&Dworkin, 2006)

Referencia
Prueba Streptomyces Nocardia
Bioquimica sp sp
Catalasa + +
Oxidasa - -
Urea + +
Gelatina + +
Nitratos - +
Caseina + -
Citratos d -
Anaerobio - -

+, Resultado positivo; - Resultado negativo; d: No dato disponible
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De esta manera, las caracteristicas bioquimicas de cepas descritas como
pertenecientes al género Streptomycespor morfologia microscépica,son
comparadas con las caracteristicas reportadas para este género en especifico.Y,
caracteristicas bioquimicas de cepas descritas como Nocardia son comparadas
con las reportadas para este género en concreto.

En la Tabla 9 y 10 se reportan respectivamente los resultados de la
caracterizacion bioquimica de cepas descritas como pertenecientes a los géneros
Streptomyces y Nocardia.

Tabla 9. Resultados caracterizacion bioquimica de Actinomicetos Fijadores
de Nitrégeno y comparacion conresultados referencia para Streptomyces sp.

Prueba >
: . OO0 @ Z0|0| =~ |3
Bioquimica | & | X |c || ZF|® | Z| 8 |2
a5 |g|(a|s| g |8
) Q 93 = — = | = (@] o
n wn > o > o n o
Cepa o | S =
Streptomyces sp + | -|+|+]|-|+|d]| d |-
JBUTP_GEA BS A008 | + | - |+ |+ |- | - |+ | + | -
JBUTP_ GEA BS A009 | - | - |+ [+ | - |+ |+ | +
JBUTP_GEA H A017 | + | - |+ |+ | - | - |+ | - -
JBUTP_GEA H A018 | + | - |+ [+ |+ |+ [+ ]| - | -
JBUTP_ GEA H A019 | - | - |+ |+ | - |+ | - | + | -
JBUTP_GEA H A020 | + | - |+ |+ |+ | - |+ ]| - | -
JBUTP_GEA BS A024 | + | + |+ |+ | - | + | - - -
JBUTP_GEA G A026 |+ | - |+ |+ |+ |+ ]| - | + | -
JBUTP_GEA G A027 | + | - |+ |+ |+ |+ ]| - | + | -
JBUTP_GEA G A028 | + | - |+ |+ |+ | - |+ | + | -
JBUTP_GEA G A029 |+ |+ |+ |+ |- |+]|-| + |-
JBUTP_GEA G AO31 |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ | + | -
JBUTP_GEA G A032 |+ | - |+ |+ |+ |+ ]| - | + | -

+, Resultado positivo; - Resultado negativo; d: No dato disponible
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Tabla 10. Resultados caracterizacion bioquimica de Actinomicetos Fijadores
de Nitrogeno y comparacién con resultados referencia para Nocardia sp.

Prueba | | olzlolo|l - |3
Bioquimica | & | X | c|ao | 5| | 5| 2 |2
5la)5| 28|88 g |8
21®|2|5(3|5|3| a |2
Cepa o)) D ||l | v s} =

+ | -+ |+ |+ - | d

Nocardia sp

JBUTP_GEA BS A002 | + | - |+ | - |+ |- |+]| - |-
JBUTP_GEA BS A005 | - | - |+ |+ |+ |-|-]| + |-
JBUTP_GEA BS A006 | + | - |+ |+ [+ |+ | - | - | -
JBUTP_GEA BS A007 | + | - [+ |+ [+ [+ |+] - |-
JBUTP_GEA G A012 | + [ - |+ [+ [+ |-|+] - |-
JBUTP_GEA G A013 | + | - [+ |+ |- |- |+]| - |-
JBUTP_ GEA G A014 | + | - | - |+ |+ ]| -|-] - |-
JBUTP_GEA H A016 | + | - |+ [+ |+ | - [+ ]| - | -
JBUTP_GEA H A022 | + | - |+ [+ |+ |+]-]| - |-
JBUTP_GEA BS A025 | - [ - [+ [+ [+|-1-1 - |-
JBUTP_GEA G_A030 | + | - |+ |+ |+ | - |+ | - | -

+, Resultado positivo; - Resultado negativo; d: No dato disponible

Es asi como al comparar el comportamiento bioquimico de las cepas descritas
como Streptomyces, gracias a sus caracteristicas microscopicas como la
presencia de micelios en forma de espiral con los resultados referencia para este
género se puede ver que las cepas JBUTP_GEA BS AO008,
JBUTP_GEA_BS_A009, JBUTP_GEA_H_A017, JBUTP_GEA_H_A018,
JBUTP_GEA_H_A019, JBUTP_GEA_BS_A024, JBUTP_GEA_G_A026,
JBUTP_GEA G_A027, JBUTP_GEA G_A029, JBUTP_GEA_G A031 y
JBUTP_GEA_G_A032 coinciden en 6 de las 7 caracteristicas estudiadas para el
género Streptomyces.

Las cepas JBUTP_GEA H A020 y JBUTP_GEA G_A028 presentan una
microscopia propia del género Streptomyces y su patron bioquimico coincide en 5
de las 7 caracteristicas estudiadas.

Por su parte, al comparar los resultados para cada caracteristica bioquimica de las
cepas asociadas al género Nocardia por presentar micelios ramificados y
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entramados, con los valores referencia, se observa que las cepas
JBUTP_GEA_BS_A005, JBUTP_GEA_BS_A0086, JBUTP_GEA_G_A012,
JBUTP_GEA_H_A016, JBUTP_GEA_H_A022, JBUTP_GEA_BS_A025,
JBUTP_GEA_G_A030 presentan una coincidencia en 7 de las 8 caracteristicas
estudiadas.

Las cepas JBUTP_GEA_BS_A002, JBUTP_GEA_BS_A007 y
JBUTP_GEA_G_A013 muestran una coincidencia de 6 en las 8 caracteristicas
estudiadas.

La cepa JBUTP_GEA G_A014 muestra caracteristicas macroscopicas vy
microscopicas de Actinomiceto. Al no lograrse identificar en ella estructuras
miceliares que la orienten hacia un posible género, la comparacion de sus
caracteristicas bioguimicas permite asociarla con cepas del género Nocardia al
coincidir en 7 de las 8 caracteristicas estudiadas.
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6.5. Evaluacion invitro del efecto de los Actinomicetos Fijadores de
Nitrégeno sobre el desarrollo de plantas de Lechuga

Adicional a los objetivos planteados en el trabajo de investigacion se pretendio
ahondar mas en conocimiento acerca de las cepas que se lograron aislar e
identificar. Por ello, se llevd a cabo una evaluacion in-vitro de los posibles efectos
de los Actinomicetos clasificados como Fijadores de Nitrogeno sobre el
crecimiento de semillas germinadas de Lechuga (Lactuca sativa L.).

