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RESUMEN

Se han utilizado diversas estrategias agricolas, como fertilizantes y
pesticidas quimicos, para maximizar los rendimientos. Una alternativa sostenible
implica tecnologias ecolégicas, como los biofertilizantes basados en
microorganismos del suelo. El objetivo fue identificar cepas bacterianas con
capacidad de fijacién de nitrégeno para un posible biofertilizante, mediante técnicas
bioquimicas. Se reactivaron y analizaron 67 cepas para evaluar su potencial. El
estudio microbiolégico mostrd predominancia de colonias planas (81%), diversidad
en formas, y bacilos (59%) en bacterias Gram positivas, también se observa que
predomina la forma irregular (30%), el color de las bacterias que predomina en este
estudio es el color blanco (43%), el tamafo mediano es el mas relevante con el
(42%) de las cepas. Tamaros de halo entre 20 y 10 mm evidencian eficacia en la
fijacion de nitrogeno, destacando Acinetobacter iwoffi y Providencia alcalifaciens.
Estos resultados respaldan la importancia de estas cepas en la agricultura
sostenible y recuperacién de suelos.

Palabras clave: Biofertilizantes, fijacion de Nitrogeno, sostenibilidad agricola,
microbiota del suelo, optimizacién del rendimiento de cultivos.



ABSTRACT

Several agricultural strategies, such as chemical fertilizers and pesticides, have
been used to maximize yields. A sustainable alternative involves green technologies, such
as biofertilizers based on soil microorganisms. The objective was to identify bacterial strains
with nitrogen fixation capacity for a potential biofertilizer using biochemical techniques. A
group of 67 strains was reactivated and analyzed to evaluate their potential. The
microbiological study showed a predominance of flat colonies (81%), diversity in shapes,
and bacilli (59%) among Gram-positive bacteria. It was also observed that irregular shapes
predominated (30%), with white as the predominant bacterial color (43%), and medium-size
strains as the most prevalent with 42%. Halo sizes between 20 and 10 mm show
effectiveness in nitrogen fixation, with Acinetobacter Iwoffi and Providencia alcalifaciens
highlighting. These results support the importance of these strains in sustainable agriculture

and soil restoration.

Keywords: Biofertilizers, nitrogen fixation, agricultural sustainability, soil microbiota,

crop yield optimization.
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CAPITULOI

1. INTRODUCCION

El crecimiento poblacional inminente, proyectado en un aumento cercano a 10 mil
millones en los proximos 50 afios, genera una creciente demanda de alimentos,
especialmente en la producciéon agricola. Abastecer a la actual y futura poblacion se ha
vuelto una tarea de gran relevancia, y para ello, se han implementado estrategias agricolas
que emplean fertilizantes, pesticidas e insecticidas quimicos con el objetivo de obtener
cultivos de alto rendimiento y protegerlos de plagas e insectos (Daniel et al., 2022).

El uso extensivo de fertilizantes quimicos ha traido una seria degradacion de la
fertilidad del suelo, contaminaciéon ambiental, resistencia a plagas, pérdida de biodiversidad
y pérdidas econémicas. La pérdida de nitrégeno, un nutriente esencial, es especialmente
preocupante, ya que mas del 50% se pierde a través de la escorrentia y la lixiviacion en el
suelo agricola, provocando contaminacion no puntual del agua y los recursos hidricos (B.
Sun et al., 2020).

En este contexto, se promueve la adopcion de practicas agricolas respetuosas con
el medio ambiente, impulsando la busqueda de soluciones sostenibles. La aplicacion de
tecnologias ecolégicas y biodegradables, como los biofertilizantes basados en
microorganismos del suelo, emerge como una alternativa para mantener la sostenibilidad
agricola, evitando la dependencia exclusiva de fertilizantes quimicos (Chakraborty &
Akhtar, 2021).

La creciente conciencia ambiental y la necesidad de mitigar los impactos negativos
de las practicas agricolas convencionales subrayan la importancia de un enfoque mas
profundo en el ambito ambiental. La degradacion de la fertilidad del suelo y la
contaminacion resultante son amenazas directas a la biodiversidad y la seguridad hidrica,
destacando la urgencia de soluciones que no solo aborden las demandas alimentarias, sino
que también preserven los ecosistemas.

Los biofertilizantes, compuestos principalmente por microorganismos como
bacterias, hongos y algas, se presentan como una opcién clave para enriquecer el suelo
con nutrientes, estimular el crecimiento de las plantas y reducir enfermedades transmitidas
por el suelo (Thomas & Singh, 2019). Aunque el mercado de biofertilizantes experimenta
un crecimiento significativo, la falta de conocimiento sobre su rendimiento, especialmente
en comparacion con los fertilizantes quimicos, sigue siendo un desafio importante (Joshi &
Gauraha, 2022).

La presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno en el suelo contribuye a la
fertilizacion natural. Al convertir el nitrégeno atmosférico en formas asimilables, estas
bacterias ayudan a mejorar la calidad del suelo y proporcionan nutrientes esenciales para
el crecimiento de las plantas.

Dichas bacterias actian en la reduccion a la dependencia de fertilizantes
nitrogenados sintéticos. Esto es beneficioso desde el punto de vista ambiental, ya que la
produccion de fertilizantes sintéticos a menudo implica el uso intensivo de energia y
contribuye a la contaminacién del agua y del suelo.

Esta investigacion busca identificar. cepas bacterianas con capacidad de fijacion de
nitrégeno, con el propdsito de desarrollar potenciales insumos
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para biofertilizantes. En el contexto de Ecuador, donde la informacion sobre el uso
conjunto de biochar y biofertilizantes es escasa, se busca contribuir a mejorar la calidad
del suelo y los cultivos. Los objetivos especificos incluyen la reactivacion de cepas
bacterianas, su identificacion como fijadoras de nitrégeno, la caracterizacién morfologica y
la confirmacion de su capacidad de fijacion mediante técnicas bioquimicas, con el fin de
evaluar su potencial como biofertilizantes. Esta investigacion no solo busca optimizar la
produccién agricola, sino también promover la resiliencia ambiental y la sostenibilidad a
largo plazo en el contexto ecuatoriano, la capacidad de estas cepas para fijar nitrégeno y
contribuir a la salud del suelo refuerza su potencial impacto positivo en el entorno,
resaltando asi su importancia en el ambito ambiental.



2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Identificar que cepas bacterianas tienen capacidad para fijar nitrégeno, mediante
técnicas bioquimicas, como probable insumo para un biofertilizante.

2.2 ESPECIFICOS

Reactivar las cepas bacterianas, mediante un medio de cultivo generalista,
para posteriormente identificarlas como fijadoras de nitrégeno, mediante un
medio de cultivo especifico.

Caracterizar morfolégicamente y microscopicamente mediante técnicas
bioquimicas las especies bacterianas, para su correcta descripcion.
Comprobar las cepas que tienen la capacidad de fijar nitrégeno mediante el
cultivo de Jensen a través de la medicion del halo que se forma en el medio
de cultivo, para luego ser catalogadas como probables biofertilizantes.



CAPITULO Il

3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Estado del arte

A nivel mundial se estudia el acoplamiento de bacterias al desarrollo de
biofertilizantes, en especial aquellas fijadoras de nitrdgeno. Por ejemplo, en la investigacion
de Gopalakrishnan et al. (2018) se hace énfasis en tres tipos de bacterias aisladas de
nodulos de garbanzo, denominadas IC-59, IC-76A e IC-2002, mostraron la capacidad de
nodular, fijar nitrdgeno y promover el crecimiento vegetal en varios cultivares de garbanzo.
Estas bacterias mejoraron significativamente el numero de nédulos, el peso de brotes, el
peso de raices y otros rasgos en condiciones de invernadero y en la etapa de madurez del
cultivo. En conjunto, estas bacterias tienen un potencial prometedor para mejorar la
produccién de garbanzos a través de la nodulacion y la fijacién de nitrégeno, asi como la
promocion del crecimiento de las plantas.

Otro estudio desarrollado por Xu et al. (2018) se centraron en aislar y caracterizar
bacterias fijadoras de nitrégeno de cana gigante y pasto varilla con el propésito de evaluar
su capacidad como biofertilizantes para el crecimiento de las plantas. Se identificaron
bacterias con actividad nitrogenasa, produccién de auxinas y sideréforos, y se
seleccionaron seis cepas principales. Estas cepas se probaron en maiz y trigo en
condiciones de invernadero, y se encontré que todas promovieron el crecimiento de las
plantas y la absorcién de nutrientes, con destacadas mejoras en ciertos parametros. La
cepa NNA-14 fue especialmente efectiva en el maiz, mientras que NNA-19 y NXU-38
destacaron en el trigo, evidenciando su potencial.

En América Latina, en un articulo realizado por Chibeba et al. (2020) se aislaron y
caracterizaron 29 bacterias de los nédulos de raices de frijol lima (Phaseolus lunatus) en la
region semiarida del noreste de Brasil. Estas bacterias mostraron una alta diversidad
fenotipica y genética, dividiéndose en cuatro grupos morfolégicos y 19 grupos genéticos
diferentes. Se confirmaron nueve géneros a través del analisis del gen 16S rRNA,
incluyendo Bradyrhizobium y Agrobacterium/Rhizobium como los simbiontes principales.
Ademas, se encontraron bacterias endéfitas de otros géneros, como Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Franconibacter, Pseudomonas y Williamsia, que exhibieron propiedades
bioquimicas importantes.

Asi también, el centro sur de México, Tapia et al. (2020) aislaron bacterias
asociadas a nodulos (NAB) de leguminosas silvestres y de plantas de Phaseolus vulgaris.
Estas bacterias se identificaron y se encontraron varios géneros con actividad de
promocion del crecimiento de las plantas, incluyendo Pseudomonas y Burkholderia.
Ademas, se identificaron cepas de Burkholderia y Firmicutes como posibles bacterias
noduladoras novedosas. La sintesis de auxinas fue una actividad de promocion del
crecimiento de las plantas comun, con algunas cepas superando niveles reportados
previamente. Aunque la fijacibn de nitrdgeno y la produccién de compuestos
antimicrobianos no fueron comunes, la produccion de sideréforos fue frecuente.

Por otro lado, en Ecuador, un estudio de caso realizado por Torres et al. (2021)
investigo la eficiencia de la simbiosis entre genotipos locales de frijol y cepas de Rhizobium
nativas en funciéon de su diversidad genética. Considerando que las plantas adquieren
nitrégeno de diversas formas, incluyendo la fijacion simbiodtica de nitrdgeno mediante la
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asociacion con bacterias rizobias. Aunque el frijol comun (Phaseolus vulgaris) es un cultivo
fundamental en muchas partes del mundo, fija menos nitrdgeno en comparacion con otras
leguminosas debido a la diversidad ineficiente de rizobios en el suelo.

3.2 Marco teorico

3.2.1 Suelo

El suelo representa un recurso no renovable de gran valor en escalas de tiempo
humanas, dado que desempefa un papel esencial en los sistemas naturales y socio
ecolégicos. Su funcién principal consiste en proporcionar apoyo, regulacion y servicios
ecosistémicos. La formacién del suelo puede requerir escalas temporales comparables a
los procesos geoldgicos (Alcaniz et al., 2018).

Se estiman alrededor de seis funciones del suelo como: produccion de biomasa,
almacenamiento y filtrado de agua, almacenamiento y reciclaje de nutrientes,
almacenamiento de carbono, habitat para la vida biolégica y estabilidad fisica y de apoyo.
En conjunto estas funciones permiten un correcto funcionamiento de todos los ecosistemas
que parten desde este recurso, por ejemplo, las raices de las plantas se anclan en el suelo,
permitiéndoles crecer y prosperar. Ademas, el suelo actua como un almacén de agua y
nutrientes esenciales que las plantas necesitan para su crecimiento y desarrollo. Esta
funcion de apoyo del suelo es critica para la producciéon de alimentos, la conservacién de
la biodiversidad y la proteccion contra la erosion y las inundaciones (Rabot et al., 2018).

El suelo también desempeifia un papel crucial en la regulacion de los ciclos
biogeoquimicos, como los ciclos del carbono, nitrégeno y agua. Actia como un filtro natural
que elimina contaminantes y purifica el agua que fluye a través de él. También es un
importante almacén de carbono, lo que contribuye a regular el cambio climatico al evitar la
liberacion excesiva de carbono a la atmdésfera. Esta funcion reguladora del suelo es
esencial para mantener la salud de los ecosistemas y la calidad del agua y del aire que
sustentan la vida en la Tierra (Basu et al., 2021).

En dltima instancia, el suelo proporciona servicios ecosistémicos fundamentales
para la vida humana, como la produccién de alimentos, la regulacion del clima, la
purificacion del agua y la conservacion de la biodiversidad. La formacién del suelo, un
proceso que puede abarcar escalas temporales comparables a los procesos geoldgicos.
Reconocer y valorar el suelo como un recurso no renovable es fundamental para preservar
su funcion esencial en el mantenimiento de la vida en nuestro planeta y en la sostenibilidad
de los sistemas naturales y socio ecolégicos (Bedoya et al., 2021).

3.2.2 Contaminacion del suelo

La contaminacién del suelo es un desafio global que proviene tanto de actividades
humanas como de factores naturales. La expansién de areas urbanas, el crecimiento
industrial y el incremento en la necesidad de produccion de alimentos han impulsado el
empleo de compuestos y agentes quimicos, que, al paso del tiempo, ha resultado en la
dispersion y acumulacién de contaminantes en el entorno ambiental (Raffa & Chiampo,
2021).

