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RESÚMEN 
 
En Uruguay la superficie sembrada de maíz ocupa el cuarto lugar luego de la soja, trigo 
y cebada, con un área sembrada de 85 mil há. La evidencia de que en las plantas de 
maíz se produce Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) es de gran interés ya que en los 
últimos años la producción mundial ha aumentado y es un cultivo que demanda una 
fertilización importante (entre 80 y 150 Kg. de N/há). En nuestro país el 
aprovechamiento de la FBN en cultivos comerciales de soja viene realizándose desde 
hace varios años y hoy cubre el 100% de los cultivos. En las leguminosas la promoción 
de FBN se realiza a través de la inoculación de bacterias diazotrofas que crecen en 
simbiosis con la planta. Los beneficios de la sustitución del uso fertilizantes químicos 
por la utilización de sistemas que promuevan la FBN van desde lo económico al 
disminuir costos por fertilización a lo ambiental evitando la emisión de gases con efecto 
invernadero y la lixiviación de nitratos asociados al uso de fertilizantes comunes.  
Existen diversas consideraciones a tomar antes de elaborar una estrategia de cultivo que 
promueva la FBN con un rango de productividad confiable. Comenzando por la 
evaluación de las variedades vegetales de importancia local y la diversidad  de bacterias 
nativas asociadas a ellas.  
En este trabajo se caracterizó la población de bacterias diazotrofas asociadas a la 
variedad PAU871 de maíz crecido bajo tres condiciones de fertilización nitrogenada 
(sin fertilización, con 40Kg N/há y 80 Kg N/há). El experimento se llevó a cabo en 
ambiente controlado en macetas con suelo con antecedentes de  cultivo de maíz. Para 
cada planta se discriminó entre poblaciones asociadas a rizósfera, raíz y tallo. Se 
obtuvieron 167 colonias de características morfológicas diferentes en tres medios 
semiselectivos sin N. Como forma de confirmar el carácter de diazotrofo para cada 
aislamiento se buscó la presencia del gen nifH que codifica una subunidad del complejo 
nitrogenasa presente en todos los diazotrofos; para ello se amplificó dicho gen mediante 
una PCR anidada utilizando primers degenerados. En el 22% de los aislamientos se 
logró amplificar el gen nifH; de ellos la mayor proporción provino de tejido de raíz 
(56%) y en función de la fertilización nitrogenada la menor proporción de aislamientos 
provino de las plantas sin fertilización (28%).  
Los aislamientos fueron caracterizados macroscópicamente como colonias que van del 
blanco al blanco-crema, algunas con difusión de pigmento amarillo-verdoso y 
microscópicamente  todas resultaron bacilos Gram negativos de longitud variable. 
También fue evaluada la formación de velo o película cuando crecen en medio 
semisólido.  
Los aislamientos fueron agrupados según diferencias en el perfil de restricción del gen  
16S rADN (ARDRA) lo cual produjo 8 grupos diferentes. De cada grupo se eligieron 
algunos representantes para la secuenciación con el objetivo de determinar la filiación 
taxonómica de los aislamientos. Se encontró elevada homología (99%) con especies de 
los géneros: Pseudomonas, Achromobacter, Ochrobactrum, Raoultella, Enterobacter y 
de un género de la familia Enterobacteriacea posiblemente Pantoea o Enterobacter. El 
50 % de los aislamientos fueron agrupados junto a los identificados dentro del género 
Pseudomonas, le sigue un 35 % de aislamientos agrupados junto a  Enterobacter.  
Para confirmar si los aislamientos asociados a cierto género pertenecen a la misma cepa 
y explorar la diversidad intraespecífica los aislamientos fueron analizados por perfiles 
de GTG-PCR. En términos generales cada aislamiento correspondió a un perfil 
diferente, descartando una marcada selectividad de la planta por alguna de las cepas 
encontradas. 
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INTRODUCCIÓN 

El nitrógeno y las plantas 
 
La fuente de N para las plantas la constituyen el amonio y el nitrato disuelto en el suelo 
(N asimilable). El 98% del N presente en el suelo está combinado en moléculas 
orgánicas y por tanto no disponible para la nutrición vegetal; sólo entre el 1 y 3 % de 
este es mineralizado en un año por los procesos biológicos denominados amonificación 
y nitrificación (Fig. 1). 

Pero no todo el N inorgánico producido puede ser asimilado por los vegetales ya que 
una parte lo utilizan los microorganismos (inmovilización temporal), otra parte se 
volatiliza como NH3 (g) o como NO (g) y N2O (g) formados en anaerobiosis por 
desnitrificación  y otra parte del NO3

- se escurre si no es inmediatamente captado por las 
vegetales o los microorganismos ya que los aniones no son adsorbidos a la arcilla. 
(Frioni 2006) (Fig. 1).  

 

Fig. 1. Ciclo biogeoquímico del Nitrógeno 

Por todas estas consideraciones del ciclo del N en el suelo, un cultivo puede mejorar su 
desarrollo cuando se le agrega 100 Kg de NO-

3/há (lo que equivale a menos del 1% del 
N de la capa arable del suelo), sin embargo no necesariamente es aprovechado en su 
totalidad. El mayor o menor aprovechamiento de la fertilización dependerá de varios 
factores como el tipo de suelo, el estado fenológico del cultivo, la tasa de captación del 
N del mismo y el tipo de fertilizante utilizado.  
Uno de las perturbaciones no deseadas de los sistemas agrícolas intensivos es el 
escurrimiento de los químicos utilizados hacia las corrientes subterráneas y 
superficiales. Los nitratos y nitritos son aniones que no son retenidos por el suelo y, 
cuando se adicionan  cantidades superiores a las que pueden ser utilizadas por los 
organismos biológicos, se escurren. Los efectos de su acumulación en el ambiente y 
sobre la salud humana son ampliamente documentados (Ryther y Dunstan, 1971; 
Spalding y Exner,1993; Howart et al., 1996). 
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En Uruguay, las recomendaciones de fertilización de cultivos comerciales son 
efectuadas por numerosos agentes, entre ellos por los propios productores, los 
agrónomos privados, de cooperativas y de servicios de extensión, que interpretan de 
forma variada la información producida por los centros de investigación del país y del 
exterior. Por otra parte, los laboratorios comerciales de países desarrollados también 
ofrecen, junto con el servicio de análisis de suelo, recomendaciones de fertilización. 
Estos laboratorios generalmente recomiendan dosis altas para muchos nutrientes, lo que 
contrasta marcadamente con los resultados de la investigación local e internacional. 
Algunos productores prefieren seguir estas recomendaciones porque perciben que de 
este modo “aseguran” un alto rendimiento (Perdomo y Gardellino, 2006).  
 
Otra fuente de N para muchas plantas es la aportada por la Fijación Biológica de 
Nitrógeno (FBN) y constituye una importante entrada del elemento N al ecosistema 
suelo-planta. Este proceso es realizado en forma exclusiva por bacterias que son las 
únicas capaces de reducir el N2 atmosférico  
 
Fijación Biológica del Nitrógeno  
 
El proceso denominado Fijación biológica de nitrógeno (FBN) es la incorporación del 
nitrógeno atmosférico (N2) al ecosistema;  consiste en la conversión del N2 a su forma 
mas reducida,  iones amonio (NH4

+), que serán utilizados por los seres vivos para la 
formación de sus compuestos nitrogenados.   
 
La FBN es llevada a cabo únicamente por las bacterias fijadoras de N2 (diazótrofas). 
Según su relación con las plantas pueden clasificarse en: fijadores de vida libre, 
rizosféricos (los que habitan y se desarrollan preferentemente en el suelo adherido a la 
raíz o en la superficie de ésta) y endófitos (los que por algún mecanismo penetran los 
tejidos y habitan en el interior de la planta). Dentro de este último grupo están los 
formadores de estructura (nódulos) y los que no la forman. Los sistemas potencialmente 
más útiles implican, de una forma más o menos íntima, un hospedador con el que la 
bacteria establece la asociación beneficiosa.  
 
La FBN es un proceso altamente consumidor de energía que es requerida para romper el 
triple enlace que une los dos átomos de nitrógeno en el N2. La reacción es llevada a 
cabo por el complejo enzimático nitrogenasa con el consumo de entre 12 y 24  
moléculas de ATP por N2 reducido (Frioni, 2006). 
 
            N2 + 8H+ + 8e− + 16 ATP                         2NH3 + H2 + 16ADP + 16 Pi.  
Por esta razón la FBN es un proceso estrictamente regulado y se produce dentro de  un 
estricto rango de condiciones para cada organismo. Debe haber disponibilidad de fuente 
de energía, y no tener acceso a otra fuente de N que resulten metabólicamente mas 
económica, entre otras condiciones. Se observa que la presencia de amonio en el medio 
es un gran inhibidor de la FBN. Los mecanismos por los cuales la presencia de amonio 
y otros compuestos nitrogenados inhiben la FBN no son los mismos para todos los 
diazotrofos (Fu y Burris, 1989) y las diferencias en el grado de inhibición se han 
revelado amplias. Uno de los mecanismos referido para Azotobacter chroococcum fue el 
balance en la asimilación de C y N dentro de la célula. Cuando la relación C/N aumenta 
la inhibición por amonio disminuye. Para Gluconacetobacter diazotroficus fue 
observado que una alta concentración de glucosa protegió la actividad nitrogenasa de la 
inhibición por amonio y ácido glutámico (Reis y Dobereiner, 1998). En todos los 
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mecanismos referidos se involucra a la glutamino sintetasa y a la regulación 
transcripcional de los genes nif. La glutamino sintetasa se inhibe cuando se acumula 
producto, entonces deja de consumir NH3. Altas concentraciones de NH3, glutamina 
(producto de la actividad de la enzima glutamino sintetasa) u otros aminoácidos pueden 
reprimir la transcripción de los genes que codifican la nitrogenasa (genes nif). 
Adicionalmente, en algunas bacterias el exceso de NH3 también produce una 
modificación covalente del componente II de la nitrogenasa que la inactiva  (Frioni, 
2006). 
 
Otros requerimientos para este proceso están determinados por las características de la 
enzima nitrogenasa.  La nitrogenasa es un complejo enzimático que consta de dos 
componentes: a) Componente I o dinitrogenasa; posee un cofactor de hierro y 
molibdeno (FeMoCo) que forma parte del centro activo, b) el componente II, o 
dinitrogenasa reductasa que contiene grupos sulfoférricos.  El componente II pasa los 
electrones al componente I, con consumo de ATP; el componente I cede posteriormente 
los electrones al sustrato. También se han aislado "nitrogenasas alternativas" que no 
dependen de Mo sino de Va y otras que solo dependen de Fe (Frioni, 2006). 
La  vida media de la nitrogenasa en el aire es del orden de décimas de segundo. Se han 
descrito mecanismos estructurales y fisiológicos para la protección de la enzima dentro 
de las bacterias aerobias o facultativas (Frioni, 2006). 
 
Por lo tanto para que la FBN ocurra debe haber en el medio suficiente fuente de energía, 
los metales para la síntesis de la enzima, protección contra el O2 y baja concentración de 
N combinado.  
 
La fuente de energía para los heterótrofos con algún grado de asociación con las plantas 
son los compuestos carbonados suministrados directamente por ésta en cualquier etapa 
de su vida. De ahí que las variaciones en la actividad fotosintética de la planta se 
correlacionen con la actividad fijadora de N2 de los microorganismos. El grado de 
asociación es determinante por dos factores: la disponibilidad de fuentes de energía y 
evitar la acumulación de N combinado en el ambiente de la bacteria. A pesar de estas 
diferencias, la fijación libre por sí sola representa a nivel global algo menos de la mitad 
del total de N2 fijado por año ya que la simbiótica, aunque sea más alta, está limitada a 
unas pocas especies vegetales, entre ellas, las leguminosas de gran importancia 
económica y social.  
El hecho de que quedan fuera cultivos tan importantes como arroz, maíz o trigo motiva 
la búsqueda para que estas especies vegetales, fundamentales en la alimentación 
humana, puedan llegar a utilizar el N2 y hacerse independientes de la aplicación de 
fertilizante nitrogenado. El interés que esta posibilidad tiene ha determinado la 
dedicación de numerosos grupos a su estudio.  
 
