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Resumen

Fue evaluada la presencia de bacterias fijadoras
de nitrégeno (diazotréficas) en tres mezclas de
residuos con proporciones diferentes de com-
post de cachaza, arena y carbonilla; proporciones
iguales de cascarilla de arroz y bagazo de cana:
M1 (40, 10, 10, 20, 20 respectivamente), M2 (20,
0, 40, 20, 20 respectivamente), M3 (10, 40, 10, 20,
20 respectivamente). La evaluacion se basé en la
presencia del gen nifH, caracteristico exclusiva-
mente en bacterias diazotrdficas. Se utilizé como
control positivo muestras de ADN de bacterias del
genero Azotobacter spp. Las mezclas con mayor
contenido de cachaza y carbonilla M1 y M2, am-
plificaron para el gen nifH. Las bandas mas fuer-
tes se observan en M1 con mayor contenido de
compost de cachaza. En contraste la mezcla M3,
conformada principalmente por arena y cantidad
muy inferior de residuos organicos no amplifico;
sugiriendo que los contenidos de materia organi-

ca, son relevantes para la presencia de bacterias
diazotréficas y potencial estimulante de fijacién
biolégica de nitrégeno.

Palabras clave: residuos organicos, biofertiliza-
cion, fijacion biolégica de nitrogeno, bacterias dia-
zotroficas, gen nifH

Abstract

It was evaluated the presence of nitrogen fixing
bacteria (diazotrophic) in three mixtures with di-
fferent proportions of waste filter cake, sand and
coal ash; equal proportions of rice husks and
sugar cane bagasse M1 (40, 10, 10, 20, 20 res-
pectively), M2 (20, 0, 40, 20, 20 respectively) M3
(10, 40, 10, 20, 20 respectively) . The evaluation
was based on the presence of the gene nifH
characteristic exclusively diazotrophic bacteria.
Positive DNA samples of bacteria of the genus
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Azotobacter spp. was used as control. The mix-
tures more content filter cake and coal ash- M1
and M2, amplified or nifH gene. The strongest
bands are observed in M1 with a higher content of
filter cake. In contrast, the M3 mixture, consisting
mainly of sand and much lower amount of organic
waste not amplified; suggesting how the contents
of organic matter are relevant to the presence of
bacteria diazotrophic, and exciting potential of bio-
logical nitrogen fixation.

Key-words: organic wastes, biofertilization, biologi-
cal nitrogen fixation, diazotrophic bacteria, nifH gene.

Resumo

Foi avaliada a presenca de bactérias fixadoras
de nitrogénio (diazotréficas) em trés misturas de
residuos com diferentes proporcdes de torta de
filtro, areia e cinza de carvao; proporcoes iguais
de casca de arroz e bagacgo de cana: M1 (40, 10,

Introduccion

Por su contenido de humus, los biofertilizantes a
partir de compostaje, son de gran utilidad en el
acondicionamiento fisico-quimico del suelo, li-
gandose a sus particulas y contribuyendo prin-
cipalmente en la retencién de nutrientes y la ai-
reacion del mismo. No obstante, la dificultad de
comercializacion es un obstaculo, debido a que
las concentraciones de nutrientes esenciales para
las plantas, especialmente fosforo y nitrégeno son
bajas (Ranco & Urgel, 2001). Por su parte, la co-
munidad agricultora aun no se concientiza de que
el nitrdgeno (N) adicionado a través de compost o
cualquier fuente de materia organica, tiene poca
influencia sobre la cantidad de nitrdgeno en el
suelo. Esta depende de la vida del suelo y su fija-
cion por bacterias diazotréficas (Primavesi, 2009).
Es asi como el aporte nutricional no debe ser la
caracteristica fundamental del compost; sin em-
bargo los microorganismos habitantes del mismo

10, 20, 20, respectivamente), M2 (20, 0, 40, 20, 20,
respectivamente) M3 (10, 40, 10, 20, 20, respec-
tivamente). A avaliacdo baseou-se na presenca
do gene nifH caracteristico exclusivamente em
bactérias diazotréficas. Foi utilizado um controle
positivo de ADN de bactérias do género Azotobac-
ter spp. As misturas com maior conteudo de torta
de filtro e cinza de carvao- M1 e M2, amplificou
para o gene nifH. As bandas mais fortes séo ob-
servadas em M1 com maior teor de torta de filtro.
Em contraste, a mistura M3, constituida principal-
mente de areia e em muito menor quantidade de
residuos organicos ndo amplificou; sugerindo que
os conteudos de matéria organica, sao relevantes
para a presenca de bactérias diazotréficas e po-
tencializam a fixacao biolégica de nitrogénio.