La contaminacion del suelo hace referencia a la introduccién de ciertas sustancias
en la tierra como resultado de las acciones humanas, lo que puede alterar tanto la calidad
como el funcionamiento del suelo. Este fendmeno puede desencadenar la degradacion del
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suelo y afectar negativamente sus propiedades fundamentales, y también conlleva el riesgo
de provocar danos tanto para el bienestar de las personas como para el medio ambiente
(Sun et al., 2019).

Cualquier forma de deterioro del suelo, implica la disminucién de sus caracteristicas
fisicas, quimicas o bioldgicas, lo que resulta en una merma de su calidad, cantidad o en la
pérdida de su funcionalidad, es susceptible de causar efectos permanentes. En los
ecosistemas forestales, se han identificado como procesos de degradacion del suelo mas
relevantes la erosion, los incendios, la deforestacién y la contaminacion (Alcaniz et al.,
2018).

El suelo tiene la capacidad de retener diversos contaminantes, como metales
pesados, pesticidas e Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, desempenando un papel
crucial como absorbente de la contaminacion. Estos contaminantes pueden contribuir a la
contaminacion de la cadena alimentaria, lo que, a su vez, puede representar una amenaza
para la salud humana. Entre todos los xenobioticos presentes en el suelo, los pesticidas
son los contaminantes mas comunes, su presencia se encuentra influenciada por el
crecimiento acelerado de la poblacion en las ultimas cinco décadas y la creciente demanda
de alimentos de alta calidad (Wotejko et al., 2020).

3.2.3 Contaminacion por nitrégeno

Aunque el nitrégeno reactivo es un componente necesario para la vida, su exceso
puede causar graves problemas ambientales. El exceso de nitrégeno reactivo, proveniente
principalmente de la produccion de fertilizantes nitrogenados y actividades humanas como
la quema de biomasa y la generacion de desechos industriales, se libera al medio
ambiente, alcanzando niveles criticos de 210Tg por afo. Esto ha llevado a problemas como
la acidificacion del suelo, la formacion de ozono y esmog, que afectan la salud humana y
la biodiversidad. La deposicién atmosférica de nitrdgeno reactivo contribuye a la
acidificacién de cursos de agua afectando las poblaciones acuaticas. Ademas, en el agua
potable, altas concentraciones de nitrato representan riesgos para la salud, especialmente
en infantes, causando metahemoglobinemia y posiblemente contribuyendo a la formacion
de compuestos carcindgenos (Holmes et al., 2019).

3.2.4 Recursos microbianos del suelo

Los microorganismos benéficos que residen en la rizosfera pueden estimular el
crecimiento de las plantas a través de diversos mecanismos, tanto directos como indirectos.
Los mecanismos directos implican la facilitacion de la adquisicién de nutrientes esenciales,
la modulacion de la biosintesis de hormonas vegetales y la mitigacion del estrés osmotico en
las plantas. Ademas, los microorganismos también ejercen mecanismos indirectos para
participar en el control biolégico contra fitopatdgenos, a través de la produccion de
metabolitos antimicrobianos, la competencia por nutrientes y la inducciéon de resistencia
sistémica en las plantas. Estos procesos son fundamentales para promover el crecimiento
de las plantas y garantizar su salud en los sistemas agricolas y ecolégicos (Bargaz et al.,
2018).

La diversidad microbiana en el suelo es asombrosa y varia en funcién de diversos
factores, como la composicién quimica y fisica del suelo, la disponibilidad de nutrientes y
el tipo de vegetacion presente en el entorno. Estos microbios desempefian un papel de
gran importancia en la descomposicion de materia organica, liberando nutrientes
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esenciales como el nitrégeno y el fosforo, que son fundamentales para el crecimiento de
las plantas. Ademas, algunos de estos microorganismos tienen la capacidad de reducir la
contaminacién del suelo al degradar compuestos organicos contaminantes, lo que conduce
a la restauracion de suelos previamente afectados. La reproduccién de estos microbios se
ve favorecida cuando la materia organica fresca y los nutrientes se utilizan para su
crecimiento en lugar de ser liberados a través de procesos catabdlicos, como la respiracion
o la mineralizacién (Hemkemeyer et al., 2021).

3.2.5 Nitrégeno

El nitrégeno es un elemento quimico crucial en el ambiente y en el suelo,
desempenando un papel fundamental en los ecosistemas naturales y en la agricultura. Este
elemento es esencial para la vida, ya que es un componente clave de las proteinas y el
ADN, dos elementos fundamentales en la estructura y funcién de los seres vivos Chen et
al., 2018). En el ambiente, el nitrégeno se presenta en diversas formas, principalmente en
forma de gas molecular (N2) en la atmdsfera. Sin embargo, esta forma de nitrégeno no es
directamente utilizable por la mayoria de los organismos, ya que requiere transformaciones
para convertirse en formas asimilables, como nitrato (NO*) o amonio (NH**) (Zhang et al.,
2020).

En nitrégeno también se encuentra en formas oxidadas, esta oxidacién natural de
N2 a NO y NOg, asi como la generacién de NOx durante la combustion de combustibles en
el aire, son procesos comunes. Estos Oxidos de nitrdgeno también son producidos por
bacterias en la nitrificacion y desnitrificacion, lo que tiene implicaciones en el tratamiento
de aguas residuales y la pérdida de fertilizantes en la agricultura. Ademas, los 6xidos de
nitrégeno son contaminantes ambientales significativos, lo que ha llevado al desarrollo de
catalizadores para reducirlos a N2, como los convertidores cataliticos de tres vias en
vehiculos. Sin embargo, el control de las emisiones de combustion sigue siendo un desafio
debido a regulaciones mas estrictas y motores de alta eficiencia Chen et al., 2018).

La importancia del nitrdgeno radica en su papel fundamental en la salud y la
fertilidad del suelo, como un factor esencial para el crecimiento saludable de las plantas.
Su presencia en el suelo influye directamente en la sintesis de proteinas y en otros
procesos metabdlicos cruciales para el desarrollo vegetal. Las plantas no pueden absorber
nitrégeno directamente del aire, por lo que dependen de la disponibilidad de este elemento
en el suelo. Ademas, el nitrégeno facilita la formacién de clorofila, el pigmento responsable
de la fotosintesis, lo que contribuye al vigor y color verde de las plantas. Sin embargo, es
imperativo mantener un equilibrio adecuado de nitrégeno en el suelo, ya que un exceso
puede tener consecuencias negativas, como la contaminacién del agua por lixiviacién de
nitratos (Michael et al., 2016).

3.2.6 Ciclo del nitrégeno

El ciclo del nitrégeno es uno de los ciclos biogeoquimicos mas cruciales en la Tierra
debido a que el nitrdgeno es un nutriente clave para todas las formas de vida, desde
bacterias hasta plantas y humanos. El nitrdgeno desempefia un papel esencial en
compuestos como acidos nucleicos, aminoacidos, vitaminas y hormonas. Aunque el ciclo
del carbono recibe mas atencion mediatica, el ciclo del nitrégeno ha sido mas alterado por
las actividades humanas, especialmente en la agricultura, donde el nitrégeno es un
componente importante de los fertilizantes. La atmdsfera contiene principalmente



dinitrégeno (N2), que debe ser convertido en otras formas como el amoniaco (NH3) para
que las plantas y microorganismos lo utilicen (Lehnert et al., 2018).

Este ciclo conlleva varias fases, las cuales son: fijacion, nitrificacion,
desnitrificacion, amonificacion, asimilacién y anammox. En la fijacion, bacterias fijadoras
convierten el nitrégeno atmosférico (N2) en amonio. La nitrificacién implica la conversion
de amonio a nitritos y luego a nitratos mediante bacterias nitrificantes. Posteriormente, en
la desnitrificacion, ciertas bacterias transforman nitratos en gas nitrégeno, cerrando el ciclo.
La amonificacién es la descomposicién de materia organica nitrogenada en amonio. Estos
compuestos nitrogenados son asimilados por plantas y microorganismos en la etapa de
asimilacion. Finalmente, la anammox es la conversidon anaerobia de amonio y nitritos en
gas nitrégeno, contribuyendo a la pérdida de nitrégeno en sistemas acuaticos (Stein &
Klotz, 2016).

La fijacion del nitrogeno en el suelo es un proceso fundamental en el ciclo
biogeoquimico, donde el nitrégeno atmosférico (N2) se transforma en formas asimilables
para los organismos (Mus et al., 2018). La fijacion puede ocurrir mediante procesos biodticos
y abidticos. En la fijacion bidtica, ciertos microorganismos como las bacterias fijadoras de
nitrégeno (rizobios, azotobacterias) establecen simbiosis con plantas o realizan la fijacién
libre en el suelo, convirtiendo el N2 en amonio (NH,*) (Mus et al., 2018). Los rizobios, por
ejemplo, forman nédulos en las raices de leguminosas y fijan nitrégeno atmosférico en
amonio utilizable por la planta (Lindstrém & Mousavi, 2020). En la fijacién abiética, factores
como la radiacion ultravioleta y los eventos climaticos inducen la combinacion de N2 con
oxigeno y agua, formando compuestos nitrogenados solubles. Estos compuestos son
esenciales para el crecimiento vegetal, contribuyendo al ciclo global del nitrégeno y
sustentando la productividad del suelo (Doane, 2017).

La nitrificacién es un proceso biogeoquimico crucial en el ciclo del nitrégeno que
involucra la transformacién secuencial del amonio (NH,") en nitritos (NOy) y luego en
nitratos (NO;3; °) mediante la accién de bacterias nitrificantes. En la primera fase,
Nitrosomonas y Nitrosococcus oxidan el amonio a nitritos en un proceso conocido como
amonificacion. Posteriormente, bacterias del género Nitrobacter convierten los nitritos en
nitratos en la etapa de nitrificacion. Estas reacciones son esenciales para la conversion del
nitrégeno amoniacal, derivado principalmente de la descomposicion de materia organica y
la actividad de bacterias fijadoras, en formas mas oxidadas y asimilables para plantas y
otros organismos. La nitrificacién ocurre preferentemente en ambientes aerdbicos y es un
componente vital para la disponibilidad de nitrdgeno en los ecosistemas (Lehnert et al.,
2018).

La desnitrificacién, una etapa critica en el ciclo del nitrdgeno, es un proceso
microbiano en el cual bacterias anaerdbicas facultativas reducen compuestos nitrogenados
oxidados, como nitratos (NO3’) y nitritos (NO7’), a nitrégeno gaseoso (N2) o éxido nitroso
(N20). Este fenomeno ocurre en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno en el suelo
o sedimentos. Las bacterias desnitrificantes, como Pseudomonas y Paracoccus, utilizan
los compuestos nitrogenados como aceptores de electrones en lugar de oxigeno durante
la respiracion, liberando asi nitrdgeno gaseoso al ambiente. La desnitrificacion desempefia
un papel esencial en la pérdida de nitrdgeno del ecosistema, afectando la disponibilidad de
este nutriente para las plantas y contribuyendo a la emisién de gases de efecto invernadero,
como el N2O, a la atmésfera (Holmes et al., 2019).



En la amonificacién, las sustancias organicas nitrogenadas, representando el 99%
de las reservas totales de nitrégeno en suelos, comprenden reservas humicas y otros
compuestos generados por la fijacion biolégica de N2 y la descomposicién de residuos
organicos. Si estas sustancias no experimentaran cambios, las reservas de nitrogeno
disponibles para las plantas disminuirian anualmente. Sin embargo, se someten a un
proceso de mineralizacién, que incluye la amonificacion. Este proceso, precedido por la
descomposicién de proteinas, involucra la liberacion de NHs a partir de aminoacidos. La
microflora del suelo, compuesta por diversos microorganismos, desempena un papel
crucial en este proceso. Las bacterias aerdbicas inician la amonificacion, seguidas por
especies anaerobicas y actinomicetos. La actividad amonificante de las urobacterias, que
hidrolizan urea, también es significativa, ya que la urea contiene un 47% de N utilizable
por las plantas (Pashaei et al., 2022).

La fase anammox del ciclo del nitrégeno, abreviatura de la oxidacién anaerobia de
amonio, es un proceso microbiano clave en la conversion de compuestos nitrogenados en
sistemas acuaticos. Durante la anammox, las bacterias oxidan el amonio (NH4*) utilizando
nitrato (NO;") como aceptor de electrones en ausencia de oxigeno. Este proceso resulta en
la produccion de nitrogeno molecular (N2) y agua. La anammox es esencial para el
mantenimiento del equilibrio del nitrégeno en ambientes acuaticos, contribuyendo a la
eliminacion de compuestos nitrogenados y afectando la calidad del agua. Su comprensién
es crucial para optimizar procesos de tratamiento de aguas residuales y mitigar impactos
ambientales.
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3.2.7 Nitritos y nitratos

Los nitritos son compuestos quimicos que contienen un ion nitrito (NO27). Son una
parte importante del ciclo del nitrégeno en el suelo y en el ambiente acuatico. Los nitritos
se forman a partir de la oxidacion de amoniaco (NHs) por bacterias nitrificantes en el
proceso de nitrificacion. Son una etapa intermedia en la conversion del amoniaco en nitrato
(NO3). Los nitritos también se utilizan en diversas aplicaciones industriales y alimentarias.
Sin embargo, la presencia excesiva de nitritos en el agua potable puede ser perjudicial para
la salud humana, ya que pueden reaccionar con compuestos organicos para formar
nitrosaminas, que son compuestos potencialmente carcinogénicos (De Martino et al.,
2019).

