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Bioprospeccion de microorganismos diazotrofos como una alternativa para el
mejoramiento del suelo en el canopy urbano de la Universidad EAN

RESUMEN

Para el Canopy Urbano de la Universidad EAN, aprovechado para el
seguimiento de polinizados y cultivo de plantas, se realizé la bioprospeccion
de microorganismos del ciclo de nitrégeno en cinco muestras de suelo. Se
seleccionaron 15 morfotipos aerobios mesoéfilos, de los cuales seis son fijadores
de nitrégeno y no producen lesiones en hojas de Lactuca sativa, usado
como modelo biolégico para evidenciar posibles patégenos para plantas. El
aislamiento de diazotrofos en el Canopy Urbano demuestra su potencialidad
de aprovechamiento como la formulacién a futuro de biofertilizantes que
sean aplicados, tanto en la Universidad EAN como en otros techos verdes.

PALABRAS CLAVE

Diazotrofos, techos verdes, bioprospeccion, biofertilizantes.

ABSTRACT

For the urban canopy of the EAN University, harnessed to monitor pollinated
and growing plants, a bioprospection of the nitrogen cycle microorganisms
in five soil samples was conducted. Fifteen mesophilic aerobic morphotypes
were selected, from which six are nitrogen fixers and do not produce any
lesions on the Lactuca sativa leaves, used as a biological model to show
potential pathogens for plants. Diazotrophs isolation in urban canopy
demonstrates its potential utilization as the future formulation of bio-
fertilizers that could be applied in both, the EAN University and other green

roofs.
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REsSUME

La Canopée Urbaine de I’Université EAN est mise a profit pour le suivi de
polinisateurs et la culture de plantes mais aussi pour la réalisation de bio-
prospection de micro-organismes participant au cycle de I'azote dans cinq
échantillons de sol. Sur les quinze morphotypes d’aérobies mésophiles qui
ont été sélectionnés, six sont fixateurs d’azote et ne produisent pas de lésions
aux feuilles de Lactuca sativa, plante utilisée comme modéle biologique
pour mettre en évidence de possibles agents végétaux pathogénes.
L'isolement de diazotrophes au sein de la Canopée Urbaine révéle une
potentielle profitabilité via la création future de bio-engrais appliqués aux
toits végétaux urbains.

MoTs CLEFs

Diazotrophes, végétaux urbains, bio-prospection, bio-engrais.

Resumo

Aproveitado para monitorar as plantas polinizadas e cultivadas no canopy
urbano da Universidade EAN, se realizou em cinco amostras de solo a
bioprospeccdo de microrganismos do ciclo de nitrogénio. Foram selecionados
15 morfétipos mesdfilos aerébios, dos quais seis sdo fixadores de nitrogénio
e ndo produzem lesées nas folhas de Lactuca sativa, usadas como modelo
bioldgico para evidenciar possiveis patégenos para as plantas. O isolamento
de diazotroéficas no Canopy Urbano demonstra seu potencial aproveitamento
a formulacdo a futuro de bio-fertilizantes que sejam aplicados tanto na
Universidade EAN como em outros telhados verdes.

PALAVRAS-CHAVE

Diazotrdficas, telhados verdes, bioprospecgdo, bio-fertilizantes.
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1. Introduccion

n las ultimas décadas se ha tomado conciencia acerca

del agotamiento de los recursos naturales debido a la

explotacion desmesurada de los mismos. En el ambito
agricola, el objetivo es lograr altos rendimientos por unidad
de superficie para satisfacer la demanda actual de alimentos
sin considerar la sostenibilidad de la produccion (Grageda-
Cabrera, 2012). Lo anterior trajo como consecuencia dafios
ambientales por el exceso de fertilizantes, plaguicidas y sobre
uso de la tierra que afectan tanto la calidad de los productos
como a los agricultores a nivel econémico.

Sin embargo, la necesidad de entrar en una agricultura
sostenible que contribuya a unos procesos mas sanos ha
enfocado la visién de los investigadores sobre cémo los usos
del suelo han afectado a sus comunidades microbianas, el
rol en los ciclos biogeoquimicos y cémo el aprovechar sus
cualidades para beneficio de las plantas se convierte en una
herramienta que permite minimizar el uso de sustancias
guimicas sobre los cultivos en la actualidad (Bannert et al.,
2011; Lopez, et al., 2008).