6.5.1. Parte Experimental
6.5.1.1. La Planta

La planta seleccionada para la realizacion de los ensayos fue Lechuga de la
variedad Black Seeded Simpson, la cual pertenece a la division de las
Magnoliophytas y a la familia de las Asteraceae. Esta es una planta que se halla
extendida por todo el mundo ya que sus hojas forman parte de la alimentacién
mundial. Las plantaciones de Lechuga se adaptan a muchos tipos de terrenos, son
de preferencia suelos ricos en materia organica y ricos en nitrégeno. El pH ideal
para su cultivo oscila entre 6,5y 7,5, (Hernandez, J., 2009).

Se escogib esta planta gracias a que es de rapida germinacion, de 2 a 3 dias en
condiciones estandar y es de rapido crecimiento. Ademas, al ser ésta una planta
gue requiere para su desarrollo cantidades apreciables de Nitrégeno, (Hernandez,
J., 2009) nos brinda las herramientas adecuadas para evaluar el posible efecto
que tendrian las cepas fijadoras de Nitrégeno aisladas sobre el crecimiento de
semillas de Lechuga germinadas.

6.5.1.2. Semillas

Las semillas de Lechuga (Lactuca sativa L.) que fueron adquiridas, son
distribuidas por la empresa Fercon S.A. de la ciudad de Cali-Colombia.

6.5.1.2.1. Esterilizacion de las Semillas

Las semillas de Lechuga fueron desinfectadas sumergiéndolas en hipoclorito de

Sodio al 10%, durante 15 min y agitacion constante. A continuacion se lavaron 3
veces con abundante agua destilada estéril, (Vargas, P, 2001)
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6.5.1.2.2. Germinaciéon de las Semillas

Cuando las semillas son recolectadas se almacenan durante un tiempo
recomendado de 1 afio y 3 meses antes de poder ser usadas para la siembra ya
que ellas pasan por un estado de latencia, es decir, se encuentran en un ambiente
Optimo para germinacion, temperatura y agua favorable, buena disponibilidad de
oxigeno, pero no logran germinar. Hoy en dia, se desconoce con precision el
tiempo que comprend la experiencia ha demostrado que semillas con tiempo de
madurez menor de un afio, no germinan o tienen menor porcentaje de
germinacién que aquellas que han sido almacenadas més de un afio para su
cultivo, (Hernandez, J., 2009).

Por esta razon, al desconocer el estado de madurez de las semillas adquiridas se
realiza un montaje con el fin de determinar el potencial de germinacion real de
estas. Para lo cual, se tomaron un total de 400 semillas, las cuales fueron
previamente desinfectadas y colocadas en cajas de petri. Fueron ubicadas 10
semillas por caja, cada una de ellas sobre una mota estérii de algodén
humedecido con agua destilada estéril, generando asi un total de 40 repeticiones.
Finalmente, se observo el desarrollo de las semillas durante 5 dias. El montaje se
muestra en la Figura 12.

Figura 12. Montaje germinacion de semillas de Lechuga desinfectadas
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6.5.1.3. In6culos Bacterianos
6.5.1.3.1. Escala de McFarland

Esta escala se basa en la capacidad de precipitacion del cloruro de bario en
presencia de acido sulfarico, de esta manera se generan patrones a escala que
van desde 0,5 a 10, en donde la turbidez estandar 0,5 es equivalente a
aproximadamente 10° bacterias por mL, (OMS, 2004).

La preparacion de la escala se realiza mediante la mezcla de cantidades
determinadas de Cloruro de Bario al 1% y de Acido Sulfarico al 1%. La Tabla 11

muestra las composiciones de cada valor en la escala, (OMS, 2004)

Tabla 11. Composicion de la turbidez estandar de McFarland, (OMS, 2004).

No. de la | Cloruro de Bario | Acido Sulfurico aEreonxsilrgZCdja
escala 1%(mL) 1%(mL) de bacterias
05 05 99,5 1x10°
I 01 9,9 3x10°
5 02 9,8 6 x 10°
3 0.3 9,7 9x10°
2 0.4 9,6 12 x 10°
E 05 9,5 15 x 10°
5 0.6 9,4 18 x 10°
Z 0.7 9,3 21 x 10°
8 0.8 9,2 24 x 10°
9 0.9 9,1 27 x 10°
0 1.0 9,0 30 x 10°

6.5.1.3.2. Preparacion de los Inéculos Bacterianos

Para la preparacion de los Inoculos de las 24 cepas de Actinomicetos Fijadores de
Nitrégeno se preparé un caldo con la composicion del medio Ashby para asegurar
gue el medio en donde van a desarrollarse las semillas de Lechuga esté libre de
cualquier fuente de Nitrdgeno mineral. Para ello, se dispuso de tubos de ensayos
(3 para cada cepa), con aproximadamente 10 mL de caldo estéril. Se procedi6 a
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inocular colonias jovenes de cada una de las 24 cepas de Actinomiceto en estado
exponencial de crecimiento, es decir, que las células se encuentran en un estado
de crecimiento sostenido donde su incremento es exponencial respecto al tiempo.
La inoculacion se hace hasta obtener cualitativamente una turbidez en el medio
acorde a la turbidez mostrada por la escala 0,5 de McFarland, para asi establecer
una concentraciéon aproximada de los in6culos. Finalmente, para que el caldo
inoculado tuviera una consistencia semisolida se suplement6 con un 10% de agar-
agar liquido estéril.

6.5.1.4. Ensayo Inoculacion de Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno en
semillas germinadas de Lechuga

Al tener los Indculos bacterianos dispuestos en los respectivos tubos de ensayo y
otros mas sin inoculo como blanco, se procedié a colocar en cada uno de ellos
una semilla previamente desinfectada y germinada de Lechuga. En este caso, la
germinacion de las semillas duré 2 dias y se escogieron plantulas que presentaran
una radicula de 5 milimetros de longitud. Una vez dispuestas se realizaron
revisiones periddicas hasta el dia 5 de crecimiento, dia en el cual se tomaron los
registros finales del ensayo.