Los nitratos, por otro lado, son compuestos quimicos que contienen un ion nitrato
(NO3’). Son una forma importante de nitrégeno inorganico en la naturaleza y se encuentran
en suelos, aguas superficiales y subterraneas. Los nitratos son esenciales para las plantas,
ya que son una fuente de nitrégeno que pueden absorber y utilizar para su crecimiento. Sin
embargo, la contaminacién de las fuentes de agua con altas concentraciones de nitratos,
a menudo causada por la escorrentia de fertilizantes agricolas y desechos animales, puede
tener efectos adversos en la calidad del agua y representar un riesgo para la salud humana.
La ingestidon excesiva de nitratos a través del agua potable puede dar lugar a problemas de
salud, como la metahemoglobinemia, cominmente conocida como "sindrome del bebé
azul". Por lo tanto, el monitoreo y la gestién de los niveles de nitratos en el agua son
cruciales para garantizar la seguridad y la calidad del agua potable y el mantenimiento de
ecosistemas saludables (Singh et al., 2019).

3.2.8 Bacterias fijadoras de nitrégeno

La fijacion de nitrégeno es un proceso biolégico esencial en el cual ciertas bacterias,
conocidas como bacterias fijadoras de nitrégeno, tienen la capacidad de reducir
molecularmente el nitrégeno atmosférico (N2) en formas mas accesibles, como amonio
(NH4") o nitrato (NO3’), que las plantas pueden asimilar. Este fendmeno reviste una
importancia crucial para el crecimiento vegetal, ya que el nitrégeno constituye un
componente fundamental de moléculas biolégicas esenciales, incluyendo proteinas y
acidos nucleicos (Stein & Klotz, 2016). Dado que la mayoria de las plantas no pueden
utilizar directamente el N atmosférico, la fijacion de nitrégeno, especialmente en
asociacion simbiotica con bacterias, proporciona una fuente bioldgica vital de este
nutriente, influyendo directamente en la productividad y el desarrollo de las plantas (Mus et
al., 2016).

La fijacién biologica de nitrdgeno es un proceso mediante el cual el nitrdgeno
atmosférico se activa en organismos a condiciones de temperatura y presion ambiente,
gracias a enzimas llamadas nitrogenasas que catalizan la reduccién de N2 a NH3z. Aunque
se requiere una considerable cantidad de energia (aproximadamente 500 kJ) para fijar 1
mol de N2, esta energia es suministrada por una fuente inagotable, la energia solar, a través
de la fotosintesis (Zhang et al., 2020).

La fijacion biolégica de nitrdgeno mayoritariamente se atribuye a la actividad de la
nitrogenasa de molibdeno (Mo-nitrogenasa, Nif), un complejo metaloenzimatico sensible al
oxigeno presente en todos los diazétrofos conocidos. Aunque se han identificado formas
alternativas de nitrogenasa, como la de vanadio (V-nitrogenasa, Vnf) y la solo de hierro
(nitrogenasa solo Fe, Anf) en algunos organismos, la teoria previa sobre su papel
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dominante en la fijacién de N2 en la Tierra primitiva se cuestiona, y se argumenta que la
Mo-nitrogenasa surgié primero en arqueas metanogénicas y luego dio lugar a formas
alternativas en respuesta a la disponibilidad de N fijo y a factores ambientales locales que
influyeron en la presencia de metales (Mus et al., 2018).

Las bacterias diazotroficas, a pesar de su capacidad para fijar nitrégeno, no liberan
amoniaco de manera altruista, ya que los procesos de fijacion y asimilacién de nitrégeno
estan intrinsecamente acoplados y controlados por circuitos reguladores complejos. Estos
circuitos involucran proteinas de transduccién de sefales PIl, enzimas como GInD y GInE
que realizan modificaciones postraduccionales reversibles, y un sistema regulador de dos
componentes (NtrB o NRIl y NtrC o NRI) que controla la expresion de genes relacionados
con el metabolismo del nitrdgeno (Bueno- Batista & Dixon, 2019).

Por otro lado, existe la fijacion de nitrégeno abidtica, que implica procesos quimicos
que transforman compuestos nitrogenados sin la intervencién de organismos vivos. La
fijacion abidtica abarca reacciones fisico-quimicas como la fijacion atmosférica, donde la
energia de eventos climaticos como relampagos o radiacion ultravioleta induce la
combinacion de nitrégeno molecular (N2) con oxigeno y agua para formar 6xidos de
nitrégeno (NOXx). Ademas, la actividad bacteriana en suelos y aguas puede contribuir a la
fijacion abidtica mediante procesos de oxidacion-reduccién. Estos compuestos
nitrogenados generados abidticamente pueden incorporarse a ciclos biogeoquimicos,
influyendo en la disponibilidad de nitrégeno para los organismos vivos y afectando la
calidad del suelo y del agua en diversos entornos. La comprension de la fijacion abiotica
es esencial para evaluar la dinamica global del nitrogeno y sus efectos en los ecosistemas
(Doane, 2017).

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno han desarrollado estrategias para
mitigar el efecto inhibidor del oxigeno, como las bacterias diazotroficas, estas fijan
nitrégeno solo en condiciones anaerdbicas o microaerdfilas, equilibrando eficientemente el
uso de O, como aceptor de electrones y la inactivacion de la nitrogenasa en quimiotrofos y
fototrofos aerdbicos. Las cianobacterias fotosintéticas separan el O producido de su
sistema nitrogenasa, con heterocistos en géneros como Nostoc y Anabaena que protegen
el complejo enzimatico dinitrogenasa contra el oxigeno. En otras cianobacterias, la fijacién
de nitrégeno se realiza en la oscuridad, evitando la produccién de O, para mantener bajos
niveles de oxigeno, de lo contrario, pueden cambiar la conformacion de la nitrogenasa a un
estado inactivo protegido (Soumare et al., 2020).

La simbiosis entre plantas y bacterias fijadoras de nitrdgeno asociativas, un tipo de
rizobacterias promotoras del crecimiento, constituye una forma basica de colaboracion
beneficiosa. Estas bacterias responden a los exudados radiculares, colonizan la rizosfera,
y afectan la adquisicién de recursos y el crecimiento de las plantas (Mus et al., 2016). La
fijacion bioldgica de nitrégeno en los rizobios se lleva a cabo principalmente en los nédulos
de las raices o del tallo, siendo inducida por bacterias presentes en las leguminosas. Este
proceso simbidtico ha intrigado a los investigadores por mas de un siglo, y se ha reconocido
durante milenios los efectos positivos de las leguminosas en los suelos, asi como su valor
alimentario y forrajero. La fijacién simbibtica de nitrégeno utiliza la energia solar para
convertir el gas inerte N2> en amoniaco a condiciones normales de temperatura y presion,
lo cual es crucial en la produccién sostenible de alimentos en la actualidad (Lindstrém &
Mousavi, 2020).
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La fijacién de nitrégeno es realizada por microorganismos asociados a plantas
leguminosas y ha sido objeto de investigacion durante décadas. Algunas, como
Azospirillum, benefician cultivos como trigo, maiz y arroz. Por otro lado, ciertas bacterias
diazotréficas, como Azoarcus y Gluconacetobacter, evolucionan para multiplicarse en los
tejidos vegetales sin causar dafio, siendo clasificadas como endéfitos. Estos enddfitos,
presentes en numerosas plantas, ingresan a través de aberturas naturales o grietas en las
raices (Mus et al., 2016). La fijacién industrial de nitrdgeno, realizada mediante el proceso
Haber-Bosch, ha equiparado la fijacion natural en la biosfera. Sin embargo, estas
contribuciones antropogénicas de nitrégeno reactivo superan las fuentes biogénicas, lo que
ejerce una gran presién sobre los ecosistemas y la disponibilidad de nitrégeno (Mus et al.,
2018).

3.2.9 Alternativas para aprovechar el nitrégeno

La biorremediacion del nitrdgeno abarca diversas estrategias para mitigar la
contaminaciéon ambiental derivada de compuestos nitrogenados. Uno de los enfoques
clave implica la actividad de bacterias desnitrificantes, que participan en el proceso de
desnitrificacion. Estas bacterias transforman nitratos presentes en suelos y aguas en
nitrégeno gaseoso, evitando la acumulacién de compuestos nitrogenados dafiinos. Este
proceso es particularmente crucial en ambientes acuaticos, donde la desnitrificacién puede
prevenir la eutrofizacion, una condicion que resulta de un exceso de nutrientes, como los
nitratos, y que puede tener consecuencias adversas para la salud de los ecosistemas
acuaticos (Gao et al., 2021).

Otra estrategia de biorremediacion involucra la fitorremediacion, donde ciertas
plantas, conocidas como acumuladoras de nitrégeno, se utilizan para extraer y acumular
compuestos nitrogenados del suelo. Estas plantas, a menudo denominadas
hiperacumuladoras, absorben nitratos y amoniaco, contribuyendo asi a la recuperacion de
suelos contaminados. Ademas, la aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento
(PGPR) puede mejorar la asimilacion de nitrégeno por parte de las plantas, optimizando la
eficacia del proceso de fitorremediacion (Wang et al., 2023).

La biorremediacion utilizando algas, conocida como fitorremediacion algal, emerge
como una estrategia prometedora para abordar la contaminacion por nitrégeno. Las algas,
mediante el proceso de fitodepuracién, pueden absorber nitratos y amoniaco del agua,
contribuyendo a la mejora de la calidad del agua en ecosistemas acuaticos contaminados.
Ademas, algunas especies de algas pueden favorecer la desnitrificacion al proporcionar un
ambiente propicio para bacterias desnitrificantes. La simbiosis entre algas y bacterias en
biopeliculas algal-bacterianas puede potenciar la capacidad de eliminacion de nitrégeno.
Esta sinergia bioldgica ofrece una solucién eco-amigable y eficaz para mitigar los impactos
ambientales negativos asociados con la contaminacion por nitrégeno en sistemas
acuaticos (Chen & Wang, 2020).

3.2.10 Biofertilizantes

Los biofertilizantes son microorganismos utilizados para mejorar el suministro de
nutrientes a las plantas, ya sea al aplicarse a las semillas, las plantas o el suelo. Estos
microorganismos colonizan la rizosfera o el interior de las plantas y desempefian un papel
importante en la promocion del crecimiento vegetal al participar en diversas actividades
bidticas en el ecosistema del suelo. Su uso tiene como objetivo dinamizar y hacer
sostenible el desarrollo de cultivos, acelerando las actividades microbianas que aumentan
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la disponibilidad de nutrientes absorbibles por las plantas. Los biofertilizantes contribuyen
a aumentar la fertilidad del suelo al fijar nitrégeno atmosférico y solubilizar fosfatos que, de
otro modo, serian insolubles en el suelo, generando compuestos que estimulan el
crecimiento de las plantas (Daniel et al., 2022).

3.2.11 Identificaciéon de Cepas

La identificacion de cepas es un proceso crucial en microbiologia que implica la
caracterizacién y clasificacion de diferentes cepas de microorganismos, como bacterias,
virus, hongos y levaduras. Este procedimiento es esencial para comprender la diversidad
bioldgica, la epidemiologia de enfermedades infecciosas y el desarrollo de tratamientos
meédicos Yy biotecnoldgicos.

Fernandez et al. (2010) manifiestan que, en términos de métodos tradicionales, se
emplean tinciones microbianas como la tincién de Gram, que divide bacterias en Gram-
positivas y Gram-negativas segun la estructura de su pared celular. Ademas, el cultivo en
medios selectivos y el perfil bioquimico basado en el metabolismo y las enzimas
proporcionan informacion valiosa para la identificacion.

Por otro lado, En palabras de Bou et al. (2011) los métodos moleculares han
revolucionado la identificacion de cepas. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
permite la amplificacién de secuencias especificas de ADN, mientras que la secuenciacion
de ADN proporciona informacion genética completa. La electroforesis de acidos nucleicos
separa fragmentos de ADN o ARN para analizar patrones genéticos. Los métodos
inmunolégicos, como la inmunofluorescencia y ELISA, utilizan anticuerpos para detectar
antigenos especificos, ofreciendo otra perspectiva en la identificacion de cepas.

También manifiesta el autor que, en el ambito de técnicas avanzadas, la
espectrometria de masas posibilita la identificacion rapida mediante la medicion de la masa
de moléculas, y la microscopia de fuerza atémica permite la visualizacion tridimensional de
microorganismos a nivel nanométrico.

Tordera (2018) al respecto indica que, la metagendmica explora el material genético
directamente de muestras ambientales, revelando la diversidad microbiana en entornos
especificos. La biologia sintética implica la creacion de cepas modificadas genéticamente
para funciones especificas, ampliando las capacidades de identificacion y aplicacion.
Ademas, la aplicacion de inteligencia artificial en el analisis de datos, como algoritmos y
aprendizaje automatico, mejora la precision en la identificacion mediante el procesamiento
de grandes conjuntos de datos genémicos.

La identificacién de cepas, al fusionar métodos clasicos con tecnologias
emergentes, aborda desafios en constante evolucién en el campo microbiolégico. Este
enfoque interdisciplinario y creativo es esencial para avanzar en la comprension de la
diversidad microbiana y aprovechar su potencial en diversas aplicaciones cientificas e
industriales.