Uno de los requerimientos nutricionales mas importantes
para el mantenimiento del suelo es el nitrégeno, el cual,
para corregir su deficiencia, se le adiciona fertilizantes de
tipo inorganico; asi, se estima que la planta solo absorbe
del 20% al 40% del fertilizante que se aplica y el resto se
pierde generando problemas de contaminacion y pérdidas
econdémicas (Grageda-Cabrera, 2012; Armenta-Bojorquez, et
al., 2010) Es asi que, los biofertilizantes se convierten en una
de las tecnologias mas promisorias que permite incrementar
la productividad del suelo con un bajo impacto ambiental
(Lopez et al., 2008)
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Los biofertilizantes son preparados de microorganismos
que se aplican al suelo y planta con el fin de sustituir parcial
o totalmente la fertilizaciéon sintética, asi como disminuir
la contaminacién generada por los agroquimicos (Armenta-
Bojorquez et al., 2010); el uso de los microorganismos se
considera como un elemento importante en la agricultura
medianteelentendimientodesuactividadenlaspropiedades
del suelo y en la planta misma. Para la planta, entre los
beneficios que pueden aportar los microorganismos, se
encuentran la descomposicién de materia organica, la
desintoxicaciéon de plaguicidas, estimulacién del crecimiento
y desarrollo vegetal, procesos de asociacién de vida libre o
simbidtica para el suministro de nutrientes tanto a la planta
como al suelo, produccion de compuestos bioactivos como
vitaminas y hormonas, la proteccién contra patdgenos
y el suministro de nitrégeno (Terry et al., 2005; Alarcén y
Ferrera, 2000).

El nitrogeno es un constituyente esencial de las
moléculas fundamentales de los seres vivos tales como los
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, vitaminas, entre
otros. Se encuentra en la atmosfera disponible de manera
gaseosa, representa cerca del 78% de los gases presentes,
practicamente su reserva es ilimitada y no es usada
directamente por los vegetales ni los animales (Mantilla-
Paredes et al., 2009; Zhang et al., 2004; Baca et al., 2000).

La fijacion bioldgica de nitrégeno es una funcion exclusiva
de procariotas los cuales se denominan como organismos
diazotrofos (Wilson et al., 2015; Baca et al., 2000); pueden
actuar de manera libre o realizando simbiosis con las plantas.
La fijacion de nitrégeno se da por la reduccién enzimatica
de N, a NH,* por accion de la enzima nitrogenasa, que
consta de dos proteinas distintas llamadas dinitrogenasa y
dinitrogenasa reductasa; los diazotrofos son los responsables
de producir nitrégeno biodisponible en forma de amonio y
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también producir biomasa bacteriana (Acuia et al., 2010).
Por tanto, la busqueda de este grupo de microorganismos
juegan un rol fundamental en la agricultura sostenible si se
pretende evitar el uso de fertilizantes inorganicos para el
aprovechamiento de los recursos; de esta forma se pretende
establecer la presencia de microorganismos pertenecientes
al ciclo del nitrégeno en el techo verde de la Universidad
EAN con miras a ser utilizados a futuro en la formulacién de
biofertilizantes.

2. Metodologia

Para la deteccion de fijadores de nitrégeno se tomd una
muestra de 100g cercanos al area radicular sin afectar
la planta en cinco puntos diferentes en el Canopy Urbano
de la Universidad EAN, las cuales fueron sembradas en
Agar Nutritivo de Oxoid para determinar la morfologia
macroscopica predominante en las muestras.

Posteriormente a la seleccién de los morfotipos macros-
copicos dominantes en las muestras de suelo, se realizaron
pases a medio de cultivo selectivo para el aislamiento de
microorganismos fijadores de nitrégeno en el agar Ashby:
CaCl, (0,2g/1), Sacarosa (20g/l), KH2PO4 (1,0 g/l), MgSsO4
(0,2g/1), FeSO, (0,005 g/l), NaCl (0,2 g/l), Agar base (159/l),
o también puede prepararse el medio reportado por
Hashidoko y colaboradores en 2002 con la composicién
de CaCO, (0,19/l), Glucosa (10g/l), Agar base (159/l),
5ml de solucion de sales (KH,PO, (509/l), Mg.5O,7H,0
(25g/1), NaCl (25g/l), FeSO,.2H,0 (1g/l), NaMoO,.4H,0
(1g9/1), MnSO,.4H,0 (1g/l)). El aislamiento, utilizando
medios diferenciales, permite realizar una descripcion
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macroscopica y microscopica de los microorganismos y por
repiques sucesivos se seleccionan aquellos morfotipos que
fijan el nitr6geno de forma atmosférica.