Palavras-chave: residuos organicos, biofertili-
zantes, fixagcao biologica de nitrogénio, bactérias
diazotroficas, gene nifH

necesitan contenidos minimos nutricionales para
su desarrollo funcional (Primavesi, 2003). Bacte-
rias heterétrofas se alimentan del Carbono de la
materia organica para producciéon energética y
usan rapidamente el N disponible para suplir sus
necesidades de crecimiento, convirtiéndolo en un
nutriente de dificil disponibilidad para las plantas
(Sideman, 2007). Razoén por la cual es de vital
importancia estimular el crecimiento y actividad
de bacterias diazotroficas y con ello promover la
obtencion de N necesario para el crecimiento de
los cultivos. A este grupo microbiano pertenecen
bacterias que fijan el N atmosférico y lo hacen asi-
milable a través de su reduccién a forma amonia-
cal; cualidad atribuida a la actividad enzimatica de
la nitrogenasa, esta enzima utiliza por lo menos
16 moléculas de MgATP, por cada molécula de N,
reducida 6 dos MgATP por electron, tal como es
representado en la ecuacion (1) (Burgman, 2000).
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N2 +10H+ + 8¢” + nMgATP ————) 2NH,4 +H> + nMgADP + nP

La estructura, biosintesis y regulacién de la ni-
trogenasa, son determinadas por los genes nif,
que son encontrados en todos los diazotréficos
(de vida libre, asociativos y simbidticos). Los ge-
nes nifHDK son los responsables por codificar las

NITROGENASA

Mo-Fe proteina

Fe-proteina

(n=16)

proteinas estructurales del complejo enzimatico,
ejemplificado en la figura 1, en la bacteria Klebsie-
lla Penuominiae, en cuyo genoma fueron identifi-
cados por primear vez genes asociados a la fija-
cion biolégica de nitrégeno (FBN).

Transporte de electrones

Regulador

Te—>» —

J HD KTYENXUS VywgZMF L A B Q

Asociacion fisica de los genes nif en klebsiella pneumoniae

Figura 1. Organizacion de los genes nif en klebsiellapnuomoniae y sus funciones

Fuente: Adaptado de http://www.asahi-net.or.jp/~it6i-wtnb/BNF.html

Diversos relatos de los beneficios de bacterias
diazotréficas abren la posibilidad, para optimi-
zacion de inéculos en diferentes cultivos. Por
ejemplo se ha encontrado que diazotréficas no
simbioticas sustituyen 60% de las necesidades
de N en caha de azucar, aproximadamente 200
kg de N/ha (Urquiaga et al., 1992). Casseta-
ri (2014), en casa de vegetacion, encontré una
aproximacion a estos resultados, en plantulas
de cana de azucar, en esta investigacion se
realizo inmovilizacién de células bacterianas en
microesferas de alginato y posterior inoculacion
en el suelo, los resultados mostraron incremen-
to significativo de masa seca en la parte aérea,
raices y concentracion de N en fases tardias
de desarrollo de la planta, cuando fue aplicado
hasta el 50% de la fertilizacion nitrogenada re-
comendada para este cultivo.

Residuos de cachaza y carbonilla, son usados
como biofertilizante, con resultados exitosos en
diferentes cultivos. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la presencia de bacterias diazotréficas
detectadas por genes nifH en este tipo de resi-
duos mezclados entre si y con adicion de arena,
cascarilla de arroz y bagazo de cafa.

Materiales y métodos

Implementacion del experimento

En el Centro Experimental de la Universidad Na-
cional de Colombia sede Palmira (CEUNP), Valla

del Cauca, Colombia. Se establecieron tres mez-
clas de residuos en diferentes proporciones tal

como se describe en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mezclas de sustratos para deteccion de la presencia del gen nifH.