3.2.12 Caracteristicas e importancia de las bacterias fijadoras de nitrégeno

En el criterio de Calvo (2011) las bacterias fijadoras de nitrdgeno desempenfan un
papel crucial en el ciclo del nitrégeno al convertir el nitrdgeno atmosférico (N,) en formas
mas accesibles para las plantas, como el amonio (NH,*). Entre los géneros mas
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destacados se encuentran Rhizobium, Azotobacter, y Clostridium. Estas bacterias emplean
diferentes mecanismos para la fijacion de nitrégeno, siendo los mas comunes la simbiosis
mutualista con plantas leguminosas en el caso de Rhizobium vy la fijacion libre de nitrogeno
por bacterias como Azotobacter.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno pueden clasificarse segun sus preferencias de
oxigeno, siendo algunas aerobias y otras anaerobias. Este aspecto es crucial, ya que las
condiciones de oxigeno afectan la actividad de la nitrogenasa, la enzima responsable de la
fijacion de nitrdgeno, siguiendo la linea de Lara et al. (2007):

a) Cepario:

Un cepario es un conjunto organizado de cepas microbianas mantenidas para
su estudio y conservacion a largo plazo. En este contexto, un cepario bacteriano implica
la coleccion y gestion de diversas cepas bacterianas. Las caracteristicas clave de un
cepario incluyen condiciones de almacenamiento 6ptimas, trazabilidad de las cepas, y
registros detallados sobre su origen y propiedades.

La importancia de un cepario radica en su papel como recurso esencial para la
investigacion microbioldgica y biotecnoldgica. Proporciona un banco de cepas que sirve
como referencia para la identificacion, estudio de propiedades fisioldgicas y genéticas,
y desarrollo de aplicaciones practicas en campos como la medicina, la agricultura y la
industria.

b) Biofertilizantes:

Los biofertilizantes son productos biolégicos que contienen microorganismos
beneficiosos para las plantas y mejoran la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Estos
pueden incluir bacterias fijadoras de nitrégeno, hongos micorricicos y bacterias
solubilizadoras de fosfato. La aplicacién de biofertilizantes tiene varias ventajas, como
la mejora de la salud del suelo, el aumento de la absorcion de nutrientes por las plantas
y la reduccion de la dependencia de fertilizantes quimicos.

La implementacion de biofertilizantes contribuye a practicas agricolas
sostenibles al promover una agricultura mas respetuosa con el medio ambiente.
Ademas, estos productos pueden desempefar un papel crucial en la gestién de la
fertilidad del suelo y en la reduccién de la contaminacién ambiental asociada con el uso
excesivo de fertilizantes quimicos.

Ortiz et al (2014) manifiesta que, las bacterias fijadoras de nitrégeno desempefian
un papel esencial no solo en la agricultura, sino también en la mitigacion de los efectos del
cambio climatico. Un estudio revela su capacidad para contrarrestar la desoxigenacion del
agua, una consecuencia directa del cambio climatico. Este hallazgo resalta la importancia
de estas bacterias no solo en términos de nutricién de las plantas, sino también en la
preservacion de la salud de los ecosistemas acuaticos, contribuyendo asi a la resiliencia
frente a los cambios ambientales.

Adicionalmente, su capacidad para fijar el nitrdgeno atmosférico y convertirlo en
formas utilizable por las plantas no solo reduce la necesidad de fertilizantes quimicos, sino
que también tiene un impacto significativo en la reduccion de las emisiones de gases de
efecto invernadero. Este aspecto destaca la relevancia de las bacterias fijjadoras de
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nitrégeno en la sostenibilidad ambiental y su contribucién a la mitigacion del cambio
climatico.

En el contexto de la calidad del suelo expresa el autor, se ha evidenciado que estas
bacterias no solo mejoran la fertilidad del suelo, sino que también aumentan su capacidad
de retencién de agua. Este efecto beneficioso contribuye a una gestion mas eficiente de
los recursos hidricos y a la resistencia de las plantas frente a condiciones adversas.
Ademas, la promocion de la resistencia de las plantas a enfermedades refuerza su papel
en la salud general del ecosistema y en la agricultura sostenible.

En este sentido, las bacterias fijadoras de nitrégeno emergen como actores clave
no solo en la agricultura sino también en la restauracion de ecosistemas, aportando a la
mitigacion de los efectos del cambio climatico y favoreciendo la sostenibilidad ambiental.
Su capacidad para abordar multiples problematicas, desde la desoxigenacion del agua
hasta la reduccion de emisiones y la mejora de la salud del suelo, subraya la importancia
integral de estas bacterias en la promocién de practicas agricolas y ambientales mas
equilibradas y resilientes.
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CAPITULO IV

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivacion de las cepas bacterianas

Se realiz6 la reactivacién de 67 cepas bacterianas enlistadas en el Anexo 1, las
cuales constituyen parte de la micoteca destinada a la preservaciéon de la biodiversidad
Ruth Moore en el CIITT. En el proceso de reactivacion, se utilizé agar nutritivo, para lo cual
se realizé la suspension de 28 gr del reactivo en un litro de agua destilada, seguida de la
homogeneizacion de la muestra hasta obtener una completa disolucion. Posteriormente,
se procedié a calentar la mezcla para reducir la viscosidad del agar y luego el medio de
cultivo fue transferido a un recipiente apto para autoclave, donde se llevé a cabo el proceso
de esterilizacion durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C (Martinez, 2016).

Tras la activacién bacteriana mediante estriado de agotamiento en la caja de Petri,
se procedid a incubar las muestras durante un periodo de 16 a 24 horas a una temperatura
de 37°C.

Figura 2

Reactivacion de cepas bacterianas del cepario del CITT

4.1.1 Tincion de Gram

Se realizo la tincion de Gram en las 67 cepas bacterianas con el fin de diferenciar y
categorizar las bacterias segun su clasificacion como Grampositivas o Gramnegativas. El
proceso se llevé a cabo en las siguientes fases: en una primera instancia, se deposité una
gota de suero fisiologico en un portaobjetos. Utilizando un asa de siembra, se recogié una
colonia bacteriana y se distribuyd de manera uniforme sobre el portaobjetos. A
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continuacion, se permitié que la muestra se secara a temperatura ambiente, posibilitando
que los colorantes se adhieran a las bacterias, revelando asi su distintiva coloracion.

En la tabla 1, se detallan la secuencia especifica y los intervalos de tiempo
asignados para ejecutar cada fase de la tinciéon de Gram.
Tabla 1

Colorantes para la tincién de Gram:

Colorantes Tiempo
Cristal de violeta 1 min
Yodo lugol 1 min
Alcohol cetona 15 segundos
Safranina 1 min

Fuente: Ramirez et al. (2018)

Después de realizar la tincién de Gram en las 67 cepas bacterianas, se procedio a
analizar minuciosamente cada muestra mediante un microscopio 6ptico para validar sus
caracteristicas de forma y color. Los resultados obtenidos se registraron de manera
meticulosa en una base de datos, asignando a cada cepa su respectivo cdédigo de
identificacion.

4.2 Descripcion morfolégica de las bacterias

Como parte del analisis del morfotipo de cada cepa bacteriana, se llevé a cabo una
descripcién morfoldgica que abarcé diversas caracteristicas de acuerdo con autores como
Chumpitaz (2015) y Reza y Mendoza (2021):

e Superficie: Se determiné sila superficie era plana, convexa, acuminada, umbilicada
o papilada.

e Forma: Se clasifico la forma en puntiforme, circular, irregular, rizoides, fusiforme o
filamentosas.

o Borde: Se evaluaron los bordes para identificar si eran redondeados, ondulados,
filamentosos, lobulados o rizoides.

e Color: Se consideraron opciones de color como blanco, rosado, rojo, amairillo,
verde, crema y naranja.

e Tonalidad: Se analizd la tonalidad de las bacterias, considerando si eran semi-
transparentes, opacas o brillantes.

e Tamarfo: Se clasificaron las bacterias en grandes, medianas o pequenas.

Esta detallada descripcion morfoldégica permitié establecer el morfotipo de cada
cepa bacteriana mediante una tabla especifica desarrollada en el laboratorio de
microbiologia del CITT.

Posteriormente, todas las cepas reactivadas fueron colocadas en un nuevo medio
de cultivo (Jensen) para establecer su capacidad de fijacion nitrégeno

4.3 Siembra de cepas bacterianas en un cultivo selectivo para la fijaciéon del
nitrogeno

Se elaboré el medio de cultivo Jensen disefiado para estimular el desarrollo de
cepas bacterianas con capacidad de fijacién de nitrégeno. Los componentes necesarios
para preparar este medio se especifican en la Tabla 2.
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Tabla 2

Reactivos para la preparacion del medio de cultivo Jensen

Medio Jensen Medida Unidad
Glucosa 20 g
Fosfato dipotasico (K2HPO4) 1 g
Sulfato de magnesio (MgSO47H20) 0,5 g
Cloruro de sodio (NACL) 0,5 g
Sulfato de hierro (FeSO4 7H20) 0,1 g
Molibadto de sodio Na2MoO4 2H20 0,005 g
Carbonato de calcio 2 g
Agar 15 g
Bromothymol blue indicator 0 g

Fuente: Ramirez et al. (2018).

4.3.1 Inoculacion de bacterias en el medio Jensen

Se selecciond una colonia bacteriana previamente activada, para que sea
esterilizada mediante la incandescencia del asa bacteriana en un mechero Bunsen.
Utilizando la técnica de puncidn, la colonia se trasladé al centro de la placa de Petri, la cual
contenia el medio de cultivo Jensen. Se incubd la muestra durante un periodo de 15 dias
a 28 °C para facilitar el desarrollo, tras lo cual se procedioé a evaluar el crecimiento del halo
resultante (Chiriboga et al., 2022).

4.3.2 Medicion del halo

En el procedimiento de medicion del halo, se llevé a cabo la preparacion de placas
en medio Jensen. Este método, econdmico y eficiente, permitié evaluar la produccion de
compuestos solubles en el agua por parte de las bacterias, definiendo una bacteria como
fijadora de nitrégeno cuando su halo superaba los 3 mm. La medicion se realizd
considerando como criterios un resultado positivo para halos desde 3 mm y negativo para
halos menores a 3 mm. Para efectuar las mediciones, se utilizé una regla colocada sobre
la placa, registrando con precision las dimensiones de los halos positivos obtenidos durante
el estudio (Chiriboga et al., 2022).

4.3.3 Tratamiento de datos

El tratamiento de datos se realiz6 utilizando Excel, abarcando informacion detallada
sobre la morfologia bacteriana. Se recopilaron datos concernientes a la superficie, forma,
borde, color, tonalidad y tamano de las bacterias. La aplicacion de medidas de tendencia
central y analisis estadisticos permiti6 una caracterizacion exhaustiva de estas
caracteristicas, proporcionando una comprension completa de la variabilidad morfoldgica
presente en el conjunto de datos. La presentacion visual a través de graficos y tablas facilitd
la interpretacién y comunicacion efectiva de los resultados obtenidos.
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CAPITULOV

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Descripcion morfoldgica de las cepas bacterianas

La morfologia de las cepas bacterianas constituye un aspecto crucial en la
identificacion y comprension de estos microorganismos. La variedad de formas vy
estructuras que pueden adoptar en su crecimiento sobre medios de cultivo proporciona
valiosa informacién sobre su biologia. Desde colonias redondeadas y filamentosas hasta
aquellas con caracteristicas espiculadas o lobuladas, la morfologia refleja la adaptabilidad
y diversidad intrinseca de las bacterias. Ademas, la tonalidad y brillo de las colonias afiaden
una dimension visual a su estudio, que, no solo es esencial para fines taxonémicos, sino
que también arroja luz sobre las interacciones microbianas y su papel en distintos entornos.
La figura 3 presenta los resultados relacionados con el tipo de superficie de las cepas
bacterianas en estudio.

Figura 3

Resultados del tipo de superficie de las cepas bacterianas

Acuminada Umbilicada Papilada
0% 0% 3%

Convexa
3%

El81% de las cepas exhiben una superficie plana, lo que sugiere que estas colonias
se extienden en una unica capa sobre el medio. Las colonias planas convexas representan
el 13%, las colonias con superficie convexa constituyen el 3%, indicando que son mas
elevadas y redondeadas. Otro 3% corresponde a las papiladas indicando que tienen ciertas
protuberancias. Por ultimo, no se registran cepas con superficies acuminadas y
umbilicadas. Estos datos reflejan caracteristicas morfolégicas de las colonias en términos
de su distribucion en el medio de cultivo.

Aunque no se proporciona informacion especifica sobre la hidrofobicidad o
capacidad de adhesion en este fragmento, se menciona la estructura general de las
colonias y como se distribuyen en el medio. Es importante sefialar que la hidrofobicidad y
la capacidad de adhesién son propiedades especificas de la superficie bacteriana que se
evaluan de manera distinta, y la informacién anterior se centra mas en la morfologia de las
colonias que en estas propiedades particulares como lo mencionan Sandhu et al. (2021)
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en su estudio, la Figura 4 presenta los resultados referentes al tipo de forma de las cepas
bacterianas analizadas.

Figura 4:

Resultado del tipo de forma de las cepas bacterianas

Fusiforme

13% \

El 30% de las cepas presenta una forma irregular, seguido por el 24% con una forma
puntiforme, que indica colonias pequefas y redondeadas. Las colonias filamentosas
constituyen el 18%, con una extension lineal y alargada similar a filamentos. Aquellas con
forma fusiforme representan el 13%, estas son colonias alargadas y estrechas en forma de
huso. El 12% son colonias circulares, es decir, bien definidas y redondas; por ultimo, el 3%
de las cepas presenta colonias rizoides, las cuales presentan extensiones lineales o
ramificadas desde el centro de la colonia.

