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Bacterias fijadoras asimbidticas de nitrégeno de la zona

Non-symbiotic bacterial diazotrophs from of agricultural

agricola de San Carlos. Cérdoba, Colombia

crops of San Carlos. Cérdoba, Colombia

Cecilia Lara Mantilla', Mara Villalba Anaya’, Luis Eliécer Oviedo Zumaqué’®

Resumen

Se aislaron bacterias diazotréficas de los géneros Azotobacter sp 'y Azospirrillum sp a partir de la
rizosfera de cultivos de platano, pastos, maiz y de rastrojos (zonas sin cultivar) en el municipio
de San Carlos (Valle del Sint medio en el departamento de Cérdoba, Colombia). Las poblaciones
microbianas se identificaron mediante pruebas bioquimicas y observacién macroscépica y micros-
copica con tincién de Gram en diferentes medios de cultivo: a) Burk s, Asbhy y Jensen s, (género
Azotobacter sp), y b) Burk”s, NFB y rojo congo (género Azospirillum sp). El objetivo del presente
trabajo fue determinar la produccién del ién amonio a partir de los géneros bacterianos aisla-
dos; la cuantificacion del ién amonio fue llevada a cabo por el método colorimétrico de Berthelot
(fenol-hipoclorito) empleando un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lamba 11 UV-Vis; la técnica
fue modificada y estandarizada de acuerdo con las condiciones del equipo. Como resultado se
obtuvieron 14 aislados que produjeron concentraciones de 0,9 hasta 5,2 mg/l, siendo los mas des-
tacados para el género Azotobacter sp, A16PG y A26M1P (5,1545 y 5,1743 mg/l de amonio, respecti-
vamente), y para el género Azospirrillum spp, ASM1G (4,6741 mg/l de amonio). La fijacion biologica
del nitrégeno (FBN) por bacterias diazotréficas ha contribuido a incrementar el rendimiento en
las cosechas, reduciendo la necesidad de fertilizantes nitrogenados y la emision de gases téxicos
como el N,O, obteniendo beneficios econémicos y ambientales en las granjas.

Palabras clave: método de Berthelot, ién amonio, Azotobacter sp, Azospirrillum sp.

Abstract

Diazotrophic Azotobacter sp and Azospirrillum sp bacteria were isolated from the rhizosphere of
plantain, (Musa paradisiaca), corn, wheat and fallow areas (uncultivated, but covered by fallen
leaves) in the San Carlos region (in the Sint valley in the Cérdoba department, Colombia). Mi-
crobial populations were identified by biochemical tests; physiological characters were examined
using Gram reaction in different mediums: Burk’s, Ashby and Jensen's (Azotobacter sp) and Burk's,
NFB and Congo-red medium (Azospirillum sp). The study was aimed at determining ion ammo-
nium production from Azotobacter sp and Azospirrillum sp isolates; ion ammonium was quantified
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according to Berthelot’s colorimetric technique (phenol-hypochlorite). This method was modified
and standardised in line with using a Perkin-Elmer Lamba 11 UV-Vis spectrometer. As a result of
this study, 14 isolates have been shown to be ammonium-producers at concentrations ranging
from 0.9 mg/l to 5.2 mg/l; A16PG (5.1545 mg/l) and A26M,P (5.1743 mg/l) yielded the highest am-
monium concentrations for Azotobacter sp and A5SM,G (4.6741 mg/l) for Azospirrillum sp. Biological
N, fixation (BNF) by associative diazotrophic bacteria has contributed towards increasing harvest
yield, thereby reducing the need for nitrogenised fertilisers and the emission of greenhouse gases
(such as N,0) and obtaining economic and environmental benefits for farming.