Proporcion (g)

Mezclas

Compost Arena Carbonilla  Cascarilla Bagazo Suelo
cachaza de Arroz de Cana (Inceptisol)
M1 40 10 10 20 20 0
M2 20 0 40 20 20 0
M3 10 40 10 20 20 0
Testigo 0 20 0 20 20 40

Fuente: Ararat (2013)

Los sustratos a evaluar y las mezclas establecidas
se seleccionaron con el criterio de aporte de nu-
trientes y condiciones de mejoramiento en las pro-
piedades fisicas del suelo; por su parte el compost
de cachaza es un residuo de la industria de caha
de azucar, empleado como enmienda humica y la
carbonilla es un residuo de caldera de las fabricas
de ingenios azucareros, empleado como mejora-
dor de la porosidad y el drenaje. Estos residuos se
mezclaron en proporciones diferentes con arena
y se les adicion6 cascarilla de arroz y bagazo de
cafa en igual cantidad a todas las mezclas, con la
finalidad de favorecer la aireacion (Ararat, 2013).

Extraccion de ADN

El DNA total fue extraido de 0.25 g de cada mues-
tra, utilizandose el kit Power Soil DNA MoBio (Mo-
BioLaboratories, Carlsbad, CA), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La integridad del
DNA fue determinada por electroforesis en gel de
agarosa 1% en Tampén TAE 1x (Tris, Acido Acé-
tico e EDTA), después coloreado con bromuro de
etidio y posterior visualizacion en luz ultravioleta.

PCR para amplificacién del gen nifH

La amplificacién del gen dinitrogenasareducta-
sa (nifH), se hizo de acuerdo a lo reportado por
Résch et al. (2002), donde se emplearon los ini-
ciadores nifH-F AAA GGY GGW ATC GGY AAR
TCC ACC AC y nifH-R TTG TTS GCS GCR TAC

ATS GCC ATC AT. La reaccion de PCR se realizd
con el kit GoTag® Green Master Mix(Promega),
adicionando 1.0 pM cada iniciador, 50ng de ADN.
Las condiciones de termociclaje que se llevaron
a cabo fueron tomadas de acuerdo a lo reporta-
do por Rdsch et al. (2002) con algunas modifica-
ciones. 94 °C por 3 min, 34 ciclos de 94 °C por
45 segundos, 55 °C por 45 segundos y 72 °C por
1 min; con una extension final de 5 min a 72 °C,
el equipo usado para la amplificacion fue un ter-
mociclador PTC100 (BioRad). Se utilizaron como
control positivo muestras de ADN de la bacteria
diazotrdéfica del genero Azotobacter spp. y como
control negativo se utilizé6 la mezcla de reaccion
sin ADN. Los productos de PCR fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa 1.0%, donde
se verifico la amplificaciéon del fragmento de ADN
de 0.3 kb, concordante con el control positivo.

Resultados y discusion

Las mezclas M1 y M2, amplificaron para el gen
nifH, (Figura 2), indicando la presencia de bacte-
rias diazotréficas Las bandas mas fuertes se ob-
servan en M1 con mayor contenido de compost
de cachaza. Este residuo se caracteriza por altos
contenidos de Carbono (C) y contenido de hume-
dad superior al 60%. En la presente investigacion
el contenido de C de cachaza y carbonilla de las
mezclas podria considerarse el factor de mayor in-
fluencia para amplificacion de nifH, esto lo refleja
el contraste con M3, donde la proporcion de estos
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residuos fue muy inferior (Tabla 1) y no se percibié
la presencia de diazotréficos. Algunos estudios
han demostrado que la variacion en disponibili-
dad de C, esta relacionada con la colonizacién de
comunidades diazotréficas (Nelson & Mele, 2006;

M Ml M2

M3

M3

Hsu & Buckley, 2009; Tenget et al., 2009; Lindsay
et al., 2010). En este caso es importante llevar a
consideracion el dominio de diazotréficos hetero-
trofos y su dependencia de la materia organica
(Vitousek et al., 2000).