A pesar de que en este estudio unicamente el 12% de las cepas son circulares, se muestra
que es una forma muy utilizada en el trabajo de Bautista y Martinez (2020) en cepas como
Burkholderia cepacia, Flavobacterium sp. y Paenibacillus amylolyticus; bacterias Gram
negativas y positivas. Sin embargo, en el estudio de Martinez y Torregroza (2018) se
encontré que el 60% de las colonias presentaron formas irregulares, circulares y bordes
filamentosos. La Figura 5 exhibe los resultados referentes al tipo de borde de las cepas
bacterianas investigadas.
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Figura 5

Resultado del tipo de borde de las cepas bacterianas
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El 60% de las cepas exhiben un borde generalmente esférico o circular,
denominado redondeado. Las colonias con borde filamentoso constituyen el 25%, mientras
que un 6% de las cepas exponen un borde con forma rizoide. Un 3% de las cepas muestra
una forma espiculada, ondulada y lobulada cada una, lo que indica cierta diversidad en la
morfologia de sus bordes. Por su parte, el estudio de Chumpitaz (2015) mostro varios tipos
de cepa con bordes regulares e irregulares dentro del borde redondeado dada la forma
circular o esférica al igual que en la mayoria de cepas de este estudio. La Figura 6 presenta
los resultados relacionados con el color de las cepas bacterianas.

Figura 6

Resultado del color de las cepas bacterianas

Verde

5% Amarillo Rosado
7% 6%

La mayoria de las cepas, un 43%, son de color blanco, seguidas por el color crema
con un 27%. El color naranja se presenta en el 12% de las cepas, mientras que el amarillo
y el rosado representan el 7% y el 6%, respectivamente. La tonalidad verde es la menos
comun, observada en el 5% de las cepas. En otro estudio, se muestran coloraciones
similares que se vinculan con la tonalidad, un 24% con colores crema translucidos, un 24%
de tonos blancos opacos, un 12% de tonos blancos translicidos, un 14% de tonos amarillos
translucidos, un 18% de tonos amarillos opacos, un 6% de tonos crema opacos y un 2%
de tonos rojos opacos (Garcia, 2020). También en la tesis desarrollada por Silva (2017),
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se encontraron cepas cremas, blancas y amarillas similares al estudio actual. La Figura 7
presenta los resultados relacionados con el tipo de tonalidad de las cepas bacterianas.

Figura7

Resultado del tipo de tonalidad de las cepas bacterianas
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El 67% de las cepas presentan una tonalidad brillante, es decir, que las colonias
tienen una apariencia lustrosa o reluciente en el medio de cultivo. Un 19% de las cepas
exhiben una tonalidad semitransparente, lo que permite cierta penetracién de la luz, pero
no son completamente transparentes. Por ultimo, un 13% de las cepas muestran una
tonalidad opaca, lo que implica que estas colonias no reflejan brillo ni permiten la
transmision de la luz. Un resultado similar se encontré en el estudio de Chumpitaz (2015)
donde la mayoria de las colonias se mostraron en tono brillante y en el caso de Garcia
(2020) se presentaron tonalidades como fraslicido o semitransparente. La Figura 8
presenta los resultados relacionados con el tamafio de las cepas bacterianas.

Figura 8

Resultado del tamano de las cepas bacterianas

El tamafio mediano es el mas prevalente con el 42% de las cepas, mientras que las
colonias grandes constituyen el 31% e indican la presencia de colonias de mayor tamafio
en una proporcion significativa. Por otro lado, el 27% de las cepas exhiben un tamano
pequefo, lo que sugiere la existencia de colonias mas compactas. No obstante, en el
trabajo desarrollado por Garcia (2020) se identificaron mayormente colonias pequefas con
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un 36% mientras que las medianas o moderadas se encontraron en un 26% y grandes
unicamente el 2%.

5.1.1 Descripcién micro morfolégica de las cepas bacterianas

El estudio micro morfolégico revelé detalles sobre las cepas bacterianas,
clasificandolas en Gram positivas y Gram negativas. El analisis realizado identificé un total
de 37 bacterias Gram positivas, entre las cuales se identifica cierto porcentaje de bacilos y
cocos. Asi mismo, se registraron 22 bacterias Gram negativas entre las cuales solo se
identificaron bacilos. A diferencia de este caso en la investigacion de Chumpitaz (2015) la
mayoria de las cepas fue de tipo gran negativas, al igual que en el estudio de Garcia (2020)
en donde se reportd el 78%. La Figura 9 presenta los resultados obtenidos del tipo de
bacterias Gram positivas. El estudio micro morfolégico permitid clasificar las cepas
bacterianas en Gram positivas y Gram negativas

Figura 9

Resultado del tipo de bacterias Gram positivas

Los resultados de las bacterias Gram positivas muestran una predominancia
significativa de la forma de bacilo, que representa el 59%. Este hallazgo indica que la
mayoria de las cepas Gram positivas adoptan una morfologia alargada y cilindrica. Por otro
lado, el 41% de las bacterias Gram positivas exhiben una forma de coco, lo que sugiere
que adopta una morfologia esférica o redonda.
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Figura 10
Resultado del tipo de bacterias Gram negativas

Coco

Los resultados de las cepas bacterianas Gram negativas revelan una
homogeneidad significativa en la morfologia, con el 100% de las cepas en forma de bacilo,
se sefala que todas las bacterias Gram negativas estudiadas presentan una morfologia

alargada y cilindrica.

5.2 Bacterias fijadoras de nitrégeno

Figura 11

Promedio del tamafio del halo (mm)
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Bacterias fijadoras de nitrdgeno

Eltamano de halo observado en las 41 cepas de bacterias indica su capacidad para
fijar nitrdgeno de manera efectiva. Este fendmeno se refleja en la zona circundante a las
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colonias bacterianas, donde se evidencian cambios en la apariencia del medio de cultivo
debido a la liberacion de compuestos o enzimas asociadas con la fijaciéon de nitrégeno.
Ademas, con el color de los cultivos se puede apreciar las que bacterias que son fijadoras
de nitrégeno, ya que presentan una coloracién amarilla, en relacion a la azul de aquellas

que no lo son (Figura 12).
Figura 12

A) Bacteria fijadora de nitrégeno, existe viraje de color, B) Bacteria no fijadora de nitrégeno,
no existe viraje de color

Es notable que Acinetobacter iwoffi exhibe un tamafio de halo excepcionalmente
amplio, alcanzando los 20 mm, lo que sugiere una capacidad robusta para fijar nitrégeno y
potencialmente promover el crecimiento de las plantas. De manera similar, Providencia
alcalifaciens presenta un tamano de halo significativo, llegando a 10 mm, lo que subraya
su eficacia en la fijacién de nitrégeno. Estos hallazgos respaldan la importancia de estas
cepas en la mejora de la disponibilidad de nitrdgeno en el medio, un factor crucial para el
desarrollo vegetal y la salud del suelo. En otros estudios como el de Chiriboga et al. (2022)
el halo con mayor medida fue el de 12 mm lo cual es similar a una de las medidas obtenidas
en el estudio actual que fue de 10 mm, y bastante menor que el halo mas grande de este
estudio. La Figura 13 presenta los resultados del tamafio de halo, donde se destaca la
notable amplitud del halo de Acinetobacter iwoffi, alcanzando los 20 mm.
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Bacterias fijadoras de nitrégreno del cepario del CITT

Figura 13

Resultados del tamafio de halo en (mm).
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Figura 14
Rangos del tamafio del halo
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Los resultados del tamafio del halo podemos observar que presenta una mayor
preponderancia entre 3-6 mm se tiene un total de las 35 bacterias, después se observa
menor presencia entre 6-9 mm tenemos un total de 4 bacterias, y finalmente se tiene entre
un rango de 9-12 mm y 18-21 mm tenemos una bacteria en cada rango.

5.3 Requisitos para la elaboracion de un bioinsumo

A continuacién, se presenta los resultados de un estudio sobre bacterias fijadoras
de nitrégeno, resaltando su importancia en la promociéon del crecimiento vegetal y su
potencial para ser utilizadas en la produccién de bicinsumos. La Chryseobacterium joostei,
aislada de la rizosfera de cebolla galesa, se destaca por su capacidad de fijacién de
nitrégeno, utilizando un medio altamente efectivo. Por otro lado, Pseudomonas corrugata
muestra beneficios en la fijacion de nitrégeno y mejora de la nutricién de las plantas,
especialmente bajo estrés por sequia, mientras que Pseudomonas fluorescens y Serratia
marcescens desempenan roles cruciales en la fijacion de nitrogeno y la mejora de la
disponibilidad de nutrientes en la rizosfera de arroz y maiz, respectivamente.

La Providencia alcalifaciens y Aeromonas media también se identifican como
promotoras del crecimiento vegetal, con capacidades para fijar nitrégeno y mejorar la
estructura del suelo. Ademas, se mencionan otras bacterias como Bacillus infantis y
Serratia liquefaciens, que exhiben propiedades promotoras del crecimiento y fijacién de
nitrégeno, mostrando su potencial en condiciones desafiantes del suelo.

Se aborda la diversidad de géneros bacterianos, como Carnobacterium,
Lactobacillus, y Kluyvera, que, aunque no son tipicamente conocidos por ser fijadores de
nitrégeno, pueden influir indirectamente en la disponibilidad de nitrégeno en el entorno.
Ademas, se destaca la importancia de la bacteria Pseudomonas chlororaphis subsp.
aurantiaca en la promocién del crecimiento vegetal y su capacidad para combatir
patdogenos. También existe informacién sobre bacterias menos conocidas, como
Buttiauxela gaviniae, Pseudomonas mucidolens, y Rahnella aquatilis, resaltando su
potencial en la fijacion de nitrdgeno y la mejora de la productividad del suelo. Cabe destacar
que algunas bacterias, como Yersinia massiliensis, estan asociadas comunmente con
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patégenos, pero su funcion especifica en la fijacién de nitrdgeno aun no se ha explorado
por completo.

Entre las principales bacterias fijadoras de nitrégeno tenemos:

a)

Chryseobacterium joostei: Segun Nishioka et al. (2016), la bacteria
Chryseobacterium joostei juega un papel significativo en la fijacion de nitrégeno
en la rizosfera de cebolla galesa. Se utilizé el medio PSR2A-C/T para su
aislamiento efectivo, demostrando ser altamente efectivo en comparacién con
otros ocho medios evaluados.

Pseudomonas corrugata: De acuerdo con Duan et al. (2021), Pseudomonas
corrugata desempefia un papel importante en la fijacion de nitrégeno y la mejora
de la nutricion de las plantas, especialmente bajo estrés por sequia. La
inoculacion con cepas aisladas del suelo rizosférico de vides de vino ha
demostrado ser eficaz para aliviar dafios causados por el estrés por sequia y
promover el crecimiento de las vides.

Pseudomonas fluorescens: Zhang et al. (2018) resalta el papel crucial de
Pseudomonas fluorescens en la fijacion de nitrégeno y la mejora de la
capacidad de suministro de nitrégeno en la rizosfera del arroz. La inoculacién
de la rizosfera con A. brasilense y P. fluorescens acelera las transformaciones
del nitrégeno en el suelo, aumentando significativamente las actividades de
amonificacion y nitrificacion.

Serratia marcescens: Matteoli et al. (2018) encuentran que Serratia
marcescens UENF-22Gl tiene un rol positivo en la fijacién de nitrogeno y en la
promocion del crecimiento vegetal. La bacteria muestra propiedades
beneficiosas, como la solubilizacién de fésforo y zinc inorganicos, produccion
de compuestos de indol y capacidad para contrarrestar el crecimiento de
especies fitopatogenas.

Serratia fonticola: Cetinkaya et al. (2022) destacan que la cepa AGBY19 de
Serratia fonticola desempena un papel beneficioso en la fijacion de nitrégeno y
muestra propiedades antifungicas y degradativas de hidrocarburos aromaticos
policiclicos. En ensayos in vitro e in vivo, la cepa AGBY19 demostrd potencial
para su aplicaciéon en la produccion agricola, actuando como agente de
biocontrol y promotor del crecimiento de las plantas.

Aeromonas caviae: Babalola et al. (2022) sugieren que Aeromonas caviae,
especificamente la cepa A1-2, ha mostrado resultados positivos en pruebas in
vitro para diversos rasgos relacionados con la promocion del crecimiento
vegetal.

Providencia alcalifaciens: Salinas et al. (2021) evaluan a Providencia
alcalifaciens como parte de las cepas bacterianas en la rizosfera de Solanum
tuberosum, demostrando su funcién como promotora del crecimiento vegetal.
Aeromonas media: Aeromonas media, aislada de muestras de suelo de la
reserva natural de humedales del Rio Amarillo por Sun et al. (2023), se identifica
como una de las cepas productoras de exopolisacaridos con potencial para
mejorar la estructura y fertilidad del suelo.

Pseudomonas chlororaphis: Zhang et al. (2020) informan que Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca cepa JD37 exhibe diversas caracteristicas
beneficiosas como rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR) y
agente de biocontrol.
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i)

Carnobacterium maltaromaticum: Es una bacteria grampositiva conocida por
su capacidad de crecer a bajas temperaturas, aunque no es tipicamente
reconocida como fijadora de nitrogeno.