El avance en los conocimientos sobre la FBN tuvo que ver con el desarrollo de  medios 
de cultivo que contemplan la diversidad metabólica  que tienen los diferentes géneros y 
especies de diazotrofos así como  con  la utilizacion de técnicas para la detección de 
actividad nitrogenasa y finalmente con la aplicación de herramientas propias de la 
genética molecular como la amplificación por PCR de los genes de la nitrogenasa. 
(Baldani y Baldani, 2005). Variaciones en la fuente de carbono utilizada, temperatura, 
pH e incluso tiempos de crecimiento han conducido muchas veces al aislamiento en 
medios sin N de nuevas bacterias diazotrofas. Pero todo crecimiento en estas 
condiciones debe ser confirmado como diazotrofo por algún otro método ya que 
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pequeñas cantidades de N disuelto en los reactivos o en agua utilizada para la 
preparación de los medios puede permitir el crecimiento de organismos diferentes.  
Para la detección de FBN existen dos técnicas fundamentales: ensayo  de la reducción 
del acetileno (ARA) que se basa en la capacidad de la nitrogenasa de reducir otros 
compuestos con triple enlace además del N2.  Es muy útil para una preselección de 
sistemas con FBN en condiciones establecidas pero  para cuantificar el proceso esta 
técnica presenta diversas complicaciones. En un sistema ARA positivo seguramente 
ocurre FBN pero la afirmación contraria no puede hacerse ya que la FBN es un  proceso  
muy sensible a diferentes condiciones abióticas y además la técnica solo mide la 
actividad de la enzima en un corto período de tiempo (Van Bemkum y Bohlool, 1980; 
Hardy et al., 1968). La utilización de la técnica de ARA permite hacer medidas de la 
actividad enzimática con un simple cromatógrafo de gases, pero para relacionar ésta con 
la cantidad de N2 atmosférico incorporado a la planta se utilizan las técnicas isotópicas 
del 15N se consideran como las únicas que ofrecen cuantificaciones integrales de la 
FBN, que permiten distinguir la proporción de N en la planta que procede del suelo, de 
un fertilizante o de la atmósfera y entregan valores de FBN integrados para todo un 
ciclo de crecimiento dado (Barea, 1991; Danso, 1995). 
Los estudios genéticos, por otra parte, demostraron la implicancia directa en la fijación 
de unos veinte genes (genes nif), en el caso de los fijadores libres y de bastantes más en 
los simbióticos, como Rhizobium, ya que el establecimiento de la simbiosis mutualista 
con la planta conlleva una complicación adicional. El gen nifH que codifica para la 
nitrogenasa reductasa se ha amplificado y secuenciado a partir de ambientes tan 
diversos como suelos, aguas dulces y saladas, aparato digestivo de insectos entre otros 
(Zehr y McReynold, 1989;  Noda et al., 1999;  Widmer et al.,1999; Izquierdo y 
Nüsslein, 2006) Actualmente se ha secuenciado el genoma completo de algunas 
bacterias diazotrofas y utilizando ingeniería genética incluso se han creado bacterias 
genéticamente modificadas con múltiples copias de los genes nif (u otras características) 
y algunas son  utilizadas como inoculantes comerciales (Banerjee et al., 2006)  
 
Generalidades de bacterias diazotrofas asociadas a plantas 
Las bacterias que estimulan el crecimiento de las plantas son llamadas en su conjunto 
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). Esta promoción del crecimiento 
puede darse por diferentes mecanismos: (Banerjee et al., 2006)  
1- por FBN (Roesch et al.,  2007) 
2- transformación de otros nutrientes a una forma asimilable (Hameeda et al., 2008) 
3- producción de fitohormonas (Okon y Labandera, 1994) 
4- protección frente a microorganismos fitopatógenos (Muthukumarasamy et al., 2000) 
 
En el presente trabajo nos dedicaremos únicamente al grupo de bacterias fijadoras de 
N2.  

Como ya se mencionó la efectividad con la que estas bacterias transfieren el Nitrógeno 
fijado desde la atmósfera hacia la planta depende, entre otras cosas, de lo estrecha que 
sea la relación entre ellos. Así las endófitas que desarrollan estructuras (Rhizobium 
forman nódulos) son mas efectivos que los que no lo hacen y estos más que los 
rizoféricos lo que se explicaría porque el interior de las plantas es un ambiente propicio 
para que se lleve a cabo la FBN, ya que este ambiente es bajo en oxígeno y 
relativamente alto en fuentes de carbono (Rozycki et al., 1999; James, 2000), por lo que 
las bacterias diazótrofas endófitas podrían fijar el nitrógeno y liberarlo directamente en 
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el interior de las plantas contribuyendo con una parte de los requerimientos 
nitrogenados de la planta hospedera (Boddey et al.,1995).  

Con excepción de las plantas leguminosas y los árboles actinorrízicos, ninguna otra 
familia de plantas en asociación con bacterias tiene la capacidad de formar estructuras 
nodulares donde se lleve a cabo la FBN. No obstante, con el empleo de diversas 
metodologías, como el balance de nitrógeno, la técnica de dilución isotópica del N15, y 
la abundancia natural de N15, se ha demostrado que existen altos índices de FBN en 
plantas gramíneas de importancia económica, entre las que se incluyen algunas 
variedades de caña de azúcar (Boddey et al., 1991; Döbereiner. 1995), de arroz 
(Sherestha y Ladha, 1996) y maíz (Garcia de Salomone et al., 1996.)  

Estos hallazgos han generado un gran interés en la fijación biológica de nitrógeno en 
plantas de familias diferentes a las leguminosas. Aún cuando no se conoce con exactitud 
cual o cuales son los microorganismos responsables de la FBN observada en las plantas 
gramíneas, son diversos los diazótrofos endófitos que se han aislado de estas plantas, 
entre los que se encuentran especies de los géneros Gluconacetobacter, Azoarcus, 
Azospirillum, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Burkholderia, Bacillus, 
Rhizobium (sin formación de nódulos), Brevundimonas, Agrobacterium, Pantoea, 
Rhanella (Boddey et al., 1991; Garcia de Salomone et al., 1996;  James y Olivares, 
1998; James, 2000; Gutiérrez y Martínez, 2001; Montañez et al. 2008). Es de gran 
importancia conocer la función(es) que desempeñan los endófitos, incluyendo los 
fijadores de nitrógeno, en el interior de las plantas y determinar si estimulan su 
crecimiento. 

Una relación menos estrecha es la que establecen las bacterias rizosféricas con la planta 
en la rizosfera y el rizoplano. Este ambiente actúa como un medio selectivo para cierto 
tipo de bacterias capaces de prosperar a bajas presiones de O2, en presencia de  
exudados radicales (característicos del tipo de vegetal) que son utilizados como fuente 
de carbono. La FBN se realiza por bacterias de los géneros Bacillus,  Clostridium, 
Klebsiella., Desulfovibrio, Acetobacter, Azoarcus; Azorhizobium; Azospirillum, 
Azotobacter, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter; Gluconacetobacter; 
Herbaspirillum; familias Rhizobiaceae, Rhodospirillales, Beijerinkia, Spirillum 
(Baldani, 2005).  
 
Las especies de bacterias fijadoras de N2 de vida libre utilizan el N2 fijado para su 
propio metabolismo (inmobilización temporal), no es exportado y solamente puede ser 
aprovechado por la planta después de su muerte y lisis y una vez que haya sido 
mineralizado.  
 
La tabla 1 resume la gran diversidad de bacterias diazotrofas heterótrofas y su 
relacionamiento con el oxígeno. 
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Tabla 1- Diversidad de diazotrofos.  
Relación con el oxígeno Géneros Ambiente 
aerobios Azotobacter 

Azoarcus 
Azomonas 
Beijerinckia 
Derxia 
 

rizosferico 
endofito 
 
rizoplano 
rizosferico 

anaerobios facultativos 
(aerobios cuando no fijan N2) 

Klebsiella 
Bacillus 
Enterobacter 
 

Rizosféricos y endofiticos* 
      " 
       " 

Microaerófilos 
(aerobios cuando 
no fijan N2) 

Gluconoacetobacter 
Herbaspirillum 
Burkholderia 
Azospirillum 
Rhizobium 
Frankia 
 

Endofíto 
     " 
     " 
Rizosféricos y endofiticos* 
endofitos 
Rizosféricos y endofiticos* 

anaerobios estrictos Clostridium 
Desulfovibrio 

Rizosferico 
       " 

*algunas especies se han aislado preferentemente de suelo rizosférico y otras especies 
del mismo género han mostrado selectividad por el interior de la planta. 
Fuente: Modificado de Frioni, L. (2006).  
Generalidades del cultivo de maíz 
El maíz es una gramínea del tipo C4, originaria de América. Es cultivado para alimento 
humano y de animales y más recientemente su interés ha aumentado por su uso para la 
producción de bioetanol.  
 
La asociación de bacterias diazotrofas a cultivos tiene importancia ecológica ya que la 
agricultura es una de las fuentes de contaminación de agua por escurrimiento de NO3

- y 
aumenta la producción de gases con efecto invernadero. También tiene importancia 
económica directa ya que los fertilizantes nitrogenados sintetizados químicamente son 
un insumo obligado en todo cultivo comercial.  
 
La suplementación con N recomendada para los cultivos de maíz está entre 80 y 150 
Kg/há (Perdomo y Gardellino, 2006) La FBN es favorecida en los cultivos de gramíneas 
por una fertilización liviana (10-30 Kg de N/há. en la siembra) para el establecimiento 
del cultivo. El agregado de material orgánico con alta relación C/N o fertilizante 
nitrogenado de amonificación progresiva o de urea acompañada de algún inhibidor de la 
nitrificación (Frioni, 2006) son fertilizantes menos contaminantes que los tradicionales 
por la disminución del riesgo de lixiviación y volatilización (sería interesante 
determinar en que medida son utilizados en un país en que uno de sus principales 
recursos naturales son las aguas.) 
Desde el año 2000 al año 2007 el cultivo de maíz ha aumentado desde 61.5 mil há a 85 
mil há. en Uruguay acompañando la tendencia mundial de consumo del mismo (Figura 
2) 
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Fig. 2. Área de cultivos de secano seleccionados por año agrícola en miles de há. 
Fuente: Anuario estadístico agropecuario 2008, DIEA-MGAP. 
 
 
Bacterias diazotrofos asociados a maíz (Zea mays) 

Relacionados a maíz se han identificado las siguientes bacterias: Enterobacter sp, 
Klebsiella sp., Bacilus circulans, Rhanella aquatilis, Paenibacillus azotofixans, 
Azospirillum sp., Herbaspirillum seropedicae, Alcalígenes, Methylocystis, Beijerinckia, 
Geobacter, Rhodovulum, Methylobacterium, Gluconacetobacter, Methylocella, Delftia 
Azoarcus sp., (Roesch et al., 2006, 2007 y 2008), Brevundimonas, Azorhizobium, 
Agrobacterium, Pantoea spp. y Pseudomonas spp.(Montañez et al., 2008)  
 
Se ha demostrado que la inoculación de gramíneas, incluido el maíz, con especies de 
bacterias diazotrofas han producido aumentos en la producción, mas allá de que no se 
confirme que ese aumento sea debido al aporte de N por fijación biológica o por otro 
mecanismo de promoción del crecimiento (Kennedy, 2004; Ahmand, 2006; Jha y  
Kumar, 2009) Analizando más específicamente la cantidad de N fijado por técnica de 
N-15 se verifico que ésta varía dependiendo de la cepa de Azospirillum y del cultivar de 
maíz utilizados (Garcia de Salomone, 1996)  

Comprender las razones de la variación en los resultados de los experimentos es 
imprescindible para poder recomendar un método de inoculación que sea aceptado 
como lo es la inoculación de rizobios a las leguminosas (Jagnow, 1979).  