Key words: Berthelot method, ion ammonium, Azotobacter sp, Azospirrillum sp.
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INTRODUCCION

El nitrdgeno molecular (N,) que existe en la
atmosfera no es facilmente asimilable por los
vegetales debido a que el triple enlace que
une los atomos que forman la molécula es
dificil de romper; la Unica forma de aprove-
char el nitrégeno atmosférico es mediante el
proceso metabdlico conocido como Fijacion
Bioldgica de Nitrégeno (FBN), el cual ase-
gura la disponibilidad de nitrégeno en los
ecosistemas naturales (Zuberer, 1998). El
proceso es llevado a cabo por ciertos micro-
organismos del suelo que se conocen como
“microorganismos fijadores de nitrégeno”;
todos los microorganismos que convierten
el nitrégeno (N,) en amoniaco lo hacen gra-
cias a la actividad del complejo enzimatico
llamado nitrogenasa que esta constituido por
dos metaloproteinas: la proteina (1), llamada
hierro-molibdeno-proteina, y la proteina (ll),
llamada hierro-proteina (Baca et al, 2000); la
enzima requiere de la colaboracion de otras
dos proteinas: ferrodoxina y flavodoxina, que
actuan como donadores de electrones y re-
ductores naturales de la nitrogenasa. Los
electrones son transportados a la nitroge-
nasa por la ferrodoxina y llegan a la hierro-
proteina, ésta activa a la Mo-Fe-proteina y
se produce la reduccion de nitrégeno, siendo
luego fijado como compuesto aminado (Her-
nandez, 1998).

Reaccion de la FBN:

N, ,, + 8H* + 8e Nitrogenasa 2NH, o, + Hy
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Los microorganismos fijadores de nitro-
geno incluyen dos variantes: los fijadores
simbidticos que fijan nitrdgeno en asociacion
con plantas, y los no simbidticos (asimbidti-
cas) o de vida libre que proporcionan al me-
dio compuestos nitrogenados como amonio,
aprovechados por los vegetales (Hernandez,
1998; Zuberer, 1998). Numerosas bacterias
de los géneros Azotobacter sp, Azospiri-
llum sp, Pseudomonas sp, Enterobacter sp
y Klebsiella sp son eficientes fijadoras asim-
bidticas de nitrégeno contribuyendo sustan-
cialmente a que los agricultores economicen
en fertilizantes nitrogenados conservando el
ambiente (Martinez, 1999). Los fertilizantes
quimicos han sido benéficos para el sector
agricola en general, sin embargo, el abuso
en la utilizacién de ellos genera residuos qui-
micos de las sales que contienen producien-
do la salinizacion, problemas en el drenaje,
compactacion del suelo y disminucién de la
actividad microbiana comprometida en el pro-
ceso de nutricion vegetal. Se ha comprobado
que cada afio se incrementa la cantidad de
fertilizantes por aplicar, debido a la menor efi-
ciencia de adsorcion en el suelo y absorcion
en la planta aumentando los costos en la pro-
duccion. A lo anteriormente dicho se suma el
problema ambiental, debido a la produccion
de los gases toxicos que se desprenden de
los fertilizantes, como los 6xidos de nitroge-
no que dafian la capa de ozono (Kiehl, 1995;
Orozco, 1995; Corporacion Bioma, 1995; Co-
ronado, 2002; Meunchang et al, 2005; Curso
Internacional, 2006).
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La actividad y eficiencia de los micro-
organismos de vida libre con capacidad de
fijar nitrégeno han demostrado un extraordi-
nario potencial para la explotaciéon agricola.
Los resultados de investigaciones sobre la
incorporacion a los suelos de esta clase de
microorganismos (inoculantes microbianos
o biofertilizantes) han originado altos rendi-
mientos en las cosechas de una gran diver-
sidad de cultivos, como arroz, maiz, frijol,
tomate, etc., minimizando el uso de fertilizan-
tes quimicos especialmente los nitrogenados
(Meunchang et al, 2005; Curso Internacional,
2006; Hernandez, 1998; Bonilla, 2001).