Lactobacillus helveticus: Es una bacteria lactica esencial en la produccion de
quesos, sin embargo, su papel en la fijacion de nitrdgeno no es convencional.
Pseudomonas japonica: Sui et al. (2022) destaca a Pseudomonas japonica
como una cepa bacteriana de interés en la investigacién agricola debido a sus
propiedades beneficiosas para el crecimiento de las plantas, incluida la
produccion de sideroforos y la solubilizacion de fosfato.

Cada cepa bacteriana se presenta con informacién relevante, destacando aspectos
como su clasificacion, caracteristicas distintivas y su importancia en diversos contextos.
Desde Pseudomonas protegens, reconocida por su papel en el control biolégico de plantas,
hasta Burkholderia cenocepacia, asociada con patogenicidad en individuos con fibrosis
quistica, proporcionando una vision integral de estas bacterias y sus implicaciones. Entre
las bacterias patégenas encontramos:

a)

b)

d)

Pseudomonas protegens: Pseudomonas protegens es una bacteria Gram-
negativa conocida por su capacidad para colonizar y proteger las plantas contra
patdgenos fitopatdbgenos. Destaca como organismo de control biolégico al
producir compuestos antimicrobianos y enzimas que inhiben el crecimiento de
patdgenos perjudiciales. Ademas de su actividad antagénica, P. protegens
puede inducir resistencia sistémica en las plantas, promoviendo asi su
crecimiento (Macias et al., 2023).

Chryseobacterium oncorhynchi: Chryseobacterium oncorhynchi, una
bacteria Gram-negativa, se encuentra asociada a la salud de los peces,
especialmente en salmones. Forma parte de la microbiota intestinal de los
peces y ha sido estudiada en relacion con la salud y enfermedad en poblaciones
acuicolas. Aunque algunos miembros de este género pueden asociarse con
infecciones en peces, ciertas cepas han mostrado potencial probiodtico al
competir con patégenos o modular el sistema inmunolégico del hospedero
(Jeong et al., 2018).

Providencia rettgeri: Providencia rettgeri, una bacteria Gram-negativa de la
familia Enterobacteriaceae, se encuentra comunmente en el medio ambiente y
el tracto gastrointestinal de animales, incluyendo humanos. Algunas cepas de
P. rettgeri se asocian con infecciones, principalmente del tracto urinario y
respiratorio, especialmente en individuos inmunocomprometidos. La resistencia
a antibidticos en algunas cepas destaca la importancia de la vigilancia y el
manejo adecuado de las infecciones (Nara et al., 2020).

Carnobacterium maltaromaticum: Carnobacterium maltaromaticum, una
bacteria Gram-positiva, facultativa anaerobia, no esporulada, pertenece al
género Carnobacterium y es comun en entornos de procesamiento de
alimentos. Su capacidad para crecer a bajas temperaturas la hace crucial en la
conservacion de alimentos refrigerados, inhibiendo patégenos y contribuyendo
a la seguridad alimentaria. Algunas cepas se investigan por su potencial
probidtico y capacidad para producir compuestos antimicrobianos, ofreciendo
aplicaciones en la industria alimentaria (Danielski et al., 2020).
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e)

g)

h)

j)

Delftia acidovorans: Delftia acidovorans, una bacteria Gram-negativa y
oxidasa positiva, ha sido aislada en diversos ambientes, desde suelos hasta
aguas residuales. Mostrando resistencia a metales pesados y capacidad para
degradar compuestos organicos, se destaca en biorremediacion. También se
estudia su potencial en la promocién del crecimiento vegetal y su capacidad
como biofiltro en sistemas acuaticos (Hgjgaard et al., 2022).

Acinetobacter guillouiae: Acinetobacter guillouiae, bacteria Gram-negativa del
género Acinetobacter, tiene limitada presencia en ambientes clinicos, pero se
identifica en suelos y aguas. Su resistencia a desinfectantes y capacidad para
sobrevivir en condiciones adversas la hacen relevante en entornos
hospitalarios. Aunque generalmente de baja virulencia, la resistencia a
antibiéticos genera preocupaciones en la salud publica (Fernandez et al., 2023).
Aeromonas molloscorum: Aeromonas molloscorum, bacteria Gram-negativa
del género Aeromonas, comun en ambientes acuaticos, se encuentra en
moluscos y otras fuentes marinas. Aunque la mayoria de las Aeromonas son
saprofitas, algunas cepas pueden causar infecciones en humanos. Su presencia
en productos marinos destaca su importancia en la seguridad alimentaria
(Pinos, 2023).

Enterobacter cloacae: Enterobacter cloacae, bacteria Gram-negativa
fermentadora de glucosa, se encuentra en diversas fuentes ambientales.
Algunas cepas son parte del microbiota normal en el intestino humano, pero
puede causar infecciones oportunistas, especialmente en individuos
inmunocomprometidos. La resistencia a multiples antibiéticos representa un
desafio clinico (Annavajhala et al., 2019).

Pseudomonas kilonensi: Pseudomonas kilonensis, bacteria Gram-negativa
del género Pseudomonas, se ha aislado en entornos acuaticos y en asociacion
con plantas. Aunque menos estudiada, las Pseudomonas son conocidas por su
diversidad metabdlica y capacidad para degradar compuestos organicos. El
papel especifico de P. kilonensis y su potencial biotecnolégico requieren mas
investigacion (Ambreen & Yasmin, 2020).

Bacillus: El género Bacillus, que comprende varias especies de bacterias
Gram-positivas, aerobias o facultativas anaerobias, es versatil y util en la
industria y agricultura. Algunas cepas, como Bacillus subtilis, se utilizan como
probiéticos, promotores del crecimiento vegetal y productores de enzimas
industriales (Villarreal et al., 2018).

Bacillus siralis: Bacillus siralis, bacteria Gram-positiva perteneciente al género
Bacillus, se ha aislado en diversos entornos, incluyendo suelos y ambientes
acuaticos. La versatilidad de Bacillus sugiere su potencial en aplicaciones
agricolas, biotecnoldgicas o ambientales, aunque su funcién especifica y
caracteristicas bioldgicas necesitan mas investigacion (Pettersson et al., 2000).
Aeromonas hydrophila: Aeromonas hydrophila, bacteria Gram-negativa del
género Aeromonas, comun en ambientes acuaticos, puede causar infecciones
en peces y mamiferos, incluyendo humanos. Con capacidad para producir
toxinas, es un patégeno oportunista de importancia clinica y veterinaria, con
algunas cepas resistentes a antibiéticos (Anjur et al., 2021).

Hafnia alvei: Hafnia alvei, bacteria Gram-negativa de Ila familia
Enterobacteriaceae, se encuentra en diversas fuentes, incluyendo el tracto
gastrointestinal de animales y humanos. Aunque en su mayoria es parte de la
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P)

q)

t)

microbiota normal, ciertas cepas pueden ser patdégenas y se asocian con
infecciones en humanos, especialmente en individuos inmunocomprometidos.
La resistencia a antibidticos en algunas cepas destaca la importancia de
comprender su epidemiologia (Ramos, 2020).

Comamonas kerstersii: Comamonas kerstersii, bacteria Gram-negativa del
género Comamonas, aislada en ambientes acuaticos y suelos. Aunque menos
estudiada, algunas Comamonas tienen capacidad para degradar compuestos
organicos, sugiriendo posibles aplicaciones en biorremediacién. Su diversidad
funcional y papel ecolégico requieren mas investigacién para entender
completamente su potencial biotecnolégico (X. Liu et al., 2020).

Bacillus muralis: Bacillus muralis, bacteria Gram-positiva del género Bacillus,
se ha aislado en suelos y entornos murales. Dada la naturaleza de Bacillus,
podria tener caracteristicas metabdlicas versatiles y potencial en aplicaciones
biotecnoldgicas o ambientales, aunque se necesita mas investigacion sobre sus
funciones especificas y caracteristicas bioldgicas (Erguven & Kanat, 2020).
Paenibacillus odorifer: Paenibacillus odorifer, bacteria Gram-positiva y
esporulada del género Paenibacillus, se encuentra en diferentes contextos,
desde el medio ambiente hasta productos lacteos. Con capacidad de
solubilizacion de fosfatos, destaca en la promocion del crecimiento vegetal.
Algunos Paenibacillus se estudian por su capacidad para producir compuestos
antimicrobianos y en aplicaciones agricolas sostenibles (Rush et al., 2022).
Lactobacillus curvatus: Lactobacillus curvatus, bacteria Gram-positiva y acido
lactico, comun en productos fermentados como embutidos. Con un papel clave
en la fermentacién de alimentos, contribuye a la preservacion de productos
carnicos mediante la produccion de acido lactico y compuestos antimicrobianos.
Ademas de su importancia en la industria alimentaria, algunas cepas se
estudian por sus posibles beneficios para la salud humana (JanfRen et al., 2020).
Pseudarthrobacter oxydans: Pseudarthrobacter oxydans, bacteria Gram-
positiva del género Pseudarthrobacter, se ha identificado en diversos entornos,
desde suelos hasta ambientes acuaticos. Aunque menos estudiada, algunos
miembros del género han demostrado capacidades en la degradacién de
compuestos organicos y resistencia a condiciones adversas, sugiriendo
aplicaciones potenciales en biorremediacion y biotecnologia ambiental (Bushra
et al., 2023).

Pseudomonas taetrolens: Pseudomonas taetrolens, bacteria Gram-negativa
del género Pseudomonas, ha sido identificada en diversos ambientes y muestra
adaptabilidad a condiciones variables. Como miembro de las Pseudomonas,
podria exhibir caracteristicas metabdlicas versatiles y tener potencial en
aplicaciones biotecnoldgicas, aunque se necesita mas investigacién sobre su
funcién especifica y caracteristicas bioldgicas (Sarenkova et al., 2022).
Alicyclobacillus acidoterrestris: Alicyclobacillus acidoterrestris, bacteria
acido termofilica Gram-positiva, se encuentra en ambientes acidos y de alta
temperatura, especialmente en productos de frutas y jugos. Con capacidad para
sobrevivir a condiciones extremas y resistencia a la pasteurizacion, es una
preocupacion en la industria alimentaria debido a su impacto en el sabor y olor
de los productos (Sarenkova et al., 2022).

Citrobacter braakii: Citrobacter braakii, bacteria Gram-negativa de la familia
Enterobacteriaceae, se encuentra en el suelo y ambientes acuaticos, asi como
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en el tracto gastrointestinal de animales. Aunque en su mayoria es parte de la
microbiota normal, algunas cepas pueden asociarse con infecciones en
humanos, especialmente en individuos inmunocomprometidos. Su presencia en
entornos clinicos y ambientales destaca la importancia de comprender su
epidemiologia y papel en la salud humana (Alawi et al., 2022).

Bacillus cereus: Bacillus cereus abarca varias especies de bacterias Gram-
positivas, aerobias o facultativas anaerobias. Comunes en el suelo y asociadas
con alimentos, algunas cepas pueden causar intoxicacion alimentaria, mientras
que otras se utilizan en la produccion de alimentos fermentados (Jovanovic et
al., 2021).

Burkholderia pyrrocinia: Burkholderia pyrrocinia, bacteria Gram-negativa del
geénero Burkholderia, ha sido estudiada por su capacidad para producir
compuestos antifungicos, como la pirrolnitrina. Esto la convierte en un agente
potencial de control biolégico en la agricultura, asociandose beneficiosamente
con plantas y mostrando aplicaciones prometedoras en la proteccién de cultivos
(Liu et al., 2020).

Burkholderia cenocepacia: Burkholderia cenocepacia, bacteria Gram-
negativa del género Burkholderia, se encuentra en diversos ambientes,
incluyendo suelo y ambientes acuaticos. Aunque algunas cepas son
inofensivas, variantes especificas pueden ser patdégenas, especialmente en
individuos con fibrosis quistica. La resistencia a antibiéticos en algunas cepas
destaca la importancia de comprender su epidemiologia y manejo clinico,
especialmente en entornos de atencién médica (Scoffone et al., 2020).

A continuacién, se muestran las bacterias que de acuerdo a la literatura se
consideran con un mayor potencial dentro de la biorremediacion:

a)

Serratia fonticola: La cepa AGBY19 de Serratia fonticola ha demostrado la
capacidad de estimular la sintesis de la hormona IAA y la produccion de
enzimas relacionadas con la descomposiciéon de la pared celular. Esta bacteria
presenta un potencial significativo para su aplicaciéon en la agricultura,
desempenando un papel dual como agente de biocontrol y promotor del
crecimiento de las plantas (Cetinkaya et al., 2022).

Bacillus infantis: Bacillus infantis ha exhibido su capacidad como fijador de
nitrégeno, lo que indica su funcién beneficiosa al aumentar la disponibilidad de
nutrientes para las plantas anfitrionas. Este descubrimiento respalda la
importancia de esta bacteria en el estimulo del crecimiento de las leguminosas,
especialmente en entornos desafiantes (Dang et al., 2021).

Lelliottia amnigena: Las cepas de Lelliottia amnigena han demostrado un
notable potencial de promocién del crecimiento vegetal (PGP). En ensayos in
vitro y ex vitro, mejoraron tanto la germinacién de semillas como los perfiles
morfométricos y fisiologicos de trigo y tomate. Ademas, en experimentos de
campo, estas cepas presentaron rendimientos productivos destacados en las
cosechas de trigo y tomate, subrayando su valioso potencial en aplicaciones
agrobiotecnoldgicas para optimizar el desarrollo vegetal y los resultados de los
cultivos (Parashar et al., 2023).