Una vez que se establecié que los morfotipos fijan
nitrégeno, fue necesario realizar pruebas de patogenicidad
pues si se espera utilizarlos a futuro como posible
biofertilizante es importante establecer que no causen
efectos negativos sobre las plantas. Para realizar la prueba
se siguid el procedimiento descrito por Vives y Garnica (2006)
gue consiste en utilizar hojas internas de lechuga las cuales
son desinfectadas en hipoclorito de sodio al 0,5% por un
tiempo de tres minutos, seqguido de un bafo de alcohol al
70% por 30 segundos y luego bafiadas en agua estéril; cortes
de 2 cm de diametro de las hojas de lechuga se inoculan con
los microorganismos seleccionados y luego de un periodo de
incubacion de 24h a 35°C se descartan aquellos que producen
lesion a la hoja de lechuga.

Los microorganismos seleccionados fueron preservados

adecuadamente para iniciar la coleccién de microorganismos
de la Universidad EAN y ser evaluados en estudios posteriores.

3. Resultados y discusion

n cinco puntos del canopy urbano de la Universidad

EAN, se tomaron muestras de suelo al azar con un peso
aproximado de 100 gramos, posteriormente, se llevaron
al laboratorio de ciencias basicas y fueron sembrados en
medio de Agar Nutritivo para establecer la presencia de
microorganismos aerobios meséfilos. A continuacién se
presentan los resultados de los recuentos (Tabla 1).
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Tabla 1. Recuento de aerobios meséfilos en muestras de suelo del
canopy urbano

Lugar de muestreo UFC/g

Plantas ornamentales costado occidental | 60x10°
Plantas ornamentales costado oriental 41x108
Cultivos uchuvas 34x10*
Cultivos fresas 18x10°
Cultivos lechugas 39x10*

Fuente. Elaboracién propia de los autores.

Luego de la bioprospeccién inicial se establecié que
de los cinco lugares elegidos para hacer el monitoreo, el
suelo de las plantas ornamentales ubicado en el costado
oriental del canopy urbano, presenta la mayor actividad
de microorganismos aerobios meséfilos sequidos del suelo
del costado occidental de las plantas ornamentales, y
posteriormente, los cultivos de frutas y hortalizas. Esto puede
darse al constante mantenimiento que se les debe dar a las
plantas ornamentales.

Por otro lado, los morfotipos mas predominantes
corresponden a colonias blancas, textura cerosa, seguidas de
morfologias rizoides y, en algunos casos, colonias pequefias
amarillas, rosadas o blancas. Se presenta la descripcion
macroscopica y microscopica de los morfotipos seleccionados
en cada una de las muestras de suelo (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion macroscépica y microscopica de los morfotipos
seleccionados

Morfotipo |  Descripcién macroscépica Descripcion
microscopica

EAN 1.1 Blanca, plano, ceroso, borde Bacilo gram +
irregular

EAN 12 |Crema, redondai elevada, Bacilo gram -
cremosa, pequena
Amarillo claro, fusiforme, Cocos gram +