Las interacciones entre bacterias (antagonismo, competencia, comensalismo, 
mutualismo) son manejadas como una posible causa de esas inconsistencias en los 
resultados. En ese sentido, se han identificado interacciones positivas entre 
microorganismos y se  han denominado como bacterias "helper" (Barenjee et al., 2006)  

También la posibilidad de que existan bacterias que aun no han sido identificadas y que 
estén contribuyendo a la FBN en un sistema dado. Tomando en cuenta que como regla 
general se asume que la proporción de bacterias cultivables representa el 1% de la 
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población total, los análisis con métodos moleculares independientes del cultivo toman 
gran importancia. Estos muestran una diversidad mucho mayor que la que hoy es 
posible cultivar. En un estudio de diversidad de bacterias heterótrofas asociadas a maíz, 
Chelius et al. (2001) aislaron en medio de cultivo representantes de 4 divisiones de 
bacterias y por métodos independientes de cultivo obtuvieron ADN de 6 divisiones de 
bacterias. 
 
Objetivo general 
El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar la población de bacterias diazotrofas 
asociadas a una variedad de maíz (PAU 871).  
 
Objetivos específicos 

a) Obtener una colección de cepas de bacterias diazótrofas rizosféricas y endófitas 
de plantas de maíz de la variedad PAU 871   

b) Determinar la presencia del gen nifH  en los aislamientos obtenidos 
c) Agrupar los aislamientos por perfiles de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA 

Restriction Analysis)  
d) Identificar un representante de cada grupo mediante secuenciación de un 

segmento del gen 16S rADN  
e) Analizar la diversidad intraespecífica de los aislamientos mediante la técnica de 

GTG-PCR. 
f) Caracterizar los aislamientos por: i) morfotipos de sus colonias, ii) utilización de 

3 fuentes de C y iii) relación con el O2 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
Obtención y preparación de las muestras 
 

      

                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T 80                  T 40              T 0 

 
Fig.3. Plantas de maíz (Zea mays L.)  variedad 
PAU 871. 

El material vegetal utilizado en este 
trabajo se obtuvo de un experimento 
previo realizado con plantas de maíz (Zea 
mayz L.) de la variedad PAU871 en el 
cuarto de luces del Laboratorio de 
Microbiología de la Facultad de 
Agronomía.  
Las plantas de maíz fueron crecidas en 
macetas con 2 Kg de suelo proveniente 
del Centro Regional Sur (CRS) de la 
Facultad de Agronomía con 0, 40 y 80 
Kg de N agregado/há respectivamente, 3 
repeticiones por tratamiento (fig.3). Las 
plantas fueron regadas con agua corriente 
y mantenidas durante 60 días.  

 
 
 
De cada planta se extrajeron muestras de tallo, raíz y suelo rizoférico. Las muestras de 
suelo rizosféricos se obtuvieron agitando las raíces, recolectando el suelo que se 
desprende de ellas y realizando una dilución 10 -1 (1 g en 9 mL de solución salina 
estéril). Las muestras de tallo se obtuvieron desinfectando superficialmente con etanol 
70% e hipoclorito de sodio 4% y moliendo en mortero un trozo de tallo apical y un 
trozo de tallo basal con 1ml de solución salina estéril (NaCl 0.8%). Las muestras de raíz 
se obtuvieron desinfectando las mismas y moliendo en mortero con 1ml de solución 
salina estéril.  
 
Aislamientos 
De cada uno de los preparados anteriores (tallo, raíz y suelo rizosférico) se sembraron 
asépticamente 100 µl en frascos conteniendo 5 ml de 3 medios semisólidos sin 
nitrógeno (jNFb, JMV, LGi,) (Gillis et al. 1989; Döbereiner 1992; Reinhold-Hurek et 
al. 1993; Döbereiner, 1995; Cavalcante and Döbereiner, 1998) (ver apéndice I) (dos 
réplicas por cada muestra). Los frascos con medios semisólidos fueron incubados a 
28ºC durante 7 días. Luego de la incubación, de cada frasco que evidenció crecimiento 
(cambio de color en el medio o presencia de turbidez) (Fig.4), se realizaron dos 
siembras sucesivas en el mismo medio semisólido selectivo con un intervalo de tiempo 
entre ellas de 7 días, con el propósito de evitar el crecimiento saprofita y minimizar así 
la ocurrencia de falsos positivos. 
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Medio semisólido jNFb Medio semisólido JMV Medio semisólido LGI 

 
 
 
 

Fig. 4. Medios semisólidos usados. LGI y jNFb muestran el color en ausencia de crecimiento 
bacteriano (verde y amarillo respectivamente) y en presencia de crecimiento (amarillo y azul 
respectivamente) 

Finalmente de cada frasco de la última ronda de selección se tomó una ansada y se 
estrió por agotamiento en una caja de petri con medio TY (Somasegaran y Hoben, 
1994) (ver apéndice I). Las placas fueron incubadas a 28ºC durante 3 días y luego 
conservadas a 4ºC.                   
 
De cada placa se reconoció macroscópicamente (de acuerdo a tamaño, coloración, 
bordes, brillo y otras características observables) las diferentes colonias presentes y se 
reaisló un representante de cada una en placas con el mismo medio.  
 
Conservación de los cultivos  
Los cultivos puros crecidos en placas con medio TY sólido se conservaron refrigerados 
(4ºC) para su posterior análisis. Para conservar por más tiempo los cultivos se 
mantuvieron en TY líquido-glicerol (50%) a -20ºC.  

 
Lisis celular  
De los cultivos puros y frescos en medio TY sólido (24 hs. de crecimiento) se obtienen 
lisados celulares. Una punta de anza de un cultivo axénico se resuspendió en 25 µl de 
buffer de lisis (ver apéndice II) y se calentó en baño seco a 95ºC durante 15 min. Luego 
se mezcló con 225 µl de agua destilada estéril y se centrifugó a 12000 rpm durante 5 
min. Los lisados fueron conservados a -20ºC  y el sobrenadante se utilizó para la 
amplificación del ADN. 
 
Amplificación del gen nif H   
Para confirmar el carácter de fijadores de N2 de los aislamientos obtenidos se buscó la 
presencia del gen nifH presentes en la mayoría de los diazotrofos conocidos usando un 
protocolo de PCR anidada y primers degenerados (Yeager et al., 2003). En la primer 
reacción de PCR se utilizaron los primers 19F (5'-GCIWTYTAYGGIAARGGIGG-3´) 
(Ueda et al., 1995) y nifH3 (5'-ATRTTRTTNGCNGCRTA-3´) (Zani et al., 2000) y en 
la segunda reacción se utilizaron los primers nifH11 (5'-GAYCCNAARGCNGACTC-
3´) y nifH22 (5'-ADWGCCATCATYTCRCC-3´) (Zani et al., 2000). La primera 
reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 15 μl conteniendo buffer 
1X (Fermentas), 4 mM MgCl2 (Fermentas), 2 μM de cada primer 19F y  nifH3 (marca 
Operon), 0.2 mM dNTPs (Sigma), 1mg/ml de BSA, 0.8 U de Taq DNA polimerasa 
(Fermentas) y 3 μl de cada lisado celular. Se realizaron 20 ciclos de amplificación en un 
termociclador Biometra con las siguientes condiciones: 5 min. a 95ºC 
(desnaturalización inicial), 45 seg. a 94ºC, 1 min. a 48º, 1 min. a 72ºC. A su termino una 
extensión de 10 min. a 72ºC. Los cebadores 19F y nifH3 son primers degenerados que 
amplifican una región del gen nifH de aproximadamente 460 pb. 
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Luego de la amplificación, los productos de PCR  fueron analizados mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5 X (ver Apéndice II) con 
Bromuro de Etidio como agente intercalante para la detección del ADN. Se cargaron 5 
μl de producto de PCR con 2μl de buffer de carga (ver Apéndice II). Se utilizó marcador 
de peso molecular 100 pb (Fermentas). Se aplicó un voltaje de 5V/cm y se reveló por 
exposición a luz UV. 
 
Con las muestras que amplificaron el fragmento esperado se realizó una segunda PCR 
con los primers nifH11 y nifH22 que amplifican un fragmento de 360 pb. La segunda 
reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 25 μl conteniendo buffer 
1X (Fermentas), 2 mM MgCl2 (Fermentas), 1 μM de cada primer nifH11 y  nifH22 
(Operon), 0.2 mM dNTPs (Sigma), 1mg/ml de BSA, 0.8 U de Taq DNA polimerasa 
(Fermentas) y 3 μl de una dilución 1/10 del producto de la PCR anterior. Las diluciones 
de la PCR fueron hechas en buffer TE (10:1) (ver apéndice II). Las condiciones de 
ciclado fueron: 95 ºC durante 5 minutos seguido por  35 ciclos de: 45 segundos a 94 ºC, 
1 minuto a 54 ºC y 1 minuto a 72 ºC. A su termino una extensión de 10 min. a 72ºC. La 
verificación de la amplificación se realizó de la misma forma que para la primera PCR. 
 
Morfología de las colonias  
Se realizó una evaluación visual de las colonias de cada cepa crecidas en las placas de 
medio TY y se clasificaron según las siguientes características: forma, color, elevación, 
borde y tamaño. 
 
Morfología al microscopio óptico 
Para la observación microscópica se realizó un frotis a partir de un cultivo líquido fresco 
en medio TY, posteriormente una tinción de Gram y se observó en el microscopio 
óptico con el objetivo x 100 con aceite de inmersión 
 
Identificación de los aislamientos  
Para la identificación de los aislamientos nifH positivos se empleó en primer lugar la 
técnica de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) con el fin de 
agrupar los aislamientos según su perfil de restricción;  luego se utilizó la secuenciación 
del 16S rDNA como método de identificación. 
 

• ARDRA 
La amplificación del ADN que codifica para la subunidad pequeña del ARN ribosamal 
se realizó utilizando los primers universales para el dominio eubacteria 41f (5'-
GCTCAGATTGAACGCTGGCG-3') y 1488r (5'GGTTACCTTGTTACGACTTCACC-
3') (Herrera- Cervera, 1999) La reacción de amplificación se realizó en un volumen 
final de 25 μl conteniendo buffer 1X (Fermentas), 2.5 mM MgCl2 (Fermentas), 0.2 μM 
de cada primer (Operon), 0.2 mM dNTPs (Sigma), 2 mg/ml de BSA, 1 U de Taq DNA 
polimerasa (Fermentas) y 3 μl de los lisados. Se espera un segmento amplificado de 
aprox. 1500 pares de bases. Debido a la variación en el contenido de proteinas presentes 
en el lisado utilizado para las PCR, algunos lisados fueron diluídos al décimo en buffer 
TE (10:1) (ver apéndice II). Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 35 
minutos a 94ºC , 1 min. a 57ºC, 1 min. a 72ºC, repetición de 35 ciclos, extensión de 10 
min. A 72ºC. Para verificar la amplificación se realizó electroforesis en gel de agarosa 
al 1% sembrando 5µl del producto de PCR en solución con 2µl de buffer de carga. Se 
aplicó un voltaje de 5V/cm y se reveló bajo luz UV. 
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La digestión fue realizada en un volumen total de 13 µl conteniendo 10 µl del producto 
de la amplificación, 1.5 U de endonucleasa MspI, buffer TANGO 1x (ambos marca 
Fermentas) y agua hasta completar el volúmen. La mezcla se incubó durante 4 hs a 
37ºC.  
El perfil de restricción fue resuelto mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%, 
sembrando en cada pocillo la totalidad de la digestión. Se aplicó un voltaje de 5V/cm. 
durante 6 hs y se reveló bajo luz UV. Se utilizó el marcador de peso molecular 100pb 
(Fermentas). 