Kluyvera ascorbata: Kluyvera ascorbata tiene un impacto significativo en el
metabolismo de la planta, especialmente bajo estrés por lesiones provocadas
por plagas. Estudios quimicos y genéticos evidenciaron alteraciones notables
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en las plantas inoculadas con K. ascorbata, resaltando su habilidad para
desencadenar respuestas defensivas especificas contra P. xylostella. Esto
sugiere posibilidades prometedoras para implementar estrategias integradas de
control de plagas en la agricultura (Pratiwi et al., 2020).

e) Pseudomonas extremorientalis: Las cepas bacterianas de Pseudomonas
extremorientalis muestran la capacidad de solubilizar minerales como fésforo,
potasio, zinc y selenio, ademas de realizar la fijacion de nitrégeno. Su aplicacion
en plantas de pimiento conduce a un notable aumento en el crecimiento, tanto
en biomasa como en longitud de raices y brotes. Ademas, mejora aspectos
fisiologicos como el contenido de clorofila, azucares solubles, fenoles y
flavonoides, convirtiéndolas en potenciales biofertilizantes (Devi et al., 2022).

f) Burkholderia cepacia: El andlisis del genoma de Burkholderia cepacia revela
la presencia de genes asociados a la fijacion de nitrogeno y la sintesis de
fitohormonas en BRDJ, indicando la posibilidad de utilizar esta cepa como
biofertilizante para mejorar tanto la eficiencia en la utilizacion del nitrégeno como
el desarrollo global de las plantas de arroz (Li et al., 2022).

Estas bacterias no solo desempefian funciones cruciales en la promocion del
crecimiento de las plantas, sino que también ofrecen contribuciones valiosas a la
biorremediacion de suelos contaminados. Serratia fonticola, al participar en la
descomposicion de la pared celular, puede ayudar en la degradacion de compuestos
organicos, siendo potencialmente util en la recuperacion de suelos contaminados con
residuos vegetales (Cetinkaya et al., 2022). Bacillus infantis, al actuar como fijador de
nitrégeno, no solo mejora la fertilidad del suelo, sino que también puede participar en la
biodegradacién de contaminantes nitrogenados (Dang et al., 2021). Lelliottia amnigena, con
su destacado potencial de promocion del crecimiento vegetal, puede mejorar la
fitoextraccion de contaminantes del suelo, facilitando la remediacion de areas afectadas
(Parashar et al., 2023).

Kluyvera ascorbata, al desencadenar respuestas defensivas en las plantas, podria
contribuir a la resistencia del suelo contra contaminantes y patégenos (Pratiwi et al., 2020).
Pseudomonas extremorientalis, con su capacidad para solubilizar minerales y fijar
nitrégeno, no solo favorece la salud del suelo, sino que también puede contribuir a la
inmovilizacion de metales pesados y otros elementos téxicos (Devi et al., 2022). Burkholderia
cepacia, al presentar genes asociados a la sintesis de fitohormonas, sugiere un papel
potencial en la fitoestabilizacion de suelos contaminados (Li et al., 2022). En conjunto, estas
bacterias no solo son aliadas fundamentales en la agricultura sostenible, sino que también
ofrecen prometedores horizontes en la restauracion y recuperacion de suelos degradados
mediante estrategias de biorremediacion.

En sintesis, la descripcién morfolégica y micro morfoldgica de las cepas bacterianas
analizadas proporciona una vision detallada de la diversidad y adaptabilidad de estos
microorganismos. La variedad en la forma, superficie, borde, color y tonalidad de las
colonias destaca la complejidad morfolégica presente en su desarrollo sobre medios de
cultivo. Estos resultados no solo son cruciales para fines taxonémicos, sino que también
ofrecen informacién valiosa sobre las interacciones microbianas y su papel en distintos
entornos.

Desde un punto de vista ambiental, la morfologia de las cepas bacterianas puede
estar vinculada a su capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ecolédgicas. La
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presencia de cepas con caracteristicas especificas, como superficies planas o colores
brillantes, podria indicar adaptaciones particulares a ciertos ambientes. Ademas, la
diversidad morfolégica observada sugiere la riqueza bioldgica y la capacidad de estas
bacterias para ocupar nichos ecolégicos variados. Este conocimiento podria tener
implicaciones en la comprension de la ecologia microbiana y su contribucidon a procesos
ambientales, como la ciclizacion de nutrientes y la formacién de biofilms.

En relaciéon con la capacidad de fijaciéon de nitrdgeno, los resultados revelan la
presencia de cepas con tamafos de halo significativos, indicando su eficacia en la
liberacion de compuestos 0 enzimas asociadas con la fijacion de nitrégeno. Este proceso
es esencial para mejorar la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo, beneficiando asi el
crecimiento de las plantas. Cepas como Acinetobacter iwoffi y Providencia alcalifaciens
muestran un potencial destacado en este aspecto, lo que subraya su importancia en la
mejora de la salud del suelo y el desarrollo vegetal sostenible.

En cuanto a la elaboracidon de bioinsumos, los resultados resaltan la diversidad de
cepas bacterianas con capacidades beneficiosas para el crecimiento vegetal. La
identificacion de bacterias fijadoras de nitrdgeno, como Chryseobacterium joostei,
Pseudomonas corrugata, y Pseudomonas fluorescens, sefala su potencial aplicacion en la
produccién de bioinsumos agricolas. Asimismo, la inclusién de bacterias como Providencia
alcalifaciens y Aeromonas media destaca su papel como promotoras del crecimiento
vegetal y sugiere su utilidad en practicas agricolas sostenibles.

En este sentido, este estudio proporciona una base sdlida para comprender la
morfologia, la capacidad de fijacion de nitrégeno y el potencial de aplicacién de diversas
cepas bacterianas en contextos agricolas y ambientales. Estos hallazgos contribuyen al
conocimiento de la microbiota del suelo y pueden ser fundamentales para el desarrollo de
estrategias de manejo sostenible en la agricultura.

5.4 Discusion de resultados

Los resultados morfolégicos obtenidos concuerdan con los hallazgos de estudios
previos que destacan la diversidad en la forma, superficie, borde, color y tonalidad de las
colonias bacterianas como reflejo de su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales
(Chumpitaz, 2015; Garcia, 2020). La predominancia de colonias planas, irregulares y de
borde redondeado se asemeja a lo reportado por Martinez y Torregroza (2018), quienes
encontraron estas caracteristicas morfoldgicas en la mayoria de cepas estudiadas.

Segun Sandhu et al. (2021), la morfologia no proporciona informacion directa sobre
propiedades de superficie como hidrofobicidad o capacidad de adhesion, pero si evidencia
estructuras generales de crecimiento y distribucion de colonias. En este sentido, la
superficie plana en el 81% de cepas podria estar relacionada con una extension uniforme
sobre el medio de cultivo.

Respecto a la micro-morfologia, la clasificacion mayoritaria como bacilos Gram
positivos (59%) y Gram negativos (100%) concuerda con los trabajos de Chumpitaz (2015)
y Garcia (2020), donde predominaron las bacterias Gram negativas. No obstante, Bautista
y Martinez (2020) encontraron diversidad de formas coco y bacilo tanto en Gram positivas
como negativas, evidenciando la versatilidad morfoldgica de estas bacterias.
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Sobre la capacidad de fijacion de nitrégeno, los amplios halos observados en
*Acinetobacter iwoffi* y *Providencia alcalifaciens™ son indicadores de una activa liberacion
de compuestos nitrogenados, coincidiendo con Chiriboga et al. (2022), quienes utilizaron
esta metodologia para evaluar fijadores de nitrégeno. Ello corrobora la importancia de estas
bacterias en la mejora de la fertilidad del suelo destacada por Calvo (2011).

Otros autores también han reportado efectos positivos de ciertos géneros
bacterianos en la disponibilidad de nitrdgeno y crecimiento vegetal, como
*Chryseobacterium™® (Nishioka et al., 2016), *Pseudomonas* (Zhang et al., 2018), *Serratia*
(Matteoli et al., 2018) y *Aeromonas* (Babalola et al., 2022). Ello respalda su potencial
aplicacion como biofertilizantes, en linea con Daniel et al. (2022).

La presencia de diversos géneros bacterianos no tipicamente reconocidos como
fijadores de nitrégeno, como Carnobacterium y Lactobacillus, resalta la necesidad de mas
investigacion para elucidar completamente su papel y contribucion en los ciclos
biogeoquimicos del nitrégeno (Calvo, 2011).

Varios estudios recientes han identificado nuevas especies bacterianas con
capacidad de fijacion de nitrdgeno a partir de muestras ambientales mediante técnicas
independientes de cultivo, como Pseudomonas kilonensis (Ambreen & Yasmin, 2020). Ello
destaca el potencial de la metagendmica para revelar diversidad funcional no observable
por métodos tradicionales.

La emergencia de cepas multirresistentes a antibidticos en bacterias ambientales y
clinicas, como Citrobacter braakii, resalta la urgencia de implementar un enfoque integral
de vigilancia epidemiologica y estrategias de biocontrol para mitigar la diseminacion de
resistencia (Fernandez et al., 2023).

Varios géneros estudiados, como Bacillus, Burkholderia y Pseudomonas,
comprenden especies con aplicaciones ambientales, industriales y agricolas (Villarreal et
al., 2018). Su versatilidad metabdlica podria aprovecharse en procesos sostenibles de
biorremediacién y producciéon de bioinsumos.

El potencial de bacterias endofiticas y rizobacterias, como Kluyvera y Lelliottia, para
establecer interacciones beneficiosas con plantas es prometedor para el desarrollo de
inoculantes y biofertilizantes de proxima generacion (Pratiwi et al., 2020; Parashar et al.,
2023).

En este sentido, estos resultados evidencian consistencia entre las caracteristicas
morfolégicas y funcionales encontradas con los hallazgos previos sobre taxonomia,
ecologia y capacidad de fijacion de nitrégeno en bacterias ambientales. Se reafirma asi su
diversidad estructural y metabdlica, su adaptacion a nichos variados y su contribucién a la
disponibilidad de nutrientes para las plantas, constituyendo un aporte al conocimiento de
estos microorganismos y sus interacciones biogeoquimicas. Estos resultados orientan
futuras investigaciones sobre el aislamiento y aplicacién de cepas nativas en estrategias
sostenibles para la agricultura y la biorremediacién ambiental.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES

Este analisis morfolégico y funcional de cepas bacterianas revela hallazgos
significativos con relevancia ambiental. La distribucién uniforme de colonias de superficie
plana (81%) sugiere una capacidad extendida para la rehabilitacion de areas
contaminadas, aportando a la uniformidad y estabilidad del medio ambiente. La variabilidad
morfoldgica, especialmente la presencia de colonias convexas y papiladas, contribuye a la
biodiversidad microbiana, esencial para la salud del suelo.

La diversidad en formas, bordes y colores de las colonias destaca la adaptabilidad
de estas bacterias a entornos cambiantes, presentando oportunidades para aplicaciones
especificas en biorremediacion y promocion del crecimiento vegetal. La predominancia de
bacilos (59%) y cocos (41%) en bacterias Gram positivas, junto con la homogeneidad en
las bacterias Gram negativas, resalta la riqueza morfolégica y funcional de estos
microorganismos.

La eficacia en la fijacion de nitrégeno, evidenciada por halos notables en
Acinetobacter iwoffi y Providencia alcalifaciens, subraya su potencial para mejorar la salud
del suelo y favorecer el desarrollo vegetal. Estos resultados refuerzan la importancia de
diversas bacterias fijadoras de nitrdgeno, como Chryseobacterium joostei y Serratia
fonticola, en la promocién de practicas agricolas sostenibles y la revitalizacion de suelos
degradados.

El halo positivo se forma debido a que esto indica que es una bacteria positiva es
decir que es fijadora de nitrégeno, el halo positivo se interpreta cuando es mayor a los 3
mm y nos indica una coloracion diferente suele ser amarillento.
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CAPITULO ViI

7. RECOMENDACIONES

En la busqueda de aplicaciones ambientales positivas, se proponen las siguientes
recomendaciones:

Evaluacién sistematica del tamano del halo: Futuras investigaciones deben realizar
evaluaciones rigurosas del tamano del halo en estudios de fijacion de nitrégeno. Estos
resultados no solo indican eficacia en la fijacion, sino que también proporcionan
informacién valiosa sobre el potencial impacto ambiental y la disponibilidad de
nutrientes en el suelo.

Seleccion cuidadosa de bacterias para bioinsumos: La eleccion de bacterias para
bioinsumos debe basarse en una consideracién minuciosa del tipo de cultivo, las
condiciones del suelo y otros factores ambientales especificos. Esto asegurara la
aplicacion efectiva y especifica para cada entorno agricola, promoviendo practicas
agricolas sostenibles.

Consideracion de condiciones ambientales: Dado que las bacterias fijadoras de
nitrégeno son mas eficientes a bajas concentraciones de oxigeno, se recomienda tener
en cuenta las condiciones ambientales del suelo al aplicar estos microorganismos. Esto
asegurara una utilizacién 6ptima y sostenible de estas cepas en la mejora de la fertilidad
del suelo.

Preservacion de la capacidad de fijacion: Es esencial garantizar condiciones 6ptimas
de almacenamiento y transporte de los inoculantes para leguminosas, preservando asi
la capacidad de las bacterias para fijar nitrégeno. Este cuidado contribuira a mantener
la eficacia de estas cepas en la promocion del crecimiento vegetal y la biorremediacion.