EAN 1.3 !
planas, enteras, brillantes

EAN 2.1 | Blanca, ceroso, redonda, plana, | Bacilo gram +
regular, circular

EAN 2.2 | Amarilla, pequefia, brillante, Cocos gram +
elevada, pequefia

EAN 2.3 Crema, redonda, irregular, Bacilo gram +
plana, grande

EAN 3.1 | Crema, fusiforme, elevada, Bacilo gram -
brillante

EAN 3.2 Crema, puntlfczrme, plana, Bacilo gram -
entera, pequena

EAN 3.3 Rosada, C|rc.:ular, pequefia, Cocos gram +
elevada, brillante

EAN 4.1 |Blanca, cerosa, opaca, rizoide Bacilos gram +

EAN 4.2 Amarilla, pequena, redonda, Cocos gram +
elevada

EAN 4.3 Bla.mca, granular, plana, Bacilos gram -
brillante

EANG.1 | Cremosa, puntiforme, elevada, | Bacilo gram -
pequefia

EAN 5.2 |Blanca, cerosa, irregular, grande | Bacilo gram +

EAN 5.3 | Blanca cerosa, regular, grande | Bacilo gram +

Fuente. Elaboracion propia de los autores.
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La mayoria de los morfotipos que fueron seleccionados
corresponden a la morfologia microscépica de Bacilos, y
el 66,6% corresponden a gram positivos; esto pertenece a
microorganismos con pared de peptidoglicano mas gruesa
que retiene el colorante violeta; de las bacterias descritas los
morfotipos EAN 2.1, 4.1, 5.2, y 5.3 son bacilos gram positivos
con espora central no deformante (Figura 1; Figura 2; Figura
3; Figura 4).

Figura 1. Bacilo gram positivo esporulado (morfotipo EAN 5.2)

Fuente. Elaboracion propia de los autores.

Figura 2. Bacilo gram positivo no esporulado (morfotipo EAN 1.1)

Fuente. Elaboracién propia de los autores.
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Figura 3. Bacilo corto gram negatino (morfotipo EAN 3.1)

Fuente. Elaboracion propia de los autores.

Figura 4. Cocos gram positivos (morfotipos EAN 4.2)

Fuente. Elaboracion propia de los autores.

Posterior a la seleccion de los 15 morfotipos mas
abundantes (Tabla 2), se procedié a sembrarlos en el medio
libre de nitrogeno (Hashidoko et al., 2002) anteriormente
descrito. EI método de siembra fue replica plaiting para
agotar su fuente de nitrégenoy obligar a los microorganismos
a fijarlo atmosféricamente.
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Figura 5. Siembra en réplica plaiting de los 15 morfotipos seleccionados

Fuente. Elaboracién propia de los autores.

De los 15 morfotipos seleccionados solamente 10 de
ellos, luego de cuatro pases sucesivos, fueron capaces de
crecer en medio libre de nitrégeno, por tanto, se les puede
considerar como diazotrofos. A continuacién se menciona los
microorganismos fijadores de nitrégeno (Tabla 3).

Tabla 3. Microorganismos fijadores de nitrégeno

Descripcion | Fijador de

Morfotipo | Descripcion macroscopica . . . o,
P P P microscopica | nitrégeno

EAN 1.1 Blanca, plano, ceroso, Bacilo gram + | Negativo
borde irregular

EAN 1.2 Crema, redonda, elevada, | Bacilo gram - | Positivo
cremosa, pequena

EAN 1.3 Amarillo claro, fusiforme, | Cocos gram + | Positivo
planas, enteras, brillantes

EAN 2.1 Blanca, ceroso, redonda, Bacilo gram + | Negativo
plana, regular, circular

EAN 2.2 Amarilla, pequena, Cocos gram + | Positivo
brillante, elevada, pequefa

EAN 2.3 Crema, redonda, irregular, | Bacilo gram + | Positivo
plana, grande

EAN 3.1 Crema, fusiforme, elevada, | Bacilo gram - | Positivo
brillante

EAN 3.2 Crema, puntiforme, plana, |Bacilo gram - | Positivo
entera, pequefa
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Tabla 3. Microorganismos fijadores de nitrégeno (Continuacién)

EAN 3.3 Rosada, circular, pequefia, | Cocos gram + | Positivo
elevada, brillante

EAN 4.1 Blanca, cerosa, opaca, Bacilos gram | Negativo
rizoide +

EAN 4.2 Amarilla, pequena, Cocos gram + | Positivo
redonda, elevada

EAN 4.3 Blanca, granular, plana, Bacilos gram - | Positivo
brillante

EAN 5.1 Cremosa, puntiforme, Bacilo gram - | Positivo
elevada, pequefia

EAN 5.2 Blanca, cerosa, irregular, Bacilo gram + | Negativo
grande

EAN 5.3 Blanca cerosa, regular, Bacilo gram + | Negativo
grande

Fuente. Elaboracién propia de los autores.