Durante la germinacién el embrién de la semilla envia inicialmente un brote que se
denomina radicula, la cual se convierte en la raiz primaria. Tras la salia de la
radicula, emerge el hipocétilo elevando el apéndice de la plantula. El hipocétilo es
el primer érgano de expansion y se desarrolla hasta formar el tallo, (Craviotto,
2003)

Figura 13. Semillas de Lechuga a 2 dias de germinacién

80



6.5.2. Resultados
6.5.2.1. Porcentaje Germinacion de Semillas de Lechuga

Los resultados obtenidos en el montaje para la determinacién del porcentaje de
germinacion de las 400 semillas seleccionadas, muestran que 308, lo cual
representa el 77%, han superado efectivamente el estado de latencia es decir,
superaron el periodo en el cual teniendo todas las condiciones Optimas de
germinaciéon no lograron hacerlo. Adicionalmente  se observa como la
desinfeccion con hipoclorito de Sodio no influye negativamente en la germinacion
de las mismas. A continuacion en la Tabla 18 se aprecian los resultados de los 40
grupos de semillas cada una con un total de 10 individuos

Tabla 12. Resultados Porcentaje de Germinacion Semillas de Lechuga
Semillas Germinadas (SG),Semillas No Germinadas (SNG)

REPETICION SG SNG REPETICION SG SNG
1 9 1 21 8 2
2 8 2 22 7 3
3 6 4 23 9 1
4 7 3 24 6 4
5 7 3 25 6 4
6 6 4 26 8 2
7 8 2 27 9 1
8 8 2 28 8 2
9 9 1 29 7 3
10 9 1 30 8 2
11 8 2 31 9 1
12 6 4 32 7 3
13 8 2 33 7 3
14 9 1 34 8 2
15 7 3 35 6 4
16 6 4 36 9 1
17 7 3 37 9 1
18 9 1 38 7 3
19 8 2 39 9 1
20 7 3 40 9 1
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6.5.2.2. Efecto de los Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno sobre el
crecimiento de Lechuga

Transcurridos los 5 dias en los que las semillas germinadas de lechuga crecieron
bajo la influencia de las 24 cepas de Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno, se
realizé la evaluacion del crecimiento midiendo la longitud en centimetros desde el
hipocdtilo hasta la radicula de las plantulas en crecimiento. Los resultados de esta
medicion se presentan en la Tabla 19. En el Anexo 4 se observa el montaje
general de los indculos bacterianos con las plantulas de lechuga asi como el
registro fotogréfico del crecimiento de las semillas mediado por las 24 cepas de
Actinomicetos.

Tabla 13. Medida de longitud de plantulas de Lechuga crecidas bajo la
influencia de Actinomicetos fijadores de Nitrogeno

Crecimiento Longitud 1 | Longitud 2 | Longitud 3 | Promedio
echuga (cm) (cm) (cm) (cm)
Cepa

Lechuga sin inoculo (Blanco) 3.0 3.4 3.2 3.2
JBUTP_GEA BS A002 6.0 6.2 5.9 6.0
JBUTP_GEA BS _A005 6.5 6.3 6.7 6.5
JBUTP_GEA BS A006 5.5 5.1 5.3 5.3
JBUTP_GEA_ BS A007 6.3 6.0 6.5 6.3
JBUTP_GEA BS A008 7.0 6.8 7.1 7.0
JBUTP_GEA BS A009 6.0 5.8 6.0 5.9
JBUTP_GEA G _A012 5.0 4.8 5.3 5.0
JBUTP GEA G A013 5.5 5.4 5.1 5.3
JBUTP GEA G A014 6.6 6.3 6.5 6.5
JBUTP GEA H A016 6.8 6.8 6.4 6.7
JBUTP_GEA H A017 6.0 6.3 6.0 6.1
JBUTP_GEA H_A018 5.0 5.4 5.2 5.2
JBUTP_GEA H A019 4.0 4.3 4.1 4.1
JBUTP GEA H A020 6.7 6.5 6.8 6.7
JBUTP_GEA H A022 5.0 5.4 5.2 5.2
JBUTP_GEA BS A024 4.0 4.1 4.4 4.2
JBUTP_GEA BS A025 6.0 6.3 6.0 6.1
JBUTP_GEA G A026 5.5 5.4 5.0 5.3
JBUTP GEA G A027 4.5 4.5 4.2 4.4
JBUTP_GEA G_A028 7.0 7.1 6.8 7.0
JBUTP_GEA G _A029 6.8 6.5 6.7 6.7
JBUTP_GEA G_A030 5.5 5.1 5.6 5.4
JBUTP_GEA G A031 4.5 4.6 4.3 4.5
JBUTP_GEA G A032 6.0 6.3 6.2 6.2
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El analisis estadistico se realiz6 haciendo uso del paquete estadistico SPSS los
cuales presentan distribucion normal; haciendo uso de la prueba de ShapiroWilk
se verificd la normalidad de los datos.

Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza ANOVA (Analysis Of VAriance,
segun terminologia inglesa), para observar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre indculos de actinomicetos en el crecimiento de las plantulas de
lechuga, considerando las siguientes hipotesis estadisticas:

Ho = Si existe efecto de los actinomicetos en el crecimiento de las lechugas.
Ha= No existe efecto de los actinomicetos en el crecimiento de las lechugas.

El grado de significancia de los datos arroja un valor por debajo de 0.05 (P < 0.05),
lo que indica que Ho es verdadera, denotandose que existen diferencias
estadisticamente significativas entre colonias afectando el crecimiento de las
lechugas. En el anexo 4 se observa la tabla del analisis ANOVA.

Posteriormente, se realizd un andlisis POSTANOVA por medio del método
deDuncan para comparar todos los pares de medias y asi agrupar las colonias
segun el efecto en el crecimiento de las plantulas de lechuga midiendo la longitud
en centimetros desde el hipocétilo hasta la radicula de estas plantulas en
crecimiento. Los Resultados de este analisis se presentan en el anexo 4 C.
Analisis POSTANOVA