• Secuenciación  
El 16S rRNA amplificado se purificó utilizando el kit PCR Cleanup Axyprep TM  
(Axygen Biosciences) y se cuantificó mediante comparación visual con los fragmentos 
del marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas) en gel de agarosa 1%. 
La secuenciación fue realizada por Macrogen S.A (www.macrogen.com). La secuencia 
obtenida se comparó con secuencias depositadas en Genbank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) por medio del programa BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) y en Ribosomal Data Base Proyect 
(www.rdp.cme.msu.edu/seqmatch) 
 
 
DNA fingerprinting (GTG)5-PCR 
Para analizar la diversidad a nivel de cepa se empleó la técnica de rep-PCR utilizando la 
secuencia repetida en tándem (GTG)5 (Versalovic et al., 1994) 
La reacción se realizó en un volumen total de 25 µl, con 2 µl de lisado y 23 µl de mix 
preparada con buffer 1X, 2.5mM de MgCl2,  0.5µM de primer, 2.0 mg/ml de BSA, 
0.2mM de dNTP, 1 U de Taq polimerasa (Fermentas) y agua suficiente para un 
volumen final de 25µl . Las condiciones de ciclado  fueron: 5 min. a 95ºC seguido de 35 
ciclos de 1 min. a 95ºC, 1 min a 38ºC, 2 min. a  72ºC, y una extensión final de 15 min. a 
72ºC.    
Los segmentos amplificados fueron separados en un gel de agarosa 3%, se sembraron 15 
µl del producto de PCR y se realizó una electroforesis a 90 V durante 4 hs. Los geles 
conteniendo Bromuro de Etidio como agente intercalante y se revelaron bajo luz UV. Se 
utilizó el marcador de peso molecular 100 pb-plus (Fermentas). 
 
Preferencias metabólicas 
Para la determinación de las preferencias en la fuente de C de las cepas NifH positivas, 
se utilizó el medio semisólido RMR (Rennie, 1981) (ver apéndice I) variando la fuente 
carbonada (Manitol, Acido málico o Sucrosa). Cada cepa fue crecida en 5 mL de medio 
líquido TY durante 24 horas con agitación moderada a 28ºC; 1400 µl de ese cultivo se 
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min., se descartó el sobrenadante y el pellet 
resultante se resuspendió en 1400 µl de solución salina estéril (NaCl 0.8%). El proceso 
de lavado de las células (centrifugación y resuspensión) se repitió dos veces más. 
Finalmente 100µl de la suspensión celular fueron inoculados en los frascos conteniendo 
5 mL del medio RMR con las diferentes fuentes de C. Los cultivos se mantuvieron a 
28ºC durante 7 días.  
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RESULTADOS 
 
Aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno 
Las bacterias previamente seleccionadas por crecimiento en medio semisólido sin N 
fueron repicadas a placas con medio TY y de cada una de estas placas se eligieron para 
su aislamiento las colonias morfológicamente diferentes. En total se seleccionaron y 
aislaron 167 colonias. El mayor número de aislamientos se obtuvo de raíz y representó 
el 58 % de los aislamientos totales y el menor de tallo con un 17% (Gráfico 1A). El 
medio selectivo LGI fue el que permitió el mayor nº de aislamientos con un 40% del 
total de los aislamientos y jNFb fue el medio que seleccionó menor número de 
aislamientos lo que representó un 29% del total de los mismos (Gráfico 1B). 
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Amplificación del gen nifH  
La confirmación del carácter diazotrofo fue hecha evidenciando la presencia del gen nif 
H en los aislamientos obtenidos mediante la realización de una  reacción de PCR 
anidada. 
La primera reacción de PCR amplificó más de un segmento en la mayoría de los casos 
hecho que se explica por la utilización de primers degenerados. Para las reacciones que 
amplificaron el segmento esperado (460 pares de bases), se realizó una dilución 1/10 
que sirvió como molde para la segunda reacción de PCR. Ésta última, cuando se 
produjo, amplificó únicamente el segmento esperado de 360 pares de bases, 
correspondiente a un fragmento del gen nif H (Fig. 5). 
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Fig. 5- Producto de PCR correspondiente a 
un fragmento del gen nifH. Pocillo 
1marcador de peso molecular 100pb 
(Fermentas), pocillos 2 al 8 amplificación 
de aislamientos de suelo y raíz. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

Gráfico. 1-Porcentajes de aislamientos  según: A) origen de la muestra y B) medio de cultivo 
en el que fueron  aislados; sobre un total de 167 colonias 

1      2      3     4     5     6     7    8 
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De esta manera, se confirmó el carácter de diazotrofo en 37 aislamientos lo que 
corresponde al 22% del total de los aislamientos analizados. 
La colección de aislamientos obtenidos de la variedad PAU 871 se distribuyen según el 
origen de la muestra en: 

• 21 provenientes de raíz (56%), 8 de suelo (22%) y 8 (22%)de tallo (Gráf. 2A)  
• 16 aislados en medio LGI (44 %), 12 en jNFb (32 %) y 9 en JMV (24 %) (Gráf. 

2B). 
• 11 provenientes de plantas sin fertilización (28%), 13 de plantas tratadas con 

40Kg/há (36%) y 13 de las tratadas con 80Kg/há (36%) (Gráf. 2C) 
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Gráfico. 2- Porcentajes de aislamientos de 
diazotrofos confirmados distribuidos según:    
A) procedencia de la muestra   
B) medio en el que se seleccionó y  
C) dosis de N aplicada a las plantas. N0= sin 
fertilización; N40 = 40 Kg de N /há; N80= 
80Kg de N /há. sobre un total de 37 
aislamientos.  

 
 
Hubo una segunda confirmación sembrando nuevamente los aislamientos nifH + en el 
mismo medio semisólido selectivo del que procedían. Todos crecieron demostrando que 
además el gen de la nitrogenasa se expresó en los cultivos puros.                                
 
Morfología macro y microscópica 
La morfología de todas las colonias aisladas fue aproximadamente circular, de bordes 
enteros y de superficie lisa. Los colores observados en los cultivos puros van del blanco, 
blanco crema, crema y destaca un tipo de aislamiento que difunde al medio un color 
amarillo-verdoso (Fig. 6).  
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 Fig. 6- Crecimiento luego de 24 hs. de 

incubación en medio TY de cepas 
provenientes de tallo. 

 
 
 
Todos los aislamientos fueron gram negativos. La morfología al microscopio óptico está 
entre cocoides, cocobacilos y bacilos.  
 
Identificación de los aislamientos 
 
ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 
De los 37 aislamientos, en 36 de ellos se amplificó un fragmento de 1500 pares de bases 
del gen que codifica la subunidad pequeña del ARN ribosomal (16S rARN).  Este 
producto de PCR fue digerido con la enzima MspI. El producto de esta digestión fue 
resuelto por electroforesis en gel de agarosa 3% arrojando perfiles de restricción que 
permitieron agrupar los aislamientos en 8 grupos diferentes.  
Entre los aislamientos provenientes de raíz se diferenciaron 5 perfiles (Fig. 7). En esta 
figura se pueden apreciar similitudes y diferencias entre los perfiles así como su 
abundancia en raíz.   
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Fig. 7- Perfiles de restricción de 16S rDNA con la enzima MspI (ARDRA) resuelto en gel de agarosa al 
3%.  Pocillo 1marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas), pocillos 2 al  21 aislamientos de raíz de la 
variedad PAU 871. Las flechas señalan los diferentes perfiles. 
 
Algunos de estos perfiles son claramente diferentes mientras que otros son muy 
similares; los perfiles III y IV solo difieren en la presencia o ausencia de una banda de 
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aprox. 180 pb y los perfiles I y II sólo difieren en la presencia o ausencia de una banda 
de aprox. 400 pb.  
El perfil V es diferente al resto y está presente en solo un aislamiento y se encontró 
exclusivamente en raíz. También el perfil I fue recuperado exclusivamente en tejido de 
raíz aunque en mayor abundancia (4 aislamientos).  
 
Igual procedimiento para los aislamientos de tallo mostró la presencia de 3 perfiles: un 
único aislamiento con un perfil al que designamos como VII, un único aislamiento con 
perfil II y 5 aislamientos con perfil III.  
Para suelo también se distinguieron 3 perfiles: 3 aislamientos con un perfil recuperado 
exclusivamente en suelo al que se designó como perfil VI, un aislamiento con perfil II y 
4 con perfil III.  
 
Los resultados generados se exponen en el Gráfico 3 donde se puede observar que los 
perfiles II y III fueron los más abundantes dentro de la población de bacterias 
diazotrofas aisladas, además ambos perfiles estuvieron presentes entre los aislamientos 
de suelo, tallo y raíz. 
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 Gráfico 3. Número de aislamientos por perfil ARDRA.  
 
Secuenciación del 16S rARN 
 
Para la secuenciación se eligió por lo menos un aislamiento representante de cada perfil, 
la elección incluyó aislamientos provenientes de los tres tratamientos. Se realizó la 
secuenciación de aprox. 800 bases nucleotídicas a partir del fragmento amplificado.  
La secuencia de nucleótidos fue contrastada con las secuencias depositadas en dos 
bancos de datos (GenBank y Ribosomal Database Project). Mediante el alineamiento de 
las secuencias se obtuvieron en todos los casos (excepto para el perfil V) una cobertura 
del 98% de la secuencia y en todos los casos se obtuvieron porcentajes de homología 
del 99%. En el caso del perfil V no fue posible obtener una secuencia capaz de ser 
alineada.    
En la Tabla 2 se muestran los resultados del análisis por BLAST de 9 de las 10 
secuencias. Se observa que, excepto para el aislamiento 45R,  todas las secuencias 
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fueron claramente incluidas en un género. Para 2 de las secuencias fue posible 
asociarlas a una única especie. 
 
 
Tabla 2. Identificación de los aislamientos mediante secuenciación del 16S rRNA.  
 

En la segunda columna la letra que sigue al nº de aislamiento indica la procedencia del mismo (R=raíz; 
S=suelo; T=tallo)  

Perfil 
ARDRA 

Aislamiento Filiación taxonómica Especie/s  relacionadas y 
Nº de acceso  en Genbank 

% similitud

I  28 R Enterobacter spp.  
 

E. ludwigii AJ853891.1 
 99 

II 97S Raoultella spp. R. terrigena 
 

Y17658.1   99 

II 45 R Enterobacter spp.    
Pantoea spp., 

E. ludwigii 
P. agglomerans 

AJ853891.1 
AY335552 
 

99 

III 101 S Pseudomonas spp.  P. syringae 
P. migulae 
P. koreensis 
P. fluorescens 
 

CP000075 
NR_024927 
NR_025228.1 
CP000094.2| 
 

99 

III  46 R Pseudomona spp.  
 
 

S. migulae 
P. syringae 
P. koreensis 
P. fluorescens  
 

AM293565 
CP000058.1 
NR_025228.1 
CP000094.2| 

99 
 
 

III 68T Pseudomonas spp. P. fluorescens 
P. koreensis 
 

CP000094.2| 
NR_025228.1 
 

99 
 

IV  34R 
 

Pseudomonas spp.                    
 

P. veronii 
P. fluorescens 

EU111725 
AM181176 99 

V 48R No fue posible el 
alineamiento    

VI 99S Achromobacter spp. 
 

A. xylosoxidans
A. faecalis 

AY873802      
AJ509002 99 

VII 55T Ochrobactrum spp 
 

O. anthropi 
O. tritici 

CP000759 
AM114402 
 

98 

 
Todos los perfiles fueron representantes de Protobacteria: 

• Perfiles I, II, III, IV gamma proteobacteria  
• Perfil VI   beta proteobacteria  
• Perfil VII alfa proteobacteria  

 
DNA fingerprinting (GTG)5 - PCR 
Con el propósito de estudiar la diversidad intraespecífica, el genoma completo de cada 
aislamiento nifH positivo fue amplificado con el primer repetido (GTG)5 y resuelto en 
electroforesis en gel de agarosa 3%.  
Para los 20 aislamientos provenientes de raíz, se obtuvieron 15 perfiles diferentes 
(nombrados con letra desde la A hasta la Ñ), lo que demuestra que algunas cepas fueron 
aisladas repetidas veces (Fig. 8).  
 