En los suelos de San Carlos (zona agri-
cola, Sind medio del departamento de Coér-
doba, Colombia) la utilizacion de fertilizantes
quimicos, especialmente los nitrogenados
(a base de urea), se hace muy necesaria
si se quiere aumentar la produccioén de los
cultivos propios de la regién: maiz, algodén,
platano, sorgo, pastos y arroz; sin embargo,
los dafios ecologicos y los altos costos de
estos productos han propiciado el interés ha-
cia la busqueda de alternativas sustentables
que disminuyan el empleo de agroquimicos
contribuyendo a la proteccion ambiental; el
conocimiento de poblaciones microbianas
nativas, eficientes fijadoras asimbioticas de
nitrégeno, permite el aprovechamiento de
un recurso propio de la region como inocu-
lante (biofertilizantes) para mejorar la pro-
ductividad agricola en el Valle del Sinu. El
objetivo de esta investigacion fue aislar mi-
croorganismos de los géneros Azotobacter
sp y Azospirillum sp, de la rizosfera de zonas
cultivadas y de rastrojo (zonas sin cultivar) en
el municipio de San Carlos (departamento de
Cérdoba, Colombia), y evaluar la produccién
del i6n amonio en aislados eficientes en la
fijacion asimbidtica de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo: la toma de las muestras se realizo
en el Valle del Sini medio en el municipio de
San Carlos, Cérdoba (Colombia), enmarca-
do geograficamente a 8° 48'2” de latitud nor-
te y a 75° 42’ de longitud oeste con relacion
al meridiano de Greenwich; la precipitacion
promedio anual no sobrepasa los 1500 mm;
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la temperatura promedio es de 27 °C, y la hu-
medad relativa promedio es de 82%. La zona
se clasifica como bosque humedo tropical
(Santana, 1999; Montoya, 2000).

En cada lote de cultivo (platano, pastos, maiz)
y rastrojo se efectud un recorrido en zig-zag
abarcando la maxima extensién tomando-
se cantidades de suelo de los primeros 15
cm de la superficie de la rizosfera, retirando
previamente la capa superficial (hojarasca
y materia organica semidescompuesta). Al
finalizar el recorrido en cada cultivo se hizo
una mezcla de las muestras recogidas y se
realizé un cuarteo para obtener 1000 g de
suelo representativo de cada cultivo y de ras-
trojo.

Aislamiento e identificacion de los
microorganismos de los géneros: Azo-
tobacter sp y Azospirillum sp. Se realizaron
diluciones seriadas de 1:10 y las dos ultimas
fueron sembradas en caja de Petri con me-
dios apropiados e incubadas a una tempera-
tura de 28 °C durante 3 dias; después de este
tiempo se revisaron las cajas de Petri y se
observaron las colonias tipicas. Se emplea-
ron diferentes medios de cultivo selectivos
por géneros: a) Burk’'s, Asbhy y Jensen'’s,
(género Azotobacter sp), y b) Burk’'s, NFB y
rojo congo (género Azospirillum sp) (Dobe-
reiner et al, 1995; Buchanan, 1994; Aguilar et
al, 1995; Bernal et al, 2000; Park et al, 2005;
Tejera, 2005; Curso internacional, 2006).
También se realizaron siembras de muestras
directas, (Aquilanti et al, 2004). Se realizaron
ensayos por triplicado.