M2 Ml (Car

0.3kb

Figura 2. Amplificacion del gen nifH en tres mezclas conformadas por compost de cachaza, arena, carbo-
nilla, cascarilla de arroz y bagazo de cafa. M1: 40-10-10-20-20. M2:20-0-40-20-20. M3:10-40-10-20-20,
respetivamente. M: Marcador de Peso molecular. C+: Control positivo, Azotobacter spp.

Residuos compostados con altos contenidos de
N inhiben la FBN. Por su parte sustancias orga-
nicas con amplia relacion C/N, por ejemplo la
paja de gramineas, promueven esta dinamica,
lo cual indica que en un compost, mas que la
riqueza de sus nutrientes, debe garantizarse la
manutencién en la nutricion microbiana (Prima-
vesi, 1965; Glathe 1966). Un ejemplo segun lo
descrito por Hedin et al. (2009) se presentd en

hojarasca en avanzado estado de descomposi-
cién donde altas relaciones C/N aumentaron la
demanda de N y aumento de la FBN (Reed et
al., 2007). La relacién C/N de los residuos aqui
estudiados, present6 18.48 y 12.4 para compost
de cachaza y carbonilla respectivamente (Tabla
2), sugiriendo almacenamiento de C y potencia-
lidad promotora de FBN, principalmente el com-
post de cachaza.

Tabla 2. Composicion carbonada y nitrogenada en compost de cachaza y carbonilla.

Determinacion%Sustrato M. O C N-Total C/N
Compost de cachaza 30. 61 17.75 0.96 18.48
Carbonilla 4.28 2.48 0.20 124

Fuente: Ararat (2013)

Estudios indican que ademas del C y N, existe un
conjunto de posibles controles sobre la FBN (por
ejemplo, P, Mo, O,, Humedad, Temperatura). En
este estudio los residuos presentaron 9.61 y 1.66

mg/kg de P en Carbonilla y compost de cachaza
respectivamente, estos resultados sugieren que la
presencia de bacterias diazotréficas no estuvo aso-
ciada a mayores contenidos de P en el sustrato.
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Por su parte, la humedad también puede regular
y aumentar la FBN (Roskoski, 1980; Chapin et al.,
1991; Hofmockel & Schlesinger 2007; Reed et al.,
2007a), esta condicion puede haber influenciado
la presencia de diazotréficos en el compost de ca-
chaza, caracterizado por presentar contenidos de
humedad entre 60% y 70%. En lo que respecta al
Oxigeno es de suma importancia y se recomienda
que cualquier material organico debe ser aplicado
en forma superficial para mantener el sistema ae-
robio y promover la FBN durante el proceso de des-
composicion aerobia (Primavesi, 2009). Trabajos
recientes sugieren que modelos conceptuales que
integran multiples controles en una estequiométri-
ca perspectiva, pueden ofrecer una mejor vision de
la FBN (Reed et al.; 2011).

Avanzar hacia el conocimiento sobre potencia-
lizacion de bacterias diazotréficas e interaccion
con diversos cultivos, es tema de investigacion a
nivel mundial; debido al potencial biotecnoldgico
evidenciado en el aumento de la productividad
agricola, posibilidad de reduccion de costos de
produccion por disminucion en el uso de abonos
nitrogenados y consecuentemente conservacion
de los recursos ambientales (Moreira et al., 2010).

Conclusiones

Residuos constituidos por compost de cachaza y
Carbonilla (M1, M2) amplificaron para el gen nifH,
indicando la presencia de bacterias diazotroéficas,
El compost de cachaza mostré amplificaciéon mas
fuerte. En contraste la mezcla M3, con cantidad
muy inferior de estos residuos no amplificé. Los
resultados obtenidos sugieren, que contenidos de
materia organica deben ser considerados para
promover la presencia de bacterias diazotrdéficas.

A pesar de la relevancia de los resultados, este tipo
de estudios debe ser complementado con analisis
funcionales de los genes nif, ya que la FBN respon-
de a la actividad de la nitrogenasa, la cual por su
condicion enzimatica es sensible a diversos facto-
res bioticos o abidticos de inhibicion o activacion.
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