 20

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219857639&dopt=GenBank&RID=ARGN6HTF01S&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253992019&dopt=GenBank&RID=8V2N31MZ013&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219857639&dopt=GenBank&RID=ARH0GFM201S&log$=nucltop&blast_rank=28
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253992019&dopt=GenBank&RID=8V2N31MZ013&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253992019&dopt=GenBank&RID=8V2N31MZ013&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219857639&dopt=GenBank&RID=ARH0GFM201S&log$=nucltop&blast_rank=28


      
      A    B   B   C   D   A   E    F   B  G   H   I     J    K   B   L   B    M   N   Ñ 
 
                  

             
Fig. 8- GTG-PCR. Productos de la amplificación con primer (GTG)5 resueltos en  gel de agarosa al 3%. 
Pocillos 1 y 22 marcador de peso molecular 100 pb Plus (Fermentas). Pocillos 2 al 21: aislamientos de 
raíz identificados con sus respectivos números. Arriba con letras de la A a la Ñ se indican los diferentes 
perfiles. 
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Entre los 8 aislamientos de tallo se encontraron 7 perfiles de GTG-PCR diferentes 
(perfiles O al U) y 6 cepas diferentes entre los 8 aislamientos de suelo (perfiles desde la 
V a la Z2).  
Ninguna de las cepas aisladas de raíz fue aislada también en tallo o suelo. Todas las 
cepas aisladas más de 1 vez provienen siempre de la misma sección de la misma planta 
(tabla 3). 
 
 Tabla 3- Procedencia de los aislamientos correspondientes a la misma cepa.  

 

 T 0 T40 T80 
RAÍZ 2 aislamientos (28 y 33) 

Con perfil A de GTG-PCR y 
perfil I de ARDRA  

5 aislamientos (29,30,36,43 y 45) 
Con perfil B de GTG-PCR y 
perfil II de ARDRA 

 

TALLO 2 aislamientos (53 y 54) 
Con perfil O de GTG-PCR y 
perfil III de ARDRA 

  

SUELO   3 aislamientos (98, 99 y 100) 
Con perfil X de GTG-PCR y 
perfil VI de ARDRA 

T0= plantas sin fertilización; T40=plantas con 40 Kg de N aplicado/há; T80= plantas con 80 Kg de N 
aplicado/há. 
 
La técnica de GTG-PCR permitió apreciar la diversidad de cepas dentro de los distintos 
perfiles de ARDRA (tabla 4). De un total de 28 cepas el 57 % tuvieron un perfil III y IV 
cuyos representantes secuenciados fueron asociadas al género Pseudomonas. 
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 Tabla 4. Diversidad observada dentro de cada perfil ARDRA 
 

Perfil 
ARDRA 

Nº Aislamientos Nº de cepas 

I 4 4 
II 10 5 
III 17 15 
IV 1 1 
V 1 1 
VI 3 1 
VII 1 1 

 
En los Gráficos 4A y B las diferentes cepas fueron agrupadas por perfil ARDRA y 
distribuidas según: (A) el sitio de donde fueron aisladas y (B) la dosis de fertilización de 
donde procedía la muestra. En el Gráfico 4A se puede ver que la mayor diversidad 
procede de tejido de raíz con cepas de perfil I, IV y V recuperadas únicamente en este 
tejido (las dos últimas con un solo aislamiento). El  perfil VI solo se encontró en suelo 
rizosférico y perfil el VII solo en tallo. En el Gráfico 4B, se puede apreciar que existe 
mayor diversidad en el tratamiento con 80 Kg de N/há. con cepas de los perfiles V, VI y 
VII solo recuperadas en ese tratamiento y con un único aislamiento.  
 
4A                                                                       4B 
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Gráfico 4.-Nº de cepas dentro de cada perfil  de ARDRA según A) origen de la muestra  y  B) según la 
dosis de N aplicada a las plantas. T0= sin fertilización; T40 = 40 Kg de N aplicado/há; T80= 80Kg de N 
aplicado/há. 
 
Si discriminamos doblemente, por zona de la planta y por fertilización aplicada (Graf. 
5) observamos que la tendencia es diferente si se trata de bacterias endófitas o 
rizosféricas, en el primer caso el nº de aislamientos aumenta con la fertilización y en el 
segundo disminuye. En la tabla 5 vemos un detalle completo de los aislamientos por 
perfil ARDRA y GTG-PCR obtenidos por zona de la planta y por tratamiento. Acá 
vemos por ejemplo que la disminución en el nº de aislamientos con perfil II que se 
evidencia en los datos globales del gráfico 4B no ocurre en tejido de raíz y que el 
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aumento de la diversidad total en términos de nº de aislamientos, perfiles ARDRA y 
GTG no ocurre en suelo.  
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Gráf. 5. Nº de cepas aisladas de suelo, raíz y tallo según tratamiento 
recibido (tratamientos con 0, 40 y 80Kg de N/há respectivamente). 
 

 
 
 
 

Tabla 5. Aislamientos de TALLO, RAÍZ Y SUELO  obtenidos de plantas con 
diferentes dosis de N indicando su  perfil ARDRA y GTG. 
 
 
 

0Kg N/há 40Kg N/há 80Kg N/há 
Aislamientos ARDRA GTG- 

PCR 
aislamientos ARDRA GTG- 

PCR 
aislamientos ARDRA GTG-

PCR 
53 y 54 III O 65 II Q 55 VII        P 
68 III S    66  III R 
      69  III T 
      71  III U 
 
 
28 y 33       I A 29, 30, 36, 

43 y 45 
II B 32 II D 

34 IV E 31 III C 39 III I 
35 III F 37 I G 40 II J 
   38 III H 46 III M 
   42 II K 47 I N 
   44 III L 48 V Ñ 

TALLO 

RAIZ 

 
 
96 III V 97 II W 98, 99 y  100 VI X 
102 III Y 103 III Z    
104 III Z2       

SUELO 
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Preferencias metabólicas 
Los aislamientos inoculados en medio semisólido fueron capaces de crecer bien y sin 
preferencia observable  en sucrosa,  ácido málico y  manitol. Excepto el aislamiento 
35R (correspondiente al perfil III) y el 36R (correspondiente al perfil II) que crecieron 
escasamente con las 3 fuentes de C. 
Para determinar características en cuanto a su relación con el O2 se evaluó en el medio 
RMR la formación o no de una película o velo. Se espera que aquellas bacterias móviles 
crezcan mas allá del recorrido que traza el tip al inocular el medio semisólido. Además, 
las móviles que presenten preferencias hacia un rango estrecho de concentración de O2 
desarrollarán una película o velo. Esta evaluación se realizó únicamente para aquellos 
inóculos con buen crecimiento hasta el 7º día y por triplicado. Para casi todos los 
aislamientos se evidenció movilidad y para algunos se observó formación de velo o 
película. En la tabla 6 se resumen las características de los aislamientos que fueron 
seleccionados de cada perfil ARDRA. 
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 Tabla 6- Resumen de las características de los aislamientos identificados.  

Aislamientos  
 

Perfil ARDRA  y 
Filiación taxonómica 

 

Morfología de la 
colonia 

 

Morfología al 
microscopio  

Formación de 
velo  

(tres 
repeticiones) 

28R I - Enterobacter 
 

Blanca brillante  
 

Cocobacilos 1  

97S II - Roultella 
 

Blanca grande y densa 
 

Cocobacilos  No 

101S III- Pseudomonas 
Blanco-crema.  

Difunde amarillo 
Bacilos cortos No 

45R II- Enterobacteriaceae 
 

Blanca, borde irregular
 

Cocobacilos 1 

46R III -Pseudomonas Crema, brillante, gde. 
Difunde amarillo  

Cocobacilo 
 

2  

68T III-Pseudomonas 
Gomosa.  

Difunde amarillo. 
Bacilos cortos N/D 

34R IV - Pseudomonas 
Blanca circular 

diminuta, difunde 
amarillo   

Bacilos largos 2  

48R V -Sin determinar 
 

Blanco-crema rugosa  
 

Cocobacilos 2  

99S VI -Achromobacter 
 

Blanco-seco, cremosa 
 

Bacilos cortos No 

55T VII -Ochrobactrum 
 

Blanca amarillosa  
 

N/D N/D 

 
 DISCUSIÓN 
 
La selección de plantas capaces de establecer asociaciones con organismos diazotrofos 
que realicen FBN, en las condiciones que el cultivo puede desarrollarse, es una vía 
indiscutible para paliar el problema de la lixiviación de nitratos provenientes de la 
agricultura. Además del ahorro que significa considerando que, por ejemplo para el 
cultivo de maíz, los fertilizantes nitrogenados representan el 75% de los costos de 
fertilización y el 40% de los costos totales de producción del cultivo (Machado et al., 
1998), aunque muchas veces no se pueda cubrir la totalidad de la demanda de N por 
medio de la FBN (Riggs et al., 2001). Con este objetivo se han realizado desde la 
década del 70 esfuerzos para comprender y utilizar la FBN en otros cultivos diferentes a 
las leguminosas. Similar a lo que ocurre en la asociación leguminosa-Rhizobium, se ha 
observado que la variedad del cultivo, especie e incluso subespecie de bacteria que se ha 
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asociado a ese cultivo, capacidad del microorganismo para sobrevivir a las condiciones 
impuestas para el cultivo (como infectividad, competencia con otras bacterias, baja 
sensibilidad a la fertilización nitrogenada, etc) son algunos de los variables mencionadas 
al evaluar la FBN. 
 
El presente estudio se enfocó en caracterizar una población de diazotrofos asociada a 
una variedad de maíz que mostró disminución de la captación de N atmosférico cuando 
fue fertilizada con nitrógeno (Montañez et al., 2008). 
 
Aislamiento de diazotrofos 
 
En este trabajo se utilizaron para el aislamiento de diazotrofos, 3 medios semisólidos sin 
nitrógeno que varían en su composición. Los medios de cultivo utilizados son 
semiselectivos ya que la presencia de trazas de N proveniente de los reactivos (incluida 
el agua destilada) hace posible el crecimiento de organismos que utilizan N combinado 
(Hill y Postagate, 1969). Por esta razón siempre que se investigan poblaciones de 
diazotrofos es necesario confirmar éste carácter por algún otro método. En el presente 
trabajo la confirmación del carácter diazotrofo fue hecha evidenciando la presencia del 
gen nifH en los aislamientos obtenidos. Los primers utilizados son primer degenerados 
y diseñados para amplificar el gen que codifica para las nitrogenasa y nitrogenasas 
alternativas (las dependientes de Va y Fe o solo dependiente de Fe) (Yeager et al., 
2003) cubriendo así la totalidad de organismos diazotrofos conocidos. Con el protocolo 
de PCR utilizado, el 22% de los aislamientos recuperados a partir de los medios sin N 
resultaron portadores del gen nifH. Cabría esperar un mayor porcentaje de aislamientos 
confirmados teniendo en cuenta los sucesivos repiques realizados en medios selectivos 
sin nitrógeno previos al aislamiento final del que se obtiene el ADN para la PCR. La 
explicación del alto porcentaje de aislamientos que no amplificaron el gen nifH podría 
estar en la base de la técnica de PCR. A pesar de que se utilizaron primers degenerados 
intentando abarcar la mayor diversidad de secuencias posibles, existen evidencias que 
señalan que variaciones en un solo par de bases del molde producen cambios decisivos 
en la hibridación del oligonucleótido con el ADN molde y por lo tanto en los 
parámetros óptimos para la PCR (Reisembach et al., 1992; Suzuki y Giovannoni, 1996).  
Diferentes sesgos  son inevitables en los estudios de diversidad de una  comunidad 
microbiana cuando se utiliza la técnica de PCR. Más específicamente, Bürgmann et al. 
(2004) compararon los productos de amplificación con un primer universal para 
diazotrofos y con diferentes sets de primers diseñados para diferentes grupos de 
diazotrofos. El primer universal no amplificó tres especies de referencia (de tres géneros 
diferentes) de las seis utilizadas estando todas contempladas en el diseño del primer 
universal. Esto demuestra que es casi imposible abarcar la totalidad de los diazotrofos 
utilizando primers degenerados.  
 
De los tres medios utilizados, el medio LGI fue el que permitió recuperar un mayor 
número de aislamientos. Si bien este medio fue asociado originalmente con la selección 
de Azospirillum amazonensis, en él se pueden seleccionar una amplia variedad de otras 
especies y géneros (Baldani y Baldani, 2005), como ocurrió en este estudio. Además de 
la composición,  otras variables del medio de cultivo como el pH y la temperatura 
juegan un papel determinante al intentar recuperar un organismo dentro de una 
comunidad, especialmente aquellos con requerimientos especiales. Al comparar con 
ensayos anteriores como el de Montañez et al., (2008), se observa que fue mayor el 
número de aislamientos obtenidos a partir del medio jNFb (una variación del medio 
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NFb que permitió el aislamiento del género Spirillum y la descripción y creación del 
género  Azospirillum (Baldani y Baldani, 2005). 
 