Los caracteres fisiologicos y bioquimicos
de los aislados bacterianos fueron examina-
dos de acuerdo con los métodos descritos en
el manual de Bergey’'s (Holt, 1994; Bucha-
nan et al, 1994) y consistieron en: color de
pigmentos utilizando los medios especificos;
morfologia de la colonia observada por la
forma, elevacion, margen, superficie y opaci-
dad; prueba de Gram, realizada a través de
métodos estandares; produccion de acidos,
indicado por el cambio de color en el medio;
pruebas de asimilacién utilizando diferentes
fuentes de carbono. Los ensayos se realiza-
ron por triplicado.
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Cuantificacion de la produccion del iéon
amonio a partir de los aislados microbia-
nos: para evaluar la capacidad fijadora de
nitrégeno de las poblaciones aisladas, Azoto-
bacter sp y Azospirillum sp, se utilizé el mé-
todo indirecto de valoracién del i6n amonio
empleando la técnica calorimétrica de Ber-
thelot (fenol-hipoclorito) (Weatherburn, 1967;
Martinez, 2003); el procedimiento realizado
consistio en inocular los aislados en un medio
de suelo al 10%, y luego incubados a una tem-
peratura de 28-29 °C durante un tiempo de 72
horas con agitacion constante a 150 rpm. Pa-
sado este tiempo, se afadieron 25 ml de KCI
2M, manteniéndose el proceso de agitacion
por una hora mas; seguidamente se dejé en
reposo hasta que todo el suelo se deposité en
el fondo; se tomaron 10 ml del sobrenadante,
se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minu-
tos, se le adicionaron 0,4 ml de solucién alco-
holica de fenol al 10%, 0,4 ml de nitroprusiato
de sodio al 0,5% y 1 ml de solucién oxidante,
la cual se preparé6 mezclando 20 g citrato de
sodio, 1 g de hidréxido de sodio y 1 ml de hi-
poclorito de sodio 1,5 N en 100 ml de H,0.
La mezcla se mantuvo en reposo durante 1
hora y posteriormente se midié la absorbancia
a 632,9 nm en un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer Lamba 11 UV-Vis.

Como blancos de suelo se utilizaron
muestras de tierras esterilizadas (sin micro-
organismos) de los diferentes cultivos, a las
cuales se les determiné la concentracion del
ion amonio por el método descrito anterior-
mente. Las concentraciones de amonio ob-
tenidas del sistema (suelo inoculado) fueron
corregidas teniendo en cuenta los blancos de
suelo, para obtener el valor real de la produc-
cién de amonio por las bacterias.

La curva patrén se trazé a partir de una
solucién estandar de 80 ppm de NH,CI, y el
rango de trabajo fue de 0,8-5,6 ppm. Ensa-
yos por triplicado.

Para la estandarizacion del método se
estimaron las ecuaciones de las respectivas
rectas de regresion, los coeficientes de de-
terminacion (r?), limite de deteccion y cuan-
tificacion, normalidad de residuales y test
de proporcionalidad, utilizando el software
Analyse-it for Microsoft Excel®. Con los da-
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tos obtenidos de las muestras se realiz6 la t
de Student para comparar los valores entre
medias de cada una en los distintos dias de
analisis (2 dias). La t de Student se calcu-
I6 como se indica en las ecuaciones que se
muestran a continuacién, y se tomé a un ni-
vel de significancia de a = 0,05 y 4 grados de
libertad (Miller y Miller, 1993; AEFI, 2001).

t=(X,-X,) /S (1/n, +1/n,)"2

donde t tiene n, + n, - 2 grados de libertad.

S2=[(n;- 1) S+ (n;— 1) §;?]/ (n;+n,-2)

El tratamiento de las muestras se realiz6
por duplicado, y cada muestra se evaluo por
triplicado. Se compararon las sefales pro-
medio de cada muestra para los diferentes
dias mediante pruebas de significancia. Se
realizé un ensayo adicional de la determi-
nacién del i6n amonio a los 3 mejores ais-
lados, que consistid en la inoculacién de los
microorganismos en 25 ml de medio Burk’s
liquido (libre de fuente de nitrégeno) (Park
et al, 2005), durante 72 horas en agitacion
constante a 150 rpm; pasado este tiempo se
tomaron 10 ml de sobrenadante y se centrifu-
garon a 2000 rpm por 20 minutos; a este so-
brenadante se le aplicé el tratamiento antes
mencionado (Berthelot), y la absorbancia se
midié a 633,8 nm.

ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

Bacterias aisladas de la rizosfera de San
Carlos: se aislaron diversas poblaciones
microbianas a partir del suelo de la rizos-
fera de cultivos de platano, pastos, maiz y
de rastrojos (zonas sin cultivar) del Valle del
Sinu medio en el municipio de San Carlos,
Coérdoba (Colombia). Los microorganismos
fueron transferidos sucesivamente a medios
de cultivo solidos para lograr su aislamiento
y purificacién; los géneros Azotobacter sp y
Azospirillum sp fueron identificados utilizan-
do medios selectivos libres de nitrogeno,
respuestas a pruebas bioquimicas y obser-
vaciones microscopicas para confirmar sus
caracteristicas, los cuales morfolégicamente
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correspondieron a bacilos Gram negativos
de tamafio variado (Holt et al,1994; Bucha-
nan et al, 1994). De un total de 55 microor-
ganismos aislados, 21 correspondieron al
género Azotobacter y 15 al género Azospiri-
llum; la existencia y distribucion ecoldgica de
estas bacterias en un suelo especifico esta
condicionada a diversos factores los cuales
determinan su presencia o ausencia; ha sido
demostrado que las caracteristicas fisicas y
quimicas incluyendo contenido de materia
organica, humedad, relacion carbono nitro-
geno y pH, las condiciones climaticas y exu-
dados de las raices de las plantas que sirven
de nutrientes para estas poblaciones, afec-
tan la distribucion de estos microorganismos
(Vessey, 2003).

Determinacion del ién amonio: la cuan-
tificacion del ién amonio llevada a cabo por
el método de Berthelot (fenol-hipoclorito) se
basa en la formaciéon de un compuesto azul
intenso de indofenol, el cual se observo tanto
en los patrones como en las muestras ana-
lizadas, y que resulta de la reaccion de ién
amonio (NH,") con compuestos fendlicos en
presencia de un agente oxidante el cual pue-

de ser hipoclorito de sodio (Scheiner, 1976;
Van Staden y Taljaard, 1997), u o-fenilfenol
(Kanda, 1995); también se utilizan cataliza-
dores, principalmente nitroprusiato de sodio
(Kanda, 1995; Standard Methods, 1998) o fe-
rrocianato de potasio (Verdouw et al, 1977);
a pesar de que el mecanismo de reaccion no
se conoce en detalle se ha observado que
depende de la luz, la temperatura, cataliza-
dores, pH; generalmente la reaccién puede
ser representada como se muestra a conti-
nuacion, cuando se utiliza fenol e hipoclori-
to de sodio (Scheiner, 1976; Verdouw et al,
1977).

NH, + 2 CgH,O + 3CIO" —> 0 = CgH, = N -
-C4H,-O"+ 2H,0 + OH- + 3CI"

En la estandarizacion del método se en-
contré que todas las curvas de calibracion
instrumental realizadas demostraron ser equi-
valentes a un nivel de significancia de a =
0,05, por tanto, se escogi6 la ecuacion de
regresion que presentd la mejor pendiente y
distribucion de los residuales normales para
cuantificar la producciéon de amonio y que co-
rrespondié a: y = 0,177x + 0,0041.

Tabla 1. Produccion de amonio por aislados del género Azotobacter sp (Region San Carlos, Cérdoba)

Aislados del género Concentra.cién promedio Deﬁviacién CV (%)
Azotobacter sp de amonio, NH, * (mg/l) estandar (s)

A15M2G (rastrojo) 4,4595 0,1130 2,5339
A16PG (platano) 5,1545 0,0433 0,8410
A20h*G (Rastrojo) 0,9077 0,0414 4,5610
A21Mb2 (maiz) 2,2387 0,0800 3,5600
A23PP (platano) 4,1001 0,5858 14,2886
A25M2f (rastrojo) 4,1873 0,4849 11,5802
A26M1P (rastrojo) 5,1743 0,0403 0,7800
A27M2C (Rastrojo) 1,8257 0,3738 20,4770