Con el fin de analizar detalladamente los resultados obtenidos en las agrupaciones
arrojadas por medio del método estadistico de Duncan, en la Figura 14 se
relacionan las cepas de cada agrupacion con su respectivo género identificado y el
crecimiento en longitud de las plantulas de lechuga bajo la influencia de cada una
de ellas.
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GRUPO 1
Longitud ;
CEPA R Género
lcm) GRUPO 3
JBUTP_GEA_BS_AD24| 4.067 Streptomyces Longitud A
JBUTP_GEA_G_A027 | 4, [JBUTP_GEA G_AD30[ 5400 | Nocardia _
JBUTP_GEA_G_A031 | 4467 | Streptomyces || JBUTP_GEA_H_A017| 5767 | Streptomyces
GRUPO 2 GRUPO 4
CEPA Longitud | 4nerg CEPA Longitud|  4nerg
(cm) {cm)
| JBUTP_GEA_G_AD12 | 5033 | Nocardia || JBUTP_GEA_H_A017 | 5767 |Streptomyces
JBUTP_GEA H_A018 | 5200 | Streptomyces|| JEBUTP_GEA_BS_A009] 5933 |Streptomyces
JBUTP_GEA H_A022 | 5200 | "Nocardia || JBUTP_GEA BS ADG2| 6,033 | Nocardia _
_Nocardia__||JBUTP_GEA_BS A02%5| 6100 | Nocardia _
3 Streptomyces|| JBUTP_GEA_G_A032 | 6,167 |Streptomyces
333 | Nocardia
JBUTP_GEA_G_AD30 5.400 Nocardia
(a)
GRUPO 5 GRUPO &
CEPA LDI'IgIt\LId iZénero CEPA nglt}ld Género
fcm) {cmy)
JBUTP_GEA_BS_A009| 5932 |Streptomyces|| JEUTP_GEA_BS_A025| 6.100 Mocardia
JBUTP_GEA_BS_AD0Z| 6,033 | Mocardia || JBUTP_GEA G_A032 | 6167 |Streptomyces
JHUTE_GEA BS A0Z5| 6,100 | Mocardia || JBUTE. GEA BS AT 67267 | Nocamia
JBUTP_GEA_G_A032 6167 [Streptomyces __.__IELJTF'_GE.F'-._G:_r'j_ll_l:]_fi E.4_§_}: ________ I:J_E:E_E_l_rg_igl_____
JBUTF_GEA_BS_AD07| 6,267 Mocardia || JBUTP_GEA_BS_AD05| 6,500 Mocardia
GRUPO 7 GRUPO &
CEPA Longitud)  Gcnerg CEPA Longitud|  enarg
fcm) cmj
JEUTP_GEA_BS_AO007| 6,267 Mocardia JEUTP_GEA_H_AD1G G667 Mocardia
JEUTP_GEA_G_A014 G.4a67 Mocardia JEUTP_GEA_H_ADNZ0 6,667 |Streptomyces
JEUTP_GEA_BS_A005| 6,500 Mocardia JEUTP_GEA_G_ADZY 6.667 [Streptomyces
JEUTF_GEA_H_AD1G G667 Mocardia JBUTF_GEA_BS_ADDS| 6967 |Streptomyces
JEUTP_GEA_H_ADZ20 G667 Streptumyces_ JEBUTF_GEA_G_ADZ2E 6,967 [Streptomyces
JEUTF_GEA_G_ADZ29 6,667 |Streptomyces
(b)

Figura 14. Agrupaciones de Cepas segun su impacto en el crecimiento de
plantulas de lechuga. (a), Tablas correspondientes a los grupos 1 al 4; (b) Tablas
correspondientes a los grupos 5 a 8.
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Como se puede apreciar las cepas que conforman los grupos 6, 7 y 8 son las que
influyeron en mayor proporcion el crecimiento longitudinal de las plantulas de
lechuga desde el hipocétilo hasta la radicula, por lo cual se presume que éstas
presentan un mayor potencialcomo promotores del crecimiento vegetal.

Esta promocién del crecimiento se da por factores como fijacion de nitrogeno,
solubilizacion de fosfatos o produccion de hormonas, (Cerrato, 2007), por lo que
este ensayo evalla el potencial de los Actinomicetos como promotores del
crecimiento vegetal.

Pero, al considerar que las plantulas de lechuga requieren para su desarrollo
cantidades apreciables de Nitrégeno, (Hernandez, J., 2009), nos da un indicio de
gue esta promocién se de en gran medida a una Fijacion de Nitrégeno.

A continuacion, en la figura 15, se observa la influencia de los actinomicetos
fijadores de nitrégeno segun género en el crecimiento de plantulas de lechuga.

Influencia de los actinomicetos en el crecimiento de
las plantulas

w (o}
| |

B
|

M Streptomyces

w
]

M Nocardia

Longitudde ka plantula {(cm)

mBlanco

ra
L

120 242 196 13 333D 182 /25 n an 35 216 20 8 pec:]

Actinomicetos fijadores de nitrégeno

Figura 15. Influencia de los actinomicetos fijadores de nitrégeno en el
crecimiento de plantulas de lechuga. o0, blanco; 2, JBUTP_GEA_BS_A002; 5,
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JBUTP_GEA_BS_A005; 6, JBUTP_GEA_BS_A006; 7, JBUTP_GEA_BS_A007; 8, JBUTP_GEA_BS_A008; 9,
JBUTP_GEA_BS_A009; 12, JBUTP_GEA_G_A012; 13, JBUTP_GEA_G_A013; 14, JBUTP_GEA_G_A014;
16, JBUTP_GEA_H_A016; 17, JBUTP_GEA_H_A017; 18, JBUTP_GEA_H_A018; 19, JBUTP_GEA H_A019;
20, JBUTP_GEA_H_A020; 22, JBUTP_GEA H_A022; 24, JBUTP_GEA BS_A024; 25,
JBUTP_GEA_BS_A025; 26, JBUTP_GEA_G_A026; 27, JBUTP_GEA_G_A027; 28, JBUTP_GEA_G_A028;
29, JBUTP_GEA_G_A029; 30, JBUTP_GEA_G_A030; 31, JBUTP_GEA_G_A031; 32, JBUTP_GEA_G_A032

Las 24 colonias de actinomicetos identificadas como posibles fijadores de
nitrégeno presentaron potencial como promotores del crecimiento vegetal. De
forma general se evidencia una diferencia significativa en la longitud de
crecimiento de las plantulas sin in6culo respecto a la longitud de crecimiento
influenciado por estos microorganismos. Estas diferencias en el impacto que
ejerce cada una de las cepas, puede ser debido a las actividades biolégicas que
estas ejercen.

Como se puede apreciar en la Figura 15, las cepas identificadas dentro del género
Streptomyces comparadas con las cepas del género Nocardia, son las que
presentan mas variedad en el impacto del crecimiento, siendo de éste género las
cepas con mayor promocion. Mientras que cepas pertenecientes al género
Nocardia evidencian un comportamiento mas uniforme. Esto es debido a la
produccion de metabolitos secundarios, enzimas biodegradativas como quitinasas,
glucanasas, peroxidasas, nitrogenasa por parte de Streptomyces ,(Tohme, 2000).