El nº de diazotrofos obtenidos en el muestreo de raíz fue ampliamente superior al de  los 
de los muestreos de suelo y tallo. Resultados similares fueron observados en un estudio 
de   poblaciones de diazotrofos asociados a dos cultivares de maíz (Roesch et al., 2006) 
donde los autores concluyen que la raíz es, independientemente del tipo de cultivar y el 
estado fenológico del cultivo, el sitio preferencial de colonización explicando que 
posiblemente esto ocurra por la mayor disponibilidad de fuente de carbono junto a una  
menor competencia dentro de los tejidos. 
En este estudio el nº de aislamientos obtenidos nos da una primera idea de la diversidad 
de la población estudiada ya que la morfología de las colonias fue el primer "filtro" 
utilizado para la selección de los aislamientos y su posterior análisis de diversidad a 
nivel molecular. Un segundo parámetro de diversidad utilizado en este trabajo fue 
genético a través del análisis de perfiles de ARDRA y GTG-PCR. Utilizando éstos 
métodos fue el tejido de raíz el que produjo mayor diversidad, independientemente de la 
dosis de N aplicado. Estos resultados difieren con los encontrados por Roesch et al., 
(2008) donde se analizó la diversidad de poblaciones de diazotrofos asociados a 
rizósfera y tejidos de raíz y tallo de maíz por métodos independientes de cultivo, en base 
a fragmentos del gen nifH y posterior secuenciación de los mismos; los resultados 
indicaron que la mayor diversidad se encontró en rizósfera. La sensibilidad de la 
amplificación por PCR para detectar cantidades muy pequeñas de ADN además de 
evitar el filtro que implican las condiciones de cultivo hace a las técnicas independientes 
de cultivo las preferidas a la hora de estudiar  diversidad.   
En nuestro estudio muchos de los aislamientos endófitos no fueron detectados en 
rizósfera. El orígen de estas poblaciones podría estar en el interior de las semillas, 
inoculados por insectos fitófagos (lo cual es improbable en las condiciones en las que 
fueron cultivadas las plantas) o en la rizósfera en un número tan bajo que no fue posible 
cultivarlos; esta última hipótesis sería consistente con los resultados de Roesch et al., 
(2008).  
 
El nº de aislamientos obtenidos de las plantas sin fertilización fue menor al de las 
plantas fertilizadas. De los 7 perfiles ARDRA diferenciados entre el total de los 
aislamientos 6 fueron encontrados en las plantas fertilizadas con 80 Kg de N/há; en 
cambio, de las plantas sin fertilización y con 40 Kg N/há se obtuvieron 3 perfiles 
diferentes en cada una.  
En suelo se han informado anteriormente tanto aumento como decremento en la 
diversidad de bacterias totales en función de la aplicación de N, y estas variaciones 
pueden ser explicadas por el estado previo del suelo, sobre todo la relación C/N 
(Demoling et al., 2008). La diversidad de diazotrofos en suelo sin carencia de C, se ha 
observado que puede aumentar cuando se fertiliza hasta con 150 Kg de N/há (Teng et 
al., 2009), lo que puede explicarse por una mejora en las condiciones nutricionales  que 
permiten un buen desarrollo de cualquier especie incluidos los diazotrofos.  
 
Varios autores han estudiado el efecto de la fertilización sobre las poblaciones de 
diazotrofos asociados a maíz (rizosféricos y endófitos). Piceno y Lovell (2000) han 
estudiado el efecto a corto plazo (2 y 8 semanas) que tiene la aplicación de N en dosis 
hasta el doble de la que utilizamos en nuestro estudio (16,3 g/m2) sobre suelo rizosférico 
y han observado estabilidad de la comunidad de diazotrofos. Cohelo et al., (2009) 
estudiaron el efecto de la fertilización con 120 Kg.N/há. respecto a la fertilización con 
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12 Kg.N/há sobre la diversidad de diazotrofos rizosféricos, para dos cultivares de sorgo 
bicolor. Para ambos cultivares se observó reducción en la diversidad y abundancia de 
las poblaciones presentes en las plantas con fuerte fertilización respecto a las 
ligeramente fertilizadas, pero la magnitud de los cambios fue muy superior en uno de 
los cultivares. En forma similar, Tan et al. (2003)  en un estudio en plantas de arroz, 
observaron que la fertilización produjo disminución de la diversidad de la población de 
diazotrofos endófitos de raíz y disminución de la abundancia.  
 
Estos resultados se contradicen con la tendencia encontrada en este trabajo para 
endófitos, donde la fertilización provocó un aumento en el número y diversidad de 
diazotrofos en raíz y tallo.  Se detectaron tres perfiles ARDRA (V, VII de raíz y tallo y 
VI de suelo) únicamente en el tratamiento con 80 KgN/há. Si bien cabe resaltar que se 
trató de un solo aislamiento de cada perfil, podemos suponer que en estos casos la 
fertilización aumentó la abundancia de estos organismos permitiendo que fueran 
detectados lo que aumentó la diversidad total observada. Esto también podría ser 
explicado por la menor competencia que significó la ausencia de algunas cepas 
pertenecientes a los perfiles ARDRA II y III; los aislamientos con perfiles II y III 
mostraron una tendencia a disminuir su diversidad con la fertilización máxima.   
 
Sin embargo, para las muestras de suelo al observar los perfiles ARDRA vemos 
aumento de la diversidad con dosis media pero una disminución a dosis máxima, y 
según perfiles GTG-PCR se observa una disminución progresiva de la diversidad a 
medida que aumenta la dosis de N. Debemos considerar que en el caso de las muestras 
de suelo se cuenta con un bajo número de aislamientos lo que podría estar llevando a 
cometer errores en las consideraciones. 
 
Una especie endófita muy estudiada es Acetobacter diazotrophicus; en caña de azúcar 
Fuentes-Ramirez et al., (1999) y en plantas de piña Tapia-Hernández et al., (2000) han 
observado disminución e incluso desaparición de este microorganismo cuando las 
plantas crecen con fertilización. En cambio para Muthukumarasamy et al., (1999), la 
población de A. diazotroficus y Herbaspirillum en caña de azúcar no se ven afectadas de 
la misma forma por la fertilización y considera la posibilidad de que no sea la acción 
directa del fertilizante sobre las bacterias sino los cambios fisiológicos que éste  produce 
en la planta lo que afecta la colonización de las bacterias. Muñoz-Rojas y Caballero-
Mellado (2003) estudiaron la población de tres cepas diferentes de A. diazotrophicus en 
diferentes cultivares de caña de azúcar y con diferentes niveles de fertilización y 
concluyeron que la población disminuyó drásticamente  en relación a la edad de la 
planta, la dosis de N utilizada, la cepa y cultivar  estudiados.  
 
En síntesis, entre la bibliografía consultada la tendencia general es hacia la disminución 
de la diversidad en las poblaciones de diazotrofos cuando están sometidos a altas dosis 
de N asimilable; pero las condiciones iniciales del suelo en cuanto al contenido de 
carbono, la edad y genotipo de la planta son variables que pueden afectar estas 
mediciones, sobre todo para los endófitos en los que los mecanismos de colonización de 
los tejidos pueden estar muy determinados por la planta (Iniguez et al., 2004). En el 
presente trabajo si bien se observó un aumento en la diversidad total cuando se aplica 
fertilización, se ve que para algunos géneros la diversidad disminuye. En  los estudios 
de Cohelo et al., (2009) y Tan et al. (2003) donde la diversidad total disminuyó también 
pudieron observarse genotipos que prosperaron en condiciones de alta fertilización 
nitrogenada. 
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Identificación de los aislamientos  
Los aislamientos fueron agrupados según perfiles generados mediante la restricción de 
un fragmento de 1500 pb del 16S rADN con la enzima MspI, obteniéndose 7 grupos 
nombrados del I a VII. Uno o más representante de cada grupo fue seleccionado para la 
secuenciación de una hebra de aprox. 800 bases nucleotídicas de este gen. Esa secuencia 
fue contrastada con secuencias registradas en dos bases de datos (Genbank y Ribosomal 
Data Base Proyect). A continuación se resumen algunas características de cada una de 
las especies o géneros identificados.  
  
El aislamiento 28R, (perfil I) fue asociado a la especie Enterobacter ludwigii. 
Aislamientos con este perfil fueron recuperados únicamente de raíz de las plantas 
fertilizadas y sin fertilizar. La especie Enterobacter ludwigii fue descrita en el 2005 
como una nueva especie dentro del complejo Enterobacter cloacae (Paauw et al.,  
2008). Es un bacilo Gram negativo,  móvil, fermentativo. Puede ser diferenciada entre 
otras especies del género por su crecimiento en mio-inositol y 3-o-metil-d-
glucopiranosa. Fue aislado por primera vez de muestras clínicas (Hoffmann et al., 
2005). Bacterias fijadoras de N relacionadas a Enterobacter cloacae fueron aisladas de 
la superficie e interior de plantas de banana, aunque sin poder ser claramente afiliadas a 
una especie (Martínez et al., 2003). E. ludwigii ha sido aislada de tejido de raíz de 
plantas de arroz (Mano y Morisaki, 2008) y de Lolium perenne con capacidad de fijar N 
y promover el crecimiento vegetal mediante varios mecanismos (Shoebitz et al., 2009).  
 
Los dos aislamientos secuenciados con perfil de restricción II fueron asociados a 
géneros distintos dentro de la familia Enterobacteriaceae (Raoultella y Enterobacter/ 
Pantoea). Esto demuestra que el análisis de ARDRA con MspI para estos géneros de la 
familia Enterobacteriaceae no permite su diferenciación. Es necesario un análisis más 
minucioso de los aislamientos con perfil II para determinar a que género pertenecen.  
 
Aislamientos con perfil II fueron recuperados en suelo, tallo y en mayor cantidad de raíz 
de plantas fertilizadas con 40 KgN/há más que con 80 KgN/há y no fueron aisladas de 
plantas sin fertilización. 
 
El aislamiento 97S, (perfil II) fue asociado a la especie Raoultella terrígena.  Klebsiella 
terrígena originalmente fue descripta como una especies nueva por Izard et al., (1981) y 
reubicada posteriormente por Drancourt et al., (2001) como Raoultella terrígena. Son 
células Gram-negativas, no móviles, encapsuladas, no forman esporas, con forma de 
bacilos rectos, colonias más o menos cóncava y con grado variable de viscosidad. Son 
anaeróbicas facultativas y, a diferencia de Klebsiella, son capaces de crecer a 10ºC.  
Estas bacterias aisladas de suelo y agua son encontradas también como patógenos 
oportunistas en animales y humanos inmunocomprometidos (Brisse y van Duijkeren, 
2005).  Se ha informadola capacidad de fijar N en bacterias de ésta especie en cultivo 
puro (Zlotnikova et al., 2007). Según la revisión bibliográfica realizada esta especie 
bacteriana no se ha detectado como endófitas de plantas. 
 
Al aislamiento 45R, (también con perfil II) no fue posible asignarle un género ya que 
con igual porcentaje de homología se asociaron secuencias correspondientes a 
Enterobacter ludwigii y Pantoea aglomerans.  La similitud del segmento secuenciado 
para estos dos géneros impide identificarlo claramente; la misma dificultad fue referida 
por Shoebitz et al., (2009) quien caracterizo una cepa de E. ludwigii como promotora 
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del crecimiento vegetal. Analizando estos resultados, vemos que los dos aislamientos 
cuya secuencia del 16S los relaciona a E. ludwigii presentan perfiles ARDRA diferentes 
(I y II), por lo que sería inesperado que dos organismos con perfiles de ARDRA 
distintos representaran a la misma especie. Frente a esta situación, podríamos secuenciar 
un segmento mayor del gen 16S rADN para abarcar mas regiones hipervariables que 
permitieran una mejor definición o identificarlos con pruebas bioquímicas. P. 
agglomerans es común encontrarla como una especie aislada de la rizosfera o el interior 
de plantas, se obtuvieron aislados relacionados a Pantoea de muestras provenientes de 
tejido de raíz de plantas de maíz (Montañez et al., 2008).  
 