CV = coeficiente de variacion
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Tabla 2. Produccion de amonio por aislados del género Azospirillum sp (Regién San Carlos, Cérdoba)

Ais!a'dos Concentra_cién promedio De§viaci6n CV (%)
Azospirillum sp de amonio NH,* (mg/l) estandar (s)

A110F2 (Forraje) 3,1423 0,4595 14,62
A3F2LT (Forraje) 3,2817 0,1356 4,1320
A4ML (Rastrojo) 4,0856 0,0876 2,1441
A5M1G (Rastrojo) 4,6741 0,0919 1,9655
A12P4 (Platano) 3,8316 0,1610 4,2020
A28F12L (Forraje) 3,2016 0,1120 3,4998

CV = coeficiente de variacion.

En las tablas 1 y 2 se resumen los va-
lores promedio (determinaciones por triplica-
do), de la concentracién del ion amonio NH,
(mg/l) producidos por las diferentes bacte-
rias. Los valores consignados en las tablas
corresponden a valores corregidos al restar
del sistema (suelo inoculado), los blancos de
suelo; por tanto, el valor mostrado se refiere
al amonio producido de la actividad microbia-
na especifica.

De los 21 aislados del género Azotobac-
ter sp, (Tabla 1) solo ocho mostraron concen-
traciones de i6bn amonio (NH,*) cuantificables
siendo los mas representativos, A16PG (5.15
mg/l) proveniente de suelos cultivados de
platano y A26M1P (5.17 mg/l) de suelos no
cultivados (rastrojos). Se puede observar que
el coeficiente de variacion del 87,5% de los
aislados fue menor que 15%, lo cual denota
que la variabilidad de la concentracién de ion
amonio en cada uno de los ensayos fue poco
significativa (AEFI, 2001). De los 15 aisla-
dos del género Azospirillum sp (tabla 2) solo
seis de ellos tuvieron concentraciones de i6n
amonio cuantificables; de estos el mas repre-
sentativo correspondié a ASM1G (4,67 mg/l)
proveniente de muestras de rastrojo. Se pue-
de observar que el coeficiente de variacion,
en todos los casos, es menor del 15%, valor
que es aceptado cuando se lleva a cabo un
método microbiolégico (AEFI, 2001), por tan-
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to, la variabilidad en la concentracion de i6n
amonio de los aislados con respecto a los di-
ferentes dias es aceptable.

Aunque los resultados descritos en las ta-
blas 1y 2 demuestran la capacidad fijadora de
nitrégeno de los aislados nativos, se realizé un
ensayo adicional utilizando un medio de cul-
tivo libre de nitrégeno (medio Burk’s), es de-
cir, no se dispuso de suelo al 10%; el ensayo
se llevo a cabo empleando las bacterias que
mostraron las mayores concentraciones en la
produccién de amonio y que correspondieron
a los aislados A26M,P, A16PG y A;M,G. Los
datos se consignan en la tabla 3.

Los resultados obtenidos en la tabla 3
confirman la capacidad de las bacterias para
convertir el nitrégeno atmosférico en amonio
y exudarlo al medio; en el experimento, los
microorganismos no disponen de otra fuen-
te de nitrégeno para su crecimiento, sino el
presente en el aire contenido dentro del reci-
piente debido a que el medio de cultivo utili-
zado carece de este elemento.

La fijacién biolégica del nitrégeno es lle-
vada a cabo por los microorganismos, gracias
a la nitrogenasa, sistema enzimatico que ca-
taliza la reduccién de nitrdgeno a amoniaco,
con liberacién de hidréogeno. El complejo enzi-
matico ademas puede reducir otros sustratos
como el acetileno, propiedad que ha permiti-
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Tabla 3. Concentracion de i6n amonio producido por las tres mejores bacterias empleando medio Burk’s
(libre de nitrogeno).