Teniendo en cuenta que las plantulas que no fueron inoculadas alcanzaron en
promedio un crecimiento de 3,2 cm y considerando, a modo de ejemplo que las
plantulas bajo la influencia de las cepas JBUTP_GEA BS A008 vy
JBUTP_GEA_G_A028 alcanzaron en promedio un crecimiento de 6,97 cm cada
una, se evidencia un incremento en el crecimiento de 3,77cm En la Tabla 21 se
presenta el incremento de la longitud de las plantulas de lechuga inoculadas por
efecto de las cepas en estudio, (Diaz, 2001).
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Tabla 14. Influencia de actinomicetos fijadores de nitrégeno sobre plantulas
de lechuga

Cepa Longitud plantula Incremento longitudinal
(cm) respecto al blanco (cm)

JBUTP_GEA_BS_A002 6,03 2,83
JBUTP_GEA_BS_A005 6,50 3,3
JBUTP_GEA_BS_A006 5,30 2,1
JBUTP_GEA_BS_A007 6,27 3,07
JBUTP_GEA BS_A008 6,97 3,77
JBUTP_GEA_BS_A009 5,93 2,73
JBUTP_GEA_G_A012 5,03 1,83
JBUTP_GEA_G_A013 5,33 2,13
JBUTP_GEA_G_A014 6,47 3,27
JBUTP_GEA_H_A016 6,67 3,47
JBUTP_GEA H_A017 5,77 2,57
JBUTP_GEA_H_A018 5,20 2

JBUTP_GEA _H_A019 4,13 0,93
JBUTP_GEA_H_A020 6,67 3,47
JBUTP_GEA H_A022 5,20 2

JBUTP_GEA BS_A024 4,07 0,87
JBUTP_GEA BS_A025 6,10 2,9
JBUTP_GEA_G_A026 5,30 2,1
JBUTP_GEA_G_A027 4,40 1,2
JBUTP_GEA G_A028 6,97 3,77
JBUTP_GEA_G_A029 6,67 3,47
JBUTP_GEA_G_A030 5,40 2,2
JBUTP_GEA_G_A031 4,47 1,27
JBUTP_GEA_G_A032 6,17 2,97

El efecto en el crecimiento de las plantulas que fueron inoculadas con las 24
cepas de Actinomicetos aislados e identificados se compararon con el crecimiento
longitudinal de las plantulas sin inoculos, observandose que 4 cepas
(JBUTP_GEA_BS_A024, JBUTP_GEA_H_A019, JBUTP_GEA G_A027,
JBUTP_GEA _G_A031) presentan incremento promedio de 1,1cm; 13 cepas
_A002, JBUTP_GEA BS A006, JBUTP_GEA BS A007, JBUTP_GEA_BS A009,
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JBUTP_GEA_G_A012, JBUTP_GEA_G_A013,

JBUTP_GEA_H_A017,JBUTP_GEA_H_A018, JBUTP_GEA_H_A022,
JBUTP_GEA_BS_A025, JBUTP_GEA_G_A026, JBUTP_GEA_G_A030,
JBUTP_GEA_G_A032) presentan un incremento superior a 2,4cm y 7 cepas
(JBUTP_GEA_BS_A005, JBUTP_GEA_BS_A008, JBUTP_GEA_G_A014,
JBUTP_GEA_H_A018, JBUTP_GEA_H_A020, JBUTP_GEA_G_A028,

JBUTP_GEA_G_A029) un incremento de 3,5cm superior a las plantulas sin inoculo.

Las colonias JBUTP_GEA BS A008 y JBUTP_GEA_G_A028 anteriormente
mencionadas, son las que presentaron un mayor potencial como promotores del
crecimiento al ser las que lograron promover en mayor proporcion el crecimiento
de las plantulas de lechuga, 3,77cm. Ambas colonias pertenecen al género
Streptomyces. La colonia JBUTP_GEA_BS A024 identificada también como
perteneciente al género Streptomyces es la que presentd un menor incremento en
la longitud de las plantulas 0,87cm considerando asi, que esta cepa posee un
menor potencial como promotor de crecimiento.

Estos incrementos en la longitud de las plantulas de lechuga que denotan la
influencia de las cepas, presentan valores muy variados debidos a la produccion
gue ejerce cada una de ellas de metabolitos secundarios, compuestos represores
de tumores, enzimas y vitaminas, con las cuales son capaces de ejercer una
posible fijacion de nitrégeno, (Tohme, 2000).
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7. CONCLUSIONES

Se logré la obtencidén de 24 cepas de Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno.
Nueve (9) de ellas fueron aisladas directamente de los suelos del JBUTP en
medio de cultivo selectivo libre de Nitrégeno (Medio Ashby). Las quince (15)
restantes provienen de la caracterizacion como Fijadores de Nitrégeno de
cepas de Actinomicetos aisladas por el grupo de estudio GEA.

Las 24 cepas de Actinomicetos aparte de poseer la caracteristica de ser
Fijadoras de Nitrégeno tienen en comun el sitio de su procedencia, porque
tanto las colonias que fueron aisladas en este trabajo de investigacion como
las colonias que fueron suministradas por el grupo GEA, fueron aisladas del
suelo del JBUTP. Relacionando cepas con el respectivo ecosistema de su
aislamiento, se observa que ocho (8) cepas provienen del ecosistema Bosque
Secundario, diez (10) cepas de Guadual y seis (6) de Humedal.

Los 24 Actinomicetos Fijadores de Nitrégeno fueron identificados en género
siguiendo criterios morfoldgicos al comprar microscopicamente el micelio aéreo
que estas cepas generan con micelios de referencia que se encuentran
reportados en el Bergey’s Manual of SystematicBacteriology. Se identificaron
13 cepas como pertenecientes al género Streptomyces y 11 restantes al
género Nocardia.

En los suelos del ecosistema Bosque Secundario se identificaron 3 cepas del
género Streptomyces y 5 cepas del género Nocardia. En el ecosistema
Guadual se lograron identificar 6 cepas del género Streptomyces y 4 cepas del
género Nocardia. Finalmente, en el ecosistema Humedal fueron aisladas 4
cepas del género Streptomyces 'y 2 cepas del género Nocardia.