Varios aislamientos secuenciados con perfiles de restricción III y un aislamiento con 
perfil IV fueron identificados como Pseudomonas spp. no pudiéndose identificar la 
especie ya que fueron asociados a especie diferentes. Para estos casos también se aplica 
la posibilidad de aumentar el tamaño del segmento secuenciado para mejorar la 
definición. El género Pseudomonas, compuesto por bacilos Gram-negativos aerobios 
estrictos no formadores de esporas, con flagelo polar esta asociado en numerosos 
estudios a la promoción del crecimiento vegetal pero son pocas las especies descritas 
como fijadoras de N. En general el género Pseudomonas es frecuentemente revisado y 
se incluyen y excluyen especies de las listas de especies aprobadas en diferentes años 
(Anzai et al., 2000). Es un género de gran diversidad funcional y genética y al parecer 
de gran variabilidad. Las siguientes especies fueron señaladas como fijadoras de N: P. 
stutzeri, P. diazotrophicus, P. saccharophila, P. paucimobilis y P. azotocolligan (Eady 
et al., 1992). También se han encontrado  bacterias de este género fijadoras de N 
asociadas a líquenes privados de cianobacterias, aunque no ha sido identificada la 
especie (Liba et al., 2006). 
 
En este trabajo los aislamiento 46R, 68T y 101S (perfil III) (los tres difunden pigmentos 
amarillo-verdoso al medio) fueron asociados a las especies P. fluorescens, P. syringae,  
P. koreensis y P. migulae. Este perfil no solo fue recuperado en todas las plantas y 
zonas sino que también fue el más abundante.  
El aislamiento 34R, (perfil IV, muy similar al perfil III) (también difunde pigmento 
amarillo-verdoso) fue asociado a Pseudomonas veronii y P. fluorescens. Un único 
aislamiento con este perfil fue  recuperado de tejido de raíz de la planta sin fertilización. 
Todas las especies con las que se encontró homología excepto P. koorensis pertenecen 
al grupo de las pseudomonas fluorescentes  
www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root). El grupo de 
pseudomonas fluorescentes es llamado así por su característica producción de 
sideróforos de color amarillo -verdoso que fluorescen bajo luz UV. Esta característica 
permite descartar a la especie P. koorensis en la identificación. La variedad de 
sideróforo pueden también permitir discriminar entre algunas especies 
(siderotipificación) aunque en este caso no permitiría la diferenciación entre  P.migulae 
y P. syringae ya que el sideróforo producido por ambas es el mismo (Meyer et al., 
2002). 
  
Pseudomonas fluorescens es una especie oportunista reconocida desde hace mucho   
tiempo por su diversidad genética, fisiológica y funcional. En un análisis taxonómico                             
realizado dentro de esta especie, se describieron 7 biotipos. La identificación clásica 
(bioquímica) de esta especie dentro del grupo más general de pseudomonas 
fluorescentes es bastante compleja debido a la diversidad antes mencionada (Stainer et 
al., 1966). La secuenciación del genoma completo de 3 cepas de P. fluorescens ha 
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proporcionado la oportunidad para la realización de estudios comparativos que muestran 
un alto e inesperado grado de diversidad. Normalmente, diferentes cepas de una misma 
especie se esperaría que mostraran una superposición sustancial de los genes centrales 
del genoma. Por ejemplo, cinco genomas secuenciados de P. aeruginosa comparten 
entre el 80%-90% de sus genes, mientras que tres genomas de P. fluorescens comparten 
sólo el 61% de sus genes y tienen un bajo promedio de identidad de nucleótidos. Por 
estos motivos se revisa nuevamente la clasificación de estos organismos (Silby et al., 
2009).  
 
La especie Pseudomona syringae ha sido aislada de los tejidos enfermos de un gran 
número de especies de plantas (Iacobellis, et al. 2003); originalmente clasificadas como 
especies diferentes, hoy están agrupadas como diferentes patovares de  P. syringae. 
Estos microorganismos tienen flagelos polares, con pocas excepciones produce 
pigmentos fluorescentes, es oxidasa y arginina dihidrolasa negativo (fenotipos que lo 
distinguen de la mayoría de las demás pseudomonas fluorescentes) (Young, 1991). 
 
Las bacterias pertenecientes a la especie Pseudomonas migulae son positivas para las 
pruebas de oxidasa, catalasa, arginina y dihidrolasa y móviles por medio de un solo 
flagelo polar, producen un pigmento fluorescente sobre medio King B. Crecen entre 4 y 
36 °C, pero no a 41 °C. No se acumula Poli-B-hidroxibutirato. Las colonias en agar 
nutriente son circulares y no pigmentadas. Todas las cepas se han aislado de aguas 
minerales naturales (Elomari et al., 1996) 
 
Pseudomonas veronii es una especie de bacilos Gram -, produce pigmento fluorescente, 
móviles, con un solo flagelo, aislado por primera vez de agua mineral natural en Francia 
por Elomari, et al. (1996). Basado en  el análisis del 16S rARN, P. veronii ha sido 
ubicado en el grupo de Pseudomonas fluorescentes (Anzai et al., 2000).  
 
El aislamiento 99S (perfil VI) fue asociado a Achromobacter (o Alcaligenes) 
xylosoxidans y A. faecalis. Fue el único aislamiento con este perfil y fue recuperado de 
suelo. Alcaligenes xylosoxidans tiene forma de bacilo recto Gram-negativo, no formador 
de esporas,  móviles con flagelos peritricos, estrictamente aeróbicos (Yabuuchi y Yano, 
1981). A. xylosoxidans es la especie tipo del género Achromobacter que se ha aislado de 
muestras clínicas (Ramos et al., 1996) y recientemente se aisló como endófita de plantas 
de trigo con actividad nitrogenasa, producción de AIA y solubilización de P (Jha y  
Kumar, 2009). Por otro lado, las bacterias de la especie Alcalígenes faecalis son 
cocobacilares, Gram-negativas, no oxidan glucosa y se han obtenido aislamientos 
fijadores de N2 desde arroz que en principio fueron identificados como A. faecalis y que 
luego de un análisis más detallado resultaron pertenecer a A. stutzeri (Desnoues et al., 
2003). 
 
El aislamiento 55T (perfil VII), fue asociado a Ochrobactrum  triticci y O. antrophi, fue 
el único aislamiento con este perfil y fue recuperado de tallo. La especie O. triticci fue 
aislada y descrita por primera vez de suelo y rizosfera de trigo (Lebuhn et al., 2000). 
Son bacilos cortos Gram-negativos, muy móviles por flagelos peritricos o subpolares, 
aeróbicos, oxidasa y catalasa positivos. Crece entre 4º y 40 ° C (óptimo 30 °C) y entre 
los valores de pH de 3 y 9 (el pH óptimo 6 ± pH 7). Las colonias son opacas y mucoide 
y sin desarrollo de pigmento observado. A nivel del genoma, O. tritici es claramente 
diferente de otras especies del género Ochrobactrum en la composición del ADN total, 
pero por heterogeneidad de secuencia del 16S rADN es posible diferenciarlo de otras 
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especies del género pero no de O. antrophi. La mayoría de las cepas que se disponen de 
O. anthropi están aislados de muestras clínicas humanas, en particular de las personas 
inmunocomprometidas, existen algunos informes sobre la presencia de O. anthropi en el 
suelo, en el trigo y en los tejidos internos de las raíces, pero la identificación fue basada 
únicamente en caracteres fenotípicos (Aguillera et al., 1993; McInroy y Kloepper, 1994; 
Sato y Jiang, 1996).  
 
La secuenciación del 16S rADN permitió para la mayoría de los aislamientos 
secuenciados la identificación a nivel de género, con excepción de  2 aislamientos  que 
fueron identificados a nivel de especie y de un aislamiento que sólo fue posible 
asignarle  familia. La fidelidad o peso que puede tener cierto porcentaje de homología 
en general es mayor cuanto mas largas sean las secuencias comparadas. En este sentido 
sería posible mejorar la identificación secuenciando un fragmento mayor del gen e 
incluso sus dos hebras. Aún así, no siempre se logra diferenciar una especie de otra muy 
cercana y el % de homología para el gen 16S rADN puede incluso disminuir cuando  
aumentan los tamaños de las secuencia comparadas. Al mismo tiempo algunos grupos 
de organismos comparten casi idénticas secuencias de 16S rADN pero han mostrado un 
% de hibridación de su ADN total mucho menor que 70% lo que indica que pertenecen 
a especies diferentes. Un numero demasiado elevado de variaciones acumuladas en la 
secuencia (lo cual es altamente probable en las regiones hipervariables del gen) también 
podría simular falsas identidades (Stackebrandt y Goebel, 1994). En nuestro caso para el 
aislamiento 45R (perfil II) parece que estas falsas identidades llegan a nivel de género 
aunque es probable que esto sea debido a una baja calidad de la secuencia. Sin embargo 
al aislamiento 97S, (también perfil II) fue posible asociarlo a un género preciso: 
Raoultela. El análisis de ARDRA con la enzima MspI para la familia Enterobacteriae no 
permite la diferenciación entre géneros por lo que sería necesario digerir con más de una 
enzima.  
Por otra parte para los aislamientos identificados como Pseudomonas, la similitud de la 
secuencia de ADN para diferentes especies impidió su identificación a este nivel. 
Además, no sabemos si la digestión con MspI es o no capaz de diferenciar especies, ya 
que los tres aislamientos presentan altos % de homología con los mismas 4 especies.  
La diferencia en el poder de discriminación taxonómica del ARDRA con MspI puede 
ser entendida por factores como: i) que los procariotas no evolucionan isocrónicamente 
y hay géneros más homogéneos que otros (en nuestro caso concuerda con las evidencias 
de que el género Pseudomonas es mas heterogéneo que los otros analizados) ii) los 
taxones género y especie se han definido tradicional y principalmente por características 
fenotípicas (ejemplo patogenicidad en humanos, animales o plantas) que no siempre se 
correlacionan con grandes diferencias a nivel del  16S rADN en términos de mutaciones 
puntuales como las que se analizan con las enzimas de restricción. Para aumentar el 
poder de resolución deberíamos realizar la restricción del ADN  con más de una enzima 
evaluando así un número mayor de polimorfismos.  
 
Diversidad bacteriana asociada a maíz 
En el presente trabajo los representantes de gamma Proteobacteria fueron ampliamente 
predominantes; descripciones previas de la diversidad de bacterias asociadas a maíz 
(Chelius y Triplet 2001) y diazotrofas asociadas a maíz (Roesch et al., 2008) mostraron 
predominancia de alfa y beta proteobacteria y, tanto en este último como en la mayoría 
de los trabajos de diazotrofos asociados a maíz, se ha señalado la presencia de los 
generos Azotobacter y Azospirillum (García de Salomone y Dobereiner 1996; Baldani et 
al., 1997), ambos ausentes en este trabajo. Resultados similares fueron observados en 

 32



un estudio de bacterias en raíces de arroz donde Ueda et al.(1995) utilizando el primer 
19F (el mismo que se utilizó en la primer PCR para amplificar el gen nifH en el presente 
trabajo) no obtuvieron evidencia de estos géneros ampliamente señalados como 
asociados a arroz. En su caso, fue analizado como consecuencia de la selección al azar 
de un nº limitado de clones pero, dado que en nuestro estudio la selección de clones fue 
diferente y más exhaustiva podríamos pensar, consistentemente con lo analizado mas 
arriba, que hubo un efecto de sesgo en contra de estos géneros debido a la utilización de 
este primer.  
 