Aislados . Senal Pronledlo Concentracion
. Absorbancia . senal .. .
bacterianos corregida . ion amonio mgl/l
corregida
0,076 0,048
'(A\,é\zzfsol\;lt;;acters ) 0,074 0,051 0,049 0,2580
P 0,076 0,048
0,075 0,047
g]foiciacters ) 0,076 0,048 0,048 0,2522
P 0,077 0,049
0,066 0,038
'(A:L“\"Z/I(;SG irillum sp) 0,048 0,044 0,035 0,1780
P P 0,052 0,024

do el desarrollo de una técnica para estimar
la actividad nitrogenasa por cromatografia de
gases y que se conoce como reducciéon del
acetileno (ARA) (Zuberer, 1998); aunque la
mayoria de los trabajos reportan la evaluacion
de la capacidad fijadora del nitrégeno a través
de esta técnica, los resultados obtenidos en la
presente investigacion demuestran que otros
métodos también indirectos resultan ser de
gran utilidad para este mismo fin.

La capacidad de fijaciéon de N, por las
bacterias de vida libre varia considerable-
mente en dependencia de la composicion
del medio, del pH del suelo, la temperatu-
ra y aireacion, de la presencia de nitrégeno
combinado, de la naturaleza de las fuentes
de carbono, de los microelementos y de la
accion de organismos antagoénicos en el me-
dio (Zuberer, 1998). Los procesos naturales
de fijacion biolégica del N, (FBN) juegan un
papel importante en la activaciéon de los sis-
temas agricolas sustentables por el benefi-
cio que confieren al agricultor y al ambiente.
El incremento en la aplicacion de productos
ecolégicos a base microorganismos fijadores
asimbioticos de nitrégeno ha demostrado
como efectos positivos la disminucién en la
utilizacion parcial y en algunos casos total,
de fertilizantes nitrogenados (Vessey, 2003).

La evaluacion de la capacidad fijadora
de nitrégeno de las poblaciones aisladas,
medida indirectamente a través de la cuan-
tificacion del ibn amonio, permitié encontrar
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microorganismos con un potencial de uso en
la agricultura de la regién de San Carlos. Las
asociaciones de bacterias fijadoras asimbio-
ticas de nitrégeno con las plantas han sido
consideradas como una de las posibles al-
ternativas para la fertilizacion de nitrégeno
inorganico favoreciendo el desarrollo, cre-
cimiento y la produccion (Ladha y Reddy,
2000); en todos los paises se han adelanta-
do investigaciones sobre estos microorganis-
mos Y su utilizacion, debido a los excelentes
resultados obtenidos.

El aislamiento y la evaluaciéon de microor-
ganismos autoctonos fijadores asimbiéticos de
nitrégeno de la zona de San Carlos, Valle del
Sind medio en el departamento de Cérdoba
(Colombia) que favorezcan los rendimientos
en los cultivos por sus aportes de nitrégeno,
ofrecen una alternativa viable y de gran valor
para la agricultura sostenible de la region. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo
daran las bases para el desarrollo a futuro de
nuevos biopreparados (biofertilizantes), acor-
de con las necesidades del sector agricola de
Cérdoba que sustituyan o minimicen la utiliza-
cion de productos quimicos.

CONCLUSION

De los 36 microorganismos aislados de la
zona agricola de San Carlos, Cérdoba (Co-
lombia) pertenecientes a los géneros Azo-
tobacter sp y Azospirillum sp, y evaluados
en su capacidad fijadoras de nitrégeno, se
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encontré que 14 de ellos produjeron el i6n
amonio en un rango de concentraciones de
0,9 hasta 5,2 mg/l. Los aislados del género
Azotobacter sp identificados como A16PG
(5,15 mg/l de amonio) y A26M1P (5,17 mg/l
de amonio), y del género Azospirrillum sp,
ASM1G (4,67 mg/l de amonio) resultaron ser
los mas eficientes en la fijacion del nitroge-
no medida indirectamente por el método de
Berthelot.
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