Las 24 cepas de actinomicetos clasificadascomo posibles fijadores de
nitrogeno, presentaron potencial como promotores del crecimiento vegetal al
ser evaluado su accionar sobre el desarrollo de plantulas de lechuga. Se
evidenci6 una diferencia estadisticamente significativa en la longitud de
crecimiento de plantulas con indculo respecto al crecimiento de plantulas sin
inoculo.
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4 de las 24 cepas de actinomicetos fijadores de nitrégeno
(JBUTP_GEA BS A024, JBUTP_GEA_H A019, JBUTP_GEA G_A027,
JBUTP_GEA_G_AO031) presentan un incremento promedio en su crecimiento
de 1,lcm; 13 cepas (JBUTP_GEA BS A002, JBUTP_GEA BS_AO006,
JBUTP_GEA BS _A007, JBUTP_GEA BS A009, JBUTP_GEA G_A012,
JBUTP_GEA G_A013, JBUTP_GEA H _A017, JBUTP_GEA_H_A018,
JBUTP_GEA H_A022, JBUTP_GEA BS_A025, JBUTP_GEA _G_A026,
JBUTP_GEA_G_A030, JBUTP_GEA_G_A032) presentan un incremento
superior a 2,4cm y 7 cepas (JBUTP_GEA BS_A005, JBUTP_GEA BS_A008,
JBUTP_GEA G _A014, JBUTP_GEA H _AO016, JBUTP_GEA H_A020,
JBUTP_GEA_G_A028, JBUTP_GEA_G_A029) un incremento de 3,5cm.
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8. RECOMENDACIONES

Considerando que el aislamiento de microorganismos en medios libre de
nitrogeno (Medio Ashby), constituye un primer paso hacia la identificacion
de bacterias con capacidad para fijar nitrdgeno, se debe realizar una
comprobacion de esta actividad en las 24 cepas de Actinomicetos aislados
mediante ensayos como el de la actividad nitrogenasa al analizar la
capacidad de reducir acetileno a etileno.

Realizar identificacion hasta especie de las 24 cepas en estudio
identificadas como pertenecientes a los géneros Streptomyces y Nocardia.

Realizar ensayos de inoculacion en conjunto con las cepas
JBUTP_GEA BS A008 y JBUTP_GEA_ G_A028 las cuales evidenciaron la
mas alta influencia en la promocion del crecimiento de las plantulas de
lechuga.
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ANEXO 1. Medios de Cultivo

1. Medio Ashby

Agregar los componentes al agua destilada. Calentar hasta ebullicibn 5 min y

ANEXOS

Autoclavar (15lb y 121°C). Servir en cajas de petri estériles.

ANEXO 2.Reporte del conteo Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/g en

medio Ashby.

Ponderado del conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) de cada una

de las 7 muestras de suelo:

Bosque Secundario Intervenido. Conteo diario UFC/g. MedioAshby

COMPONENTES g/L

Sacarosa 20

CaCl, 0.2

KH,PO4 1

MgSO, 0.2
FeSQO,4 0.005

NacCl 0.2

Agar-Agar 15

i con 10 107 10% | 10* | 10° | 10° | 107 | 108 | 107
4 676 458 260 | 16 1 0 0 0 0
5 Incontable 490 367 | 26 3 0 0 0 0
6 Incontable | Incontable | 386 | 27 3 0 0 0 0
7 Incontable | Incontable | 386 | 27 4 1 1 0 0
12 Incontable | Incontable | 446 | 36 6 2 1 1 1
13 Incontable | Incontable | 442 | 38 6 2 1 1 1
14 Incontable | Incontable | 442 | 41 6 2 1 1 1
15 Incontable | Incontable | 416 | 42 6 2 1 1 1
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Bosque Secundario Poco Intervenido. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

cion

Dia 10t 107 10° | 10* | 10° | 10° | 107 | 10® | 10°
4 Incontable 201 78 8 0 0 0 0 0
5 Incontable 284 105 | 17 1 1 0 0 0
6 Incontable | Incontable 128 | 19 19 1 0 0 0
7 Incontable | Incontable 137 | 21 8 1 1 1 0
12 Incontable | Incontable 176 | 25 4 2 2 2 0
13 Incontable | Incontable 191 | 27 4 2 2 2 0
14 Incontable | Incontable 204 | 27 4 2 2 2 0
15 Incontable | Incontable 160 | 22 4 2 2 2 0

Bosque Secundario No Intervenido. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

Dt clon 10 1072 10° | 10* | 10° | 10° | 107 | 108 | 10°
4 Incontable | Incontable | 443 62 1 0 0 0 0
5 Incontable | Incontable | 498 63 1 1 0 0 0
6 Incontable | Incontable | 622 65 1 1 0 0 0
7 Incontable | Incontable | 643 67 1 1 0 0 0
12 Incontable | Incontable | 752 75 3 1 0 0 0
13 Incontable | Incontable | Inc 77 3 3 0 0 0
14 Incontable | Incontable | Inc 69 3 3 0 0 0
15 Incontable | Incontable | Inc 62 3 2 0 0 0

Guadual densidad alto-plano. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

i clon 10 102 10® | 10% | 10% | 10° | 107 | 108 | 10°
4 Incontable | Incontable | 37 3 0 0 0 0 0
5 Incontable | Incontable | 43 5 1 1 0 0 0
6 Incontable | Incontable | 45 6 1 1 0 0 0
7 Incontable | Incontable | 46 6 1 1 0 0 0
12 Incontable | Incontable 50 8 1 1 0 0 0
13 Incontable | Incontable | 54 8 1 1 0 0 0
14 Incontable | Incontable 55 8 1 1 0 0 0
15 Incontable | Incontable | 60 8 1 1 0 0 0
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Guadual densidad baja-inclinado. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

cion

Dia 10t 107 102 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10® | 10°®
4 Incontable | Incontable 93 6 2 0 0 0 0
5 Incontable | Incontable | 100 6 3 0 0 0 0
6 Incontable | Incontable 106 6 3 0 0 0 0
7 Incontable | Incontable | 107 7 4 1 0 0 0
12 Incontable | Incontable | 107 7 4 1 0 0 0
13 Incontable | Incontable 122 8 4 1 0 0 0
14 Incontable | Incontable | 124 9 6 1 0 0 0
15 Incontable | Incontable 141 9 3 1 0 0 0

Guadual densidad alta-inclinado. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

Dt clon 10 1072 102 | 10* | 10° | 10° | 107 | 108 | 10°
4 Incontable | Incontable 45 7 0 0 0 0 0
5 Incontable | Incontable 50 10 1 1 1 1 0
6 Incontable | Incontable 52 14 1 1 1 1 0
7 Incontable | Incontable 56 13 2 1 1 1 0
12 Incontable | Incontable 60 13 2 1 1 1 0
13 Incontable | Incontable 63 13 2 1 1 1 0
14 Incontable | Incontable 66 13 2 1 1 1 0
15 Incontable | Incontable 68 12 2 1 1 1 0

Humedal. Conteo diario UFC/g. Medio Ashby

O clon 10 102 10® | 10% | 10% | 10° | 107 | 108 | 10
4 102 33 21 1 1 0 0 0 0
5 216 56 41 1 1 0 0 0 0
6 241 83 43 1 1 0 0 0 0
7 Incontable 86 47 1 1 1 1 0 0
12 Incontable | Incontable 74 2 1 1 1 0 0
13 Incontable | Incontable 93 2 1 1 1 0 0
14 Incontable | Incontable 101 2 2 1 1 0 0
15 Incontable | Incontable 98 1 1 1 1 0 0
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ANEXO 3. Resumen Fotografico de las Caracteristicas Macroscopicas y
Microscopicas de los actinomicetos Fijadores de Nitrégeno.