Los 10 morfotipos seleccionados corresponden a
microorganismos de tipo no esporulados. Una vez se realizod
la seleccién de los diazotrofos, se procedié a evaluar si eran
posibles patégenos usando como indicador las hojas internas
de Lactuca sativa (Figura 6; Figura 7).

Figura 6. Pruebas de patogenicidad en L. sativa (patogenicidad
positiva, morfotipo EAN 2.3)

Fuente. Elaboracion propia de los autores.
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Figura 7. Pruebas de patogenicidad en L. sativa (patogenicidad
negativa, morfotipo EAN 1.2)

Fuente. Elaboracién propia de los autores.

Como se observé anteriormente (Figura 6), la lesidon
realizada por el morfotipo EAN 2.3 donde se genera una
degradacién del tejido vegetal por parte del microorganismo,
efectos similares mostraron los morfotipos EAN 3.2, 4.2 y
4.3. Por otro lado, aquellos morfotipos que no produjeron
lesiones en el tejido vegetal, mas alla de la lesién generada
por la inoculacién (Figura 7) que corresponden a los mor-
fotipos EAN 1.2, 1.3, 2.2, 3.1, 3.3 y 5.1, mostraron el 60% de
los morfotipos no patdégenos para las plantas.

Por lo anterior, luego de la bioprospeccién realizada en
el canopy urbano de la Universidad EAN, se considera que
los microorganismos descritos (Tabla 4) pueden ser elegidos
para el desarrollo de un consorcio de bacterias diazotréficas
y con un potencial para el desarrollo de productos
sostenibles ambientalmente, como seria la formulaciéon
de un biofertilizante que pueda ser aprovechado tanto
en la Unviersidad EAN como en otros techos verdes que se
encuentren en la ciudad.
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Tabla 4. Microorganismos seleccionados para lo conformacion del

consorcio de diazétrofos

Morfotipo Descripcion Descripcion Fijador de
macroscopica microscépica | nitrogeno

EAN 1.2 Crema, redonda, Bacilo gram - Positivo
elevada, cremosa,
pequeia

EAN 1.3 Amarillo claro, Cocos gram + | Positivo
fusiforme, planas,
enteras, brillantes

EAN 2.2 Amarilla, pequefia, Cocos gram + | Positivo
brillante, elevada,
pequena

EAN 3.1 Crema, fusiforme, Bacilo gram - Positivo
elevada, brillante

EAN 3.3 Rosada, circular, Cocos gram + | Positivo
pequeiia, elevada,
brillante

EAN 5.1 Cremosa, puntiforme, | Bacilo gram - Positivo
elevada, pequena

Fuente. Elaboracion propia de los autores.

Es importante mencionar que es fundamental realizar
una identificacion de los seis morfotipos seleccionados,
aunque en los laboratorios de la Universidad EAN se cuenta
con un kit para identificacién de pruebas bioquimicas
enfocado a la deteccién de microorganismos entéricos gram
negativos; ninguno de los seis morfotipos seleccionados son
fermentadores de lactosa.
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4. Conclusiones‘

Procesos como la bioprospeccién permiten identificar y
caracterizar microorganismos benéficos para el ambiente,
especificamente aquellos involucrados en los ciclos bio-
geoquimicos que pueden ser aprovechados a futuro a nivel
industrial para la produccion de fertilizantes organicos o
como controladores biolégicos de plagas.

La presencia de diazotrofos en el canopy urbano de la
Universidad EAN, al igual que en distintos ecosistemas, hacen
que se consideren microorganismos ubicuos y solo depende
del interés del investigador aprovechar su potencialidad.

La seleccion de microorganismos diazotrofos en suelos
del canopy urbano se convierte en un potencial para la
formulacion de un biofertilizante que pueda ser usado como
un producto alterno para el cuidado de los cultivos tanto
ornamentales como agricolas.

La identificacion de los morfotipos es esencial para
determinar el tipo de microorganismos que hacen parte del
producto a ofrecer en un futuro y evitar la aplicacion de
bacterias que sean potencialmente riesgosas para la salud de
las personas, plantas y animales.
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