Dentro del grupo gamma-Proteobacteria, del total de aislamientos el 50% correspondió 
a perfiles asociados al género Pseudomonas; le siguen los asociados a los géneros 
Raoultella y Enterobacter con el 35%. El género Pseudomonas fue el más abundante 
tanto en el total como en cada zona en particular: entre los aislamientos de suelo el 50% 
correspondió a Pseudomonas, dentro del tejido de raíz el 25% y en tejido de tallo el 
50%. En estudios anteriores en suelos rizosféricos de diversas plantas la proporción de 
Pseudomonas se ha mostrado abundante y dentro de ella muchas han mostrado FBN 
(Chan y et al., 1994). El género Pseudomonas también se ha señalado como uno de los 
más importantes como endófitos de diversas plantas (Hallmann et al., 1997),  asociado a 
maíz se ha encontrado como el más abundante (entre 40% y 50%) en un estudio 
realizado con cultivos crecidos en tres tipos de suelo (Hernández et al., 2003). Es 
probable que el experimento analizado en este trabajo hubiera en la rizósfera un número 
elevado de estas bacterias lo que explicaría también la gran diversidad de cepas 
recuperadas, muy superior a la observada para las otras especies.  
Por otro lado, no se ha señalado este género como predominante dentro del grupo de los 
diazotorfos rizosféricos o endofíticos de plantas por lo que parecería que alguna de las 
condiciones impuestas en este estudio ha generado un importante sesgo a favor del 
género. Podríamos pensar en un sesgo impuesto por el método de confirmación del 
carácter de diazotrofo, es decir que el primer utilizado en la reacción de PCR que 
amplificó el gen nifH se hibridó con mayor eficiencia en la secuencia de los 
aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas. Una forma de evitar este sesgo 
seria realizar la confirmación con mas de un sets de primer (Burgman et al., 2004). Lo 
que ocurre con los métodos que utilizan PCR para reconocer estos organismos es 
similar a lo que ocurrió por la década del 70 con los medios de cultivo: fue posible 
seleccionar nuevas especies en la medida que se ensayaron nuevas variantes del medio 
NFb. Existen otros medios de confirmación, el más común es el ensayo de reducción de 
acetileno (ARA), en este caso la elección de las condiciones del experimento también 
dejaría afuera muchas bacterias ya que la FBN es un proceso se cumple en un rango 
estricto de condiciones. De todos modos, sería interesante analizar la actividad 
nitrogenasa en los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas como forma de 
confirmar su capacidad de fijar N2 ya que no presentaron homología con especies con 
esta capacidad reportada anteriormente.  
 
No hay un único método para seleccionar diazotrofos que pueda recuperarlos a todos, de 
modo que cada variante en la metodología puede enriquecer nuestro conocimiento de 
las poblaciones como es el caso de las técnicas independientes de cultivo. 
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CONCLUSIONES  
Fue cumplido nuestro objetivo de caracterizar la fracción cultivable de la población de 
diazotrofos asociada a la  variedad PAU 871 de maíz.  
 
• Se aislaron un total de 37 bacterias asociadas a maíz con capacidad de crecer en 

medios semisólidos sin N y con presencia del gen nifH. 
• Todos los aislamientos resultaron bacilos o cocobacilos gram negativos, formadores 

de colonias aproximadamente circulares de colores que van del blanco al amarillo 
pálido. 

• Todos fueron capaces de crecer aislados en medio semisólido sin N y con sucrosa, 
manitol o ácido málico como única fuente de carbono. 

• En relación con el oxígeno fueron observados aerobios, microaerofílicos y 
aerotolerantes. 

• El mayor % de aislamientos fue obtenido de tejido de raíz. 
• El mayor % de aislamientos fue obtenido de las plantas fertilizadas con N 

independientemente de la dosis. 
• La técnica de ARDRA permitió agrupar los aislamientos en 7 grupos. 
• La secuenciación del 16S rADN permitió la identificación a nivel de género de 6 

aislamientos, a nivel de familia de un aislamiento y a nivel de especie de 2 
aislamientos. Los géneros identificados fueron Pseudomonas, Enterobacter, 
Raoultela, Alcalígenes, Ochrobactrum; las especies fueron Raoultela terrígena y 
Enterobacter ludwigii y la familia Enterobactereaceae. 

• La digestión del 16S rDNA solamente con MspI para la familia Enterobacteriaceae 
no permitió discriminar entre los géneros Enterobacter, Pantoea y Raoultella y para 
el género Pseudomonas no permitió discriminar entre especies. 

• El género Pseudomonas fue el más abundante, tanto en raíz, tallo o suelo.  
• Algunos perfiles ARDRA fueron encontrados exclusivamente en una zona de la 

planta: en tejido de raíz  perfiles I, IV y V; en tallo perfil VII; en suelo perfil VI.  
• Se realizó la diferenciación genotípica de cepas por perfiles de GTG-PCR y se 

encontró gran diversidad dentro de cada perfil ARDRA . 
• A nivel de  cepas ninguna fue recuperada  en más de una zona de la planta.  
• Cuando la planta crece con fertilización se observó aumento de la diversidad de 

bacterias endófitas evidenciada por mayor número de perfiles ARDRA, perfiles 
GTG-PCR y nº de aislamientos y una disminución de la diversidad de bacterias 
rizosféricas.  

 
 
Todos los aislamientos de diazotrofos obtenidos son conservados congelados en glicerol 
en el Laboratorio de Microbiología de Facultad de Agronomía donde se realizó este 
trabajo. 
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Perspectivas futuras  
La necesidad de aumentar nuestro conocimiento sobre la relación planta-
microorganismo tuvo y tiene como objetivo inmediato la adopción de sistemas de 
cultivo en los que esa relación sea óptima para beneficio del hombre y su ambiente. El 
punto de partida para llegar a este objetivo son los programas de mejoramiento genético 
en plantas que contemplen la característica "potencial FBN". Pensando luego en la 
utilización de inoculantes en el cultivo es que se busca identificar las principales cepas 
de bacterias que aportan N. 
 
El cultivar estudiado nos permitió observar las características de la fracción cultivable 
de una  población de diazotrofos. Para continuar deberíamos saber si las bacterias que 
están realizando el principal aporte de N por FBN pertenecen a alguno de los 
aislamientos obtenidos en este trabajo o si por el contrario no han podido ser cultivadas. 
Una primera aproximación puede ser evaluar el efecto que tiene sobre la FBN la 
inoculación de una planta de maíz con cultivos puros de los diferentes aislamientos 
obtenidos.  
 
Tomando en cuenta los antecedentes que muestran que, en esta variedad de maíz 
utilizada, las plantas sin fertilización evidenciaron altos niveles de FBN, mientras que 
las fertilizadas con N mostraron una disminución de los niveles de FBN (Montañez et 
al., 2008); vemos que la diversidad de la población de diazotrofos en si no estaría 
garantizando buenos niveles de FBN. ¿Podrían ser los aislamientos recuperados en las 
plantas sin fertilización y ausentes en las plantas fertilizadas los principales 
responsables de la FBN observada? ¿El N aplicado afecta directa o indirectamente a 
estos aislamientos "intolerantes" a la fertilización? Determinar si son una o más de una 
las cepas que aportan el N mediante la fijación, si son cultivables o no, si son capaces o 
no de acompañar el crecimiento de la planta son preguntas de importancia práctica a la 
hora de pensar en la posibilidad de manejo de cultivos con inoculación. 
 
Por otro lado, es necesario confirmar mediante técnicas independientes de cultivo la 
observación del aumento de la diversidad de diazotrofos endofitos cuando la planta 
crece con fertilización nitrogenada así como  su relación con la abundancia. 
 
Teniendo en cuenta que el género Pseudomonas tuvo la mayor representación entre los 
aislamientos y fueron relacionados a especies que no han sido reportadas anteriormente 
como capaces de realizar FBN (Pseudomonas syringae, P. migulae. y P. fluorescens), 
sería interesante medir la actividad nitrogenasa de estos aislamientos y realizar una 
caracterización genética y bioquímica más profunda. 
 
Otro aspecto importante sería estudiar la colonización y desarrollo de los aislamientos 
correspondientes a los perfiles I, IV, V, VI y VII que solo fueron encontrados en una 
zona de la planta (raíz para los tres primeros, suelo y tallo respectivamente).  
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APENDICE I 
 
MEDIOS DE CULTIVO  

 
LGI        jNFb  
Componentes cantidad 
Sucrosa 5.0 g 
K2HPO4 0.2 g 
KH2PO4 0.6 g 
MgSO4.7H2O 0.02 g 
CaCl2.2H2O 0.002 g 
Na2MoO4.2H2O 0.002 g 
Azul de bromotimol al 0.5% 
 en 0.2 N KOH 5 ml 
FeCl3 0.010 g 
pH  6 
Solución de vitaminas* 1 ml 
Agar 4.0 g 
Agua   1litro 

Componentes cantidad 

DL- malic acid 5.0 g 
K2HPO4 1.5 g 
MgSO4.7H2O 0.20 g 
NaCl.2H2O 0.02 g 
Solución de micronutrients** 2.0 ml 
Azul de bromotimol al 0.5%  
en 0.2 N KOH 2.0 ml 
FeEDTA 1.64% sol. 4.0 ml 
pH  6 
Solución de vitaminas * 1 ml 
Agar 4.0 g 
 Agua   1 litro 

 
JMV                     RMR  
Componentes cantidad 
manitol 5.0 g 
K2HPO4 0.6 g 
KH2PO4 1.8 g 
MgSO4.7H2O 0.2 g 
NaCl  0,1 
CaCl2.2H2O 0,02 
Na2MoO4.2H2O 0.002 g 
Solución de micronutrients** 2.0 ml 
Azul de bromotimol al 0.5%  
en 0.2 N KOH 2.0 ml 
CaCl2 0.02 g 
EDTA 0.06 g 
FeCl3 0.01 g 
pH  4.5 
Solución de vitaminas* 1 ml 
Agar 4.0 g 
 Agua   1 litro 

Componentes cantidad 
K2HPO4 0.8 g 
KH2PO4 0.2 g 
NaCl  0.1 g 
EDTA Fe Na 28 mg 
Na2MoO4.2H2O 24 mg 
MgSO4.7H2O 0.2 g 
CaCl2.2H2O 0.06 g 
Biotina 0.004 g 
Agar 4 g 
pH 6 
Agua  1 litro 
Fuente de C variable:  
Manitol 3 g 
Sucrosa 5 g 
A. Malico 3 g 

 * Sol. Vitamina: 10mg Biotina, 20mg 

Pyridoxal-HCL, 100ml agua destilada. 
  TY 

Componentes cantidad 
Triptona  59 g 
extracto de levadura 3 g 
CaCl2.2HO 0.87 g 
Agar 18 g 
pH 7 
 Agua 1 litro  

** Sol. micronutrientes: 0.40g 

CuO4S.5H2O, 0.12g ZnSO4.7H2O, 1.40g 

H3BO3, 1.00g Na2MoO4.2H2O, 1.50g 

MnSO4.H2O. 
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APENDICE II 
 
 
SOLUCIONES  
 
Buffer de lisis: 
NaOH...................... 0.05% 
SDS......................... 0.25%  
 
Buffer TE 10:1 (1X) 
Tris-HCl 1M pH 8,0.*................................ 10ml 
EDTA 500mM pH 8,0.**...............................2ml 
Agua destilada.........................................csp 1L 
*Preparar 1 litro de solución 1M Tris HCl disolviendo 121 grs de Tris Base en 800 mL 
de dH20, ajustando la solución a un pH de 8.0 con 1M HCl y aforando a 1 litro. 
** Preparar 1 litro de solución 0.5M EDTA pH 8.0 disolviendo 186.1 grs de Na2EDTA 
·2H2O en 700 ml de dH20 en un vaso de precipitados. Ajustar el pH a 8.0 con 10M 
NaOH (~50 ml) y aforar con dH20 a un litro. 
 
Buffer de carga 6X:  
Glicerol.......................….30 % 
azul de bromofenol........ 0,25 % 
xilenocianol................... 0,25 % 
 
Buffer de corrida Tris-Boratos-EDTA (TBE) 5X:  
Tris Base................................................54 g   
ácido bórico...........................................27.5 g  
EDTA sódico...........................................4.7 g 
Agua destilada........................................ 1L 
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