Cepa

Caracteristicas
Macroscopicas

Caracteristicas

JBUTP_GEA BS_A002

JBUTP_GEA_BS_A005

Colonia seca de color café,
forma irregular
bordes redondeados no
uniforme café claro

Agrupaciones de cocos
Gram +

Micelio no fragmentado
cadenas largas de
StreptococosGram +

JBUTP_GEA_BS_A006

—

Colonia seca de color
amarillo, adherida al agar
Borde redondeado
uniforme

Cadenas largas séptadas
cocos, Gram +
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JBUTP_GEA_BS_A007

Colonia blanca circular con
centro de coloracién
amarillabordes
redondeados no uniformes

Cadenas de Streptococos
Gram +

JBUTP_GEA_BS_A008

Colonia café seca,
filamentosa, adherida al
agar. Bordes redondeados
no uniformes

Micelio no fragmentado
cadenas de Streptococos,
Gram +

JBUTP_GEA_BS_A009

Colonia café circular
filamentosa con halo.
Borde redondeado,
adherida al agar

Cadenas de Streptococos
Gram +
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JBUTP_GEA_G_A012

==

Colonia seca, sin pigmento
difusible en el medio,
Forma irregular. reverso
gris, adverso blanca

Agrupaciones de cocos
Gram +

JBUTP_GEA_G_A013

Colonia seca de color café,
centro café oscuro
Forma circular, presenta
dos halos del mismo color.

Agrupaciones de cocos
Gram +

JBUTP_GEA_G_A014

Colonia seca filamentosa,
adherida al agar
adverso naranja, reverso
amarillo. Bordes
redondeados no uniformes

Agrupaciones de cocos
Gram +
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JBUTP_GEA_H_A016

Colonia seca, adherida al
agar, adverso café, reverso
blanco. Forma
inconsistente, bordes
redondeados no uniformes

Agrupaciones de cocos
Gram +

JBUTP_GEA H_A017

Colonia eca, sin pigmento
difusible en el medio, forma
irregular, borde irregular

Micelio no fragmentado
Cadenas de
Streptococos, Gram +

JBUTP_GEA_H_A018

Colonia café seca

filamentosa, adherida al
agar, reverso gris, anverso
café, borde filamentoso de
color gris

Micelio fragmentado
Cocos, Gram +
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JBUTP_GEA_H_A019

Colonia blanca seca, forma
circular. Reverso blanca,
anverso beige.Centro
circular de color café

Cadena de Streptococos
Gram +

JBUTP_GEA_H_A020

Colonia seca café, forma
irregular. Borde ondulado
no uniforme

Cadena de Streptococos
Gram +

JBUTP_GEA_H_A022

Colonia cremosa, sin
pigmento difusible en el
medio.Forma irregular,

bordes redondeados

Agrupaciones de cocos
Gram +
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JBUTP_GEA_BS_A024

Colonia café seca, forma
irregular. Borde
redondeado no uniforme

Cadenas de
Streptococos, Gram +

JBUTP_GEA_BS_A025

Colonia amarilla seca
filamentosa. Adherida al
agar. Reverso gris, adverso
amarillo. Borde filamentoso
gris

Presencia de conidios.

Cadenas no
fragmentadas de
Streptococos
Poca presencia de
conidios, Gram +

JBUTP_GEA_G_A026

Colonia café seca,
adherida al agar
Forma irregular, borde
redondeado no uniforme

Agrupaciones de cocos
Gram +
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JBUTP_GEA_G_A027

Colonia café seca,
adherida al agar
forma irregular, borde

JBUTP_GEA_G_A028

Micelio no fragmentado,
espirales.
Cadena de Streptococos,
Gram +

redondeado no uniforme
\

Colonia café seca,
pigmento no difusible en el
medio.

Forma irregular, borde
redondeado no uniforme

Agrupaciones de cocos
Gram +

JBUTP_GEA_G_A029

Colonia café seca,
adherida al agar
Forma irregular, borde
redondeado no uniforme

Cadenas de

Streptococos, Gram +
Micelio fragmentado con
espirales
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JBUTP_GEA_G_A030

Colonia amarilla seca,
adherida al agar
Forma circular. Borde
filamentoso. Adverso
amarillo, reverso gris

Agrupaciones de cocos
Gram +

JBUTP_GEA G_A031

-

Colonia café seca,
adherida al agar.
Forma irregular, borde

redondeada no uniforme.

Micelio fragmentado,
espiral. Cadenas de
Streptococos, Gram +

JBUTP_GEA_G_A032

Colonia café seca,
adherida al agar.
Forma irregular, borde
redondeado no uniforme

Micelio fragmentado con
espirales. Presencia de
conidios.Cadenas de
Streptococos, Gram +
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ANEXO 4.Evaluacion in-vitro del efecto de los Actinomicetos Fijadores de
Nitrogeno sobre el desarrollo de plantas de Lechuga

1. Montaje general tubos de ensayo con Inoculos bacterianos y plantulas de

Lechuga

2. Crecimiento de semillas germinadas de Lechuga mediado por la influencia
de Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno.