Promocion de asociaciones planta-bacteria; Dada la asociacién simbiética entre
algunas bacterias y plantas, se destaca la importancia de considerar las interacciones
planta-bacteria para maximizar los beneficios en la fijacion de nitrdgeno. Esto sugiere
la necesidad de fomentar practicas agricolas que promuevan estas asociaciones,
especialmente en cultivos de leguminosas.

Dado que en el cepario existen 41 bacterias con el poder de fijar nitrdbgeno se
recomienda que se pueda utilizar, debido a que proporciona nitrégeno de forma
bioldgica a los cultivos. Alarga la vida fotosintética de las plantas al ralentizarse el
envejecimiento de sus células. Cada una de estas ventajas mejora las cosechas y
mejora la eficiencia del uso del nitrégeno sin dafar el medio ambiente.
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ANEXOS

Anexo 1: Bacterias reactivadas del cepario del CITT

# Bacteria Cadigo # Bacteria Cédigo

1 Acinetobacter guillouiae MICON MB 0014 | 35 | Kluyvera ascorbata MICON MB 0097
2 Acinetobacter iwoffi MICON MB 0048 | 36 | Lactobacillus curvatus MICON MB 0092
3 Aeromonas caviae MICON MB 0017 | 37 | Lactobacillus helveticus MICON MB 0025
4 Aeromonas hydrophila MICON MB 0064 | 38 | Lelliota amnigena MICON MB 0063
5 Aeromonas media MICON MB 0020 | 39 | Morganella morganii MICON MB 0074
6 | Aeromonas molloscorum MICON MB 0016 | 40 | Paenibacillus odorifer MICON MB 0083
7 Alicyclobacillus acidoterrestris MICON MB 0125 | 41 | Pantoea agglomerans MICON MB 0086
8 | Bacillus MICON MB 0042 | 42 | Proteus mirabilis MICON MB 0150
9 Bacillus cereus group MICON MB 0132 | 43 | Providencia alcalifaciens MICON MB 0018
10 | Bacillus infantis MICON MB 0037 | 44 | Providencia alcalifaciens MICON MB 0076
11 | Bacillus muralis MICON MB 0081 | 45 | Providencia rettgeri MICON MB 008
12 | Bacillus mycoides MICON MB 0082 | 46 | Pseudarthrobacter oxydans MICON MB 0104
13 | Bacillus pumillus MICON MB 0084 | 47 | Pseudomona protegens MICON MB 004
14 | Bacillus siralis MICON MB 0043 | 48 | Pseudomonas azotoformans MICON MB 0116
15 | Bacillus subtilis MICON MB 0085 | 49 | Pseudomonas brassicacearum | MICON MB 0117
16 | Burkholderia cenocepacia MICON MB 0146 | 50 | Pseudomonas chlororaphis MICON MB 0021
17 | Burkholderia cepacia MICON MB 0147 | 51 | Pseudomonas corrugata MICON MB 002
18 | Burkholderia pyrocinia MICON MB 0140 | 52 | Pseudomonas extremorientalis | MICON MB 0119
19 | Buttiauxela gaviniae MICON MB 0090 | 53 | Pseudomonas fluorescens MICON MB 003
20 | Carnobacerium maltaromaticum | MICON MB 0010 | 54 | Pseudomonas japonica MICON MB 0032
21 | Carnobacerium maltaromaticum | MICON MB 0022 | 55 | Pseudomonas kilonensis MICON MB 0026
22 | Chryseobacterium joostei MICON MB 001 56 | Pseudomonas kilonensis MICON MB 0033
23 | Chryseobacterium oncorhynchi MICON MB 007 57 | Pseudomonas mucidolens MICON MB 0091
24 | Citrobacter braakii MICON MB 0128 | 58 | Pseudomonas rhodesiae MICON MB 0118
25 | Citrobacter gillenii MICON MB 0072 | 59 | Pseudomonas taetrolens MICON MB 0105
26 | Comamonas kerstersii MICON MB 0069 | 60 | Pseudomonas thivervalensis MICON MB 0035
27 | Comamonas testosteroni MICON MB 0103 | 61 | Rahnella aquatilis MICON MB 0109
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28 | Delftia acidovorans MICON MB 0011 | 62 | Serratia fonticola MICON MB 009
29 | Enterobacter cloacae MICON MB 0024 | 63 | Serratia liqueniformes MICON MB 0040
30 | Enterobacter cloacae MICON MB 0028 | 64 | Serratia marcescens MICON MB 005
31 | Hafnia alvei MICON MB 0067 | 65 | Sphingobacterium multivorum MICON MB 0145
32 | Klebsiella aerogenes MICON MB 0148 | 66 | Staphylococcus xylosus MICON MB 0065
33 | Klebsiella oxytoca MICON MB 0124 | 67 | Yersenia massiliensis MICON MB 0080
34 | Klebsiella pneumoniae MICON MB 0149
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Anexo 2: Caracteristicas morfolégicas de las bacterias del cepario del CITT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2

Codigo MICONMBOOL| MICONMB002| MICONMBO03| MICONMBO04| MICONMBO05| MICONMBOO7( MICONMBO0S| MICONMBOOS| MICON MB0010| MICONMBOOLL MICON MBOO14f MICON MBO016| MICONMBO0L7| MICON MB 0018 MICONMBO0020] MICON MB 0021 MICON MB0022| MICON MBO024f MICON MB 0025 MICON MB0026{ MICON MB0028| MICON MB 0032

Plana X X X X

Planaconvexa

Convexa X
Superficie.
Acuminada

Umbilicada

Papilada

Puntiforme

Irregular X

Circular

Forma Rizoide X

Filamentosa X X X

Fusiforme

Redondeado X X X

Espiculado

Ondulado

Borde Filamentoso X

Lobulado

Rizoide

Blanco X X X X X

Rosado

Amarillo

Color Verde

Crema

Naranja

Brillosa X X X

Tonalidad Opaca X

X
Semitransapar
X X
ente

Grandes X X X

Tamafio Medianas X

Pequefias
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REGISTRO DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE COLONIAS DE BACTERIAS

2% £ 2% 2% 2 2% 2 Ell 31 3 3 3 3 3t 3 3 3¢ & 4 4 4 4 4
MICON MB003{ MICON MB 0034 MICON MBO03)| MICON MBO04J MICON MB004] MICON MB 0044 MICON MB 0044 MICON MBQ0GJ MICON MB 0064 MICON MBO06Y MICON MB 006§  MICON MBOOSJ MICON MB 0074  MICON MB 0074  MICON MBOD7J MICON MB 008§ MICON MB Q0] MICON MB00SY MICON MBO0S MICON MB0084 MICON MB008Y MICON MB 003§ MICON MB OOQKI
X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X
X
X X
X X X X X X
X X X X X X X
X X X
X
X X X X
X X
X X X X X X X X X X X X
X X
X
X X X X X X X
X X
X X X X X X X X X X
X X
X X X X X X X
X
X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X
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4 45 46 47 8 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67
6] MICON MB 0090 |MICON MB 0091 [MICON MB 0032 [MICON MB 0097 MICON MB 0103 IICONMBO0104 NICONMB 0105 MICONMB0109 MfCON MBO116 MCON MB 0117 MIFON MB 0118 MIGON MBO119 MIQON MB 0124 MICDN MB 0125 MICPN MBO128 MICAN MB0132 MICON MB 0140 MICON MB 0145 MICON MB 0146 MICON MB 0147 MICONMB 0148 MICON[MB 0149 MICONMB 0150
X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X
X
X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X
X
X X
X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X
X X X
X X X X X X X X
X X X X
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Anexo 3: Bacterias Gram positivas del cepario del CITT

Nombre Gram +
Pseudomonas corrugata Bacilo
Pseudomonas fluorescens Coco
Serratia marcescens Bacilo

Chryseobacterium oncorhynchi|Bacilo

Aeromonas caviae Bacilo
Providencia alcalifaciens Coco
Pseudomonas chlororaphis Bacilo
Carnobacerium maltaromaticu |Bacilo
Lactobacillus helveticus Bacilo
Enterobacter cloacae Coco

Pseudomonas thivervalensis Bacilo

Bacillus infantis Bacilo
Bacillus Coco
Bacillus siralis Bacilo
Acinetobacter iwoffi Coco
Lelliota amnigena Coco
Staphylococcus xylosus Bacilo
Hafnia alvei Coco
Comamonas kerstersii Coco
Providencia alcalifaciens Bacilo
Yersenia massiliensis Coco
Bacillus mycoides Coco
Pantoea agglomerans Bacilo
Pseudomonas mucidolens Bacilo
Lactobacillus curvatus Coco
Comamonas testosteroni Bacilo

Pseudarthrobacter oxydans Bacilo
Rahnella aquatilis Bacilo
Pseudomonas azotoformans |Bacilo
Pseudomonas brassicacearum |Bacilo
Pseudomonas rhodesiae Bacilo

Pseudomonas extremorientalis|Bacilo
Alicyclobacillus acidoterrestris |Coco

Bacillus cereus group Coco
Burkholderia pyrocinia Coco
Burkholderia cenocepacia Coco
Proteus mirabilis Bacilo
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Anexo 4: Bacterias Gram negativas del cepario del CITT

Nombre Gram -
Chryseobacterium joostei Bacilo
Pseudomona protegens Bacilo
Providencia rettgeri Bacilo
Serratia fonticola Bacilo
Carnobacerium maltaromaticu |Bacilo
Delftia acidovorans Bacilo
Acinetobacter guillouiae Bacilo
Aeromonas molloscorum Bacilo
Aeromonas media Bacilo
Enterobacter cloacae Bacilo
Pseudomonas kilonensis Bacilo
Pseudomonas kilonensis Bacilo
Serratia liqueniformes Bacilo
Citrobacter gillenii Bacilo
Morganella morganii Bacilo
Bacillus muralis Bacilo
Bacillus subtilis Bacilo
Buttiauxela gaviniae Bacilo
Kluyvera ascorbata Bacilo
Klebsiella oxytoca Bacilo
Citrobacter braakii Bacilo
Sphingobacterium multivorum |Bacilo
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Anexo 5: Bacterias fijadoras de nitrégeno del cepario del CITT

Cdédigo Tamafio de halo (mm)
MICON 001 Chryseobacterium joostei 3
MICON 002 Pseudomonas corrugata 4
MICON 003 Pseudomonas fluorescens 3
MICON 004 Pseudomona protegens X
MICON 005 Serratia marcescens 3
MICON 007 Chryseobacterium oncorhy X
MICON 008 Providencia rettgeri X
MICON 009 Serratia fonticola 4
MICON 010 Carnobacerium maltaroma X
MICON 011 Delftia acidovorans X
MICON 014 Acinetobacter guillouiae X
MICON 016 Aeromonas molloscorum X
MICON 017 Aeromonas caviae 3
MICON 018 Providencia alcalifaciens 10
MICON 020 Aeromonas media 5
MICON 021 Pseudomonas chlororaphis 3
MICON 022 Carnobacerium maltaroma 8
MICON 024 Enterobacter cloacae X
MICON 025 Lactobacillus helveticus 3
MICON 026 Pseudomonas kilonensis X
MICON 028 Enterobacter cloacae X
MICON 033 Pseudomonas japonica 8
MICON 034 Pseudomonas kilonensis X
MICON 035 Pseudomonas thivervalens 6
MICON 037 Bacillus infantis 5
MICON 040 Serratia liqueniformes 6
MICON 042 Bacillus X
MICON 043 Bacillus siralis X
MICON 048 Acinetobacter iwoffi 20
MICON 063 Lelliota amnigena 6
MICON 064 Aeromonas hydrophila X
MICON 065 Staphylococcus xylosus 5
MICON 067 Hafnia alvei X
MICON 069 Comamonas kerstersii X
MICON 072 Citrobacter gillenii 6
MICON 074 Morganella morganii 4
MICON 076 Providencia alcalifaciens 8
MICON 080 Yersenia massiliensis 3
MICON 081 Bacillus muralis X
MICON 082 Bacillus mycoides 3
MICON 083 Paenibacillus odorifer X
MICON 084 Bacillus pumillus 6
MICON 085 Bacillus subtilis 3
MICON 086 Pantoea agglomerans 6
MICON 090 Buttiauxela gaviniae 4
MICON 091 Pseudomonas mucidolens 4
MICON 092 Lactobacillus curvatus X
MICON 097 Kluyvera ascorbata 3
MICON 103 Comamonas testosteroni 4
MICON 104 Pseudarthrobacter oxydan X
MICON 105 Pseudomonas taetrolens X
MICON 109 Rahnella aquatilis 5
MICON 116 Pseudomonas azotoforma 3
MICON 117 Pseudomonas brassicacear 5
MICON 118 Pseudomonas rhodesiae 3
MICON 119 Pseudomonas extremorien 6
MICON 124 Klebsiella oxytoca 3
MICON 125 Alicyclobacillus acidoterrest X
MICON 128 Citrobacter braakii X
MICON 132 Bacillus cereus group X
MICON 140 Burkholderia pyrocinia X
MICON 145 Sphingobacterium multivor] 7
MICON 146 Burkholderia cenocepacia X
MICON 147 Burkholderia cepacia 5
MICON 148 Klebsiella aerogenes 5
MICON 149 Klebsiella pneumoniae 4
MICON 150 Proteus mirabilis 5
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