CEPA

GENERO

CRECIMIENTO DE LECHUGAS

(Tubo alalzquierda es el Blanco, tubo ala
derechatubo con inoculo respectivo)
" -~

Blanco

3
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JBUTP_GEA BS_A002 Nocardia

JBUTP_GEA_BS_A005 | Nocardia

JBUTP_GEA_BS_A006 | Nocardia

JBUTP_GEA_BS_A007 Nocardia
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JBUTP_GEA_BS_A008

Streptomyces

JBUTP_GEA_BS_A009

Streptomyces

JBUTP_GEA G_A012

Nocardia

JBUTP_GEA_G_A013

Nocardia
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JBUTP_GEA_G_A014 | Nocardia

JBUTP_GEA_H_A016 | Nocardia

JBUTP_GEA H_A017 | Streptomyces

JBUTP_GEA H_A018 | Streptomyces
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JBUTP_GEA H_A019 | Streptomyces

JBUTP_GEA H_A020 | Streptomyces

JBUTP_GEA H_A022 Nocardia

JBUTP_GEA BS_A024 | Streptomyces
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JBUTP_GEA BS_A025 Nocardia

JBUTP_GEA_G_A026 | Streptomyces

JBUTP_GEA_G_A027 | Streptomyces

JBUTP_GEA G_A028 | Streptomyces
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JBUTP_GEA_G_A029 | Streptomyces

JBUTP_GEA G_A030 Nocardia

JBUTP_GEA _G_A031 | Streptomyces

JBUTP_GEA G_A032 | Streptomyces
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ANEXO 5. Andlisis Estadistico Descriptivo y ANOVA del efecto de los
actinomicetos fijadores de nitrégeno en las plantulas de lechuga

A. Analisis Descriptivo del efecto de los actinomicetos fijadores de
nitrégeno en las plantulas de lechuga

Intervalo de
Desvi confianza para la
N | Media | a-cion | EMPOr media al 95% Minimo | Maximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Blanco 3 | 3,200 | 0,2000 | 0,1155 2,703 3,697 3,0 3,4
JBUTP_GEA_BS_A002 | 3 | 6,033 |0,1528 | 0,0882 5,654 6,413 5,9 6,2
JBUTP_GEA_BS_A005 | 3 | 6,500 |0,2000 | 0,1155 6,003 6,997 6,3 6,7
JBUTP_GEA_BS_A006 | 3 | 5,300 |0,2000 | 0,1155 4,803 5,797 51 55
JBUTP_GEA_BS_A007 | 3 | 6,267 | 0,2517 | 0,1453 5,642 6,892 6,0 6,5
JBUTP_GEA_BS_A008 | 3 | 6,967 | 0,1528 | 0,0882 6,587 7,346 6,8 7,1
JBUTP_GEA_BS_A009 | 3 | 5,933 | 0,1155 | 0,0667 5,646 6,220 5,8 6,0
JBUTP_GEA_G_A012 | 3 | 5,033 | 0,2517 | 0,1453 4,408 5,658 4,8 5,3
JBUTP_GEA_G_A013 | 3 | 5,333 | 0,2082 | 0,1202 4,816 5,850 51 55
JBUTP_GEA_G_A014 | 3 | 6,467 | 0,1528 | 0,0882 6,087 6,846 6,3 6,6
JBUTP_GEA_H_A016 | 3 | 6,667 | 0,2309 | 0,1333 6,093 7,240 6,4 6,8
JBUTP_GEA_H_A017 | 3 | 5,767 | 0,6807 | 0,3930 4,076 7,458 5,0 6,3
JBUTP_GEA_H_A018 | 3 | 5,200 | 0,2000 | 0,1155 4,703 5,697 5,0 54
JBUTP_GEA_H_A019 | 3 | 4,133 | 0,1528 | 0,0882 3,754 4,513 4,0 4,3
JBUTP_GEA H_A020 | 3 | 6,667 |0,1528 | 0,0882 6,287 7,046 6,5 6,8
JBUTP_GEA _H_A022 | 3 | 5,200 |0,2000 | 0,1155 4,703 5,697 5,0 54
JBUTP_GEA_BS_A024 | 3 | 4,067 |0,0577 | 0,0333 3,923 4,210 4,0 41
JBUTP_GEA_BS_A025 | 3 | 6,100 |0,1732 | 0,1000 5,670 6,530 6,0 6,3
JBUTP_GEA_G_A026 | 3 | 5,300 | 0,2646 | 0,1528 4,643 5,957 5,0 55
JBUTP_GEA_G_A027 | 3 | 4,400 | 0,1732|0,1000 3,970 4,830 4,2 4,5
JBUTP_GEA_G_A028 | 3 | 6,967 | 0,1528 | 0,0882 6,587 7,346 6,8 7,1
JBUTP_GEA_G_A029 | 3 | 6,667 | 0,1528 | 0,0882 6,287 7,046 6,5 6,8
JBUTP_GEA_G_A030 | 3 | 5,400 | 0,2646 | 0,1528 4,743 6,057 51 5,6
JBUTP_GEA_G_A031 | 3 | 4,467 | 0,1528 | 0,0882 4,087 4,846 4,3 4,6
JBUTP_GEA_G_A032 | 3 | 6,167 | 0,1528 | 0,0882 5,787 6,546 6,0 6,3
Total 75| 5,608 |1,0036 | 0,1159 5,377 5,839 3,0 7,1

B. Analisis ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 71,909 24 2,996 57,034 0,000
Intra-grupos 2,627 50 0,053
Total 74,535 74
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C. Anédlisis POSTANOVA

CEPA

Subconjunto para alfa = .05

3

4

5

6

7

Blanco
JBUTP_GEA BS A024
JBUTP_GEA H_A019
JBUTP_GEA_G_A027
JBUTP_GEA_G_A031
JBUTP_GEA G _A012
JBUTP_GEA H_A018
JBUTP_GEA H_A022
JBUTP_GEA BS_ A006
JBUTP_GEA_G_A026
JBUTP_GEA_G_A013
JBUTP_GEA_G_A030
JBUTP_GEA H_A017
JBUTP_GEA BS A009
JBUTP_GEA BS A002
JBUTP_GEA BS A025
JBUTP_GEA_G_A032
JBUTP_GEA BS A007
JBUTP_GEA_G_A014
JBUTP_GEA BS_ A005
JBUTP_GEA H_A016
JBUTP_GEA H_A020
JBUTP_GEA_G_A029
JBUTP_GEA BS A008
JBUTP_GEA_G_A028
Sig.

WWWWWWWWWWWWwWwWwWWwWwWwwWwwWwwWwwwWwwow Pz

3,200

1,000

4,067
4,133
4,400
4,467

0,055

5,033
5,200
5,200
5,300
5,300
5,333
5,400

0,096

5,400
5,767

0,056

5,767
5,933
6,033
6,100
6,167

0,060

5,933
6,033
6,100
6,167
6,267

0,118

6,100
6,167
6,267
6,467
6,500

0,060

6,267
6,467
6,500
6,667
6,667
6,667

0,065

6,667
6,667
6,667
6,967
6,967
0,160
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