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1. RESUMEN. 

La fijación biológica del nitrógeno está dada por un número restringido de 

procariotas, que incluyen a bacterias diazótrofas de vida libre. No obstante, 

dentro de las comunidades bacterianas la depredación por protozoos juega un 

papel importante en la formación de biomasa bacteriana y a su vez, en los 

procesos de mineralización del nitrógeno. Este estudio evaluó el efecto de la 

depredación en la fijación biológica de nitrógeno durante el crecimiento población 

de bacterias de vida libre. Se usó a Colpoda sp. y a Azospirillum lipoferum como 

modelo depredador-presa, además de incluir a una bacteria silvestre (UTO D) de 

la cual se desconocía su capacidad fijadora. Para establecer si ambas bacterias 

eran depredadas, se hicieron pruebas de preferencia alimenticia. Además, se 

calcularon los principales parámetros poblacionales, así como las fases de 

crecimiento poblacional de cada bacteria en presencia y ausencia de 

depredación. Con la finalidad de conocer el potencial de la depredación en la 

fijación de N atmosférico, se estimó la actividad de la nitrogenasa a través de la 

prueba de reducción de acetileno en etileno. Esto se hizo antes y durante la fase 

exponencial de cada bacteria, en presencia y ausencia de depredación. Colpoda 

sp. no mostró diferencias significativas en la selección de sus presas 

bacterianas. La depredación disminuyó significativamente las abundancias de 

sus presas. Sin embargo, el depredador incrementó la formación del número de 

generaciones de presas, así como la velocidad especifica de crecimiento en 

ambas poblaciones bacterianas. De acuerdo con el índice de impacto de 

depredación, Colpoda sp. tiene un efecto positivo en la formación de nueva 

biomasa bacteriana. Además, la depredación promovió una mayor actividad de 

la nitrogenasa en A.lipoferum y la UTO durante la fase lag (0.34nM y 0.38nM) 

seguida de la fase exponencial (0.27 nM y 0.17 nM). Lo anterior propone que 

Colpoda sp estimula la tasa de crecimiento bacteriano, al mismo tiempo que 

estimula la fijación de nitrógeno de A lipoferum y la UTO D. 
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2. ABSTRACT. 

 

The biological fixation of nitrogen is given by a restricted number of prokaryotes, 

which include free-living diazotrophic bacteria. However, within the bacterial 

community’s predation by protozoa plays an important role in the formation of 

bacterial biomass and in turn, in the processes of nitrogen mineralization. This 

study evaluated the effect of predation on the biological fixation of nitrogen during 

the population growth of free-living bacteria. Colpoda sp. and Azospirillum 

lipoferum were used as a predator-prey model, in addition to including a wild 

bacterium (UTO D) whose binding capacity was unknown. To establish whether 

both bacteria were predated, food preference tests were performed. In addition, 

the main population parameters were calculated, as well as the phases of 

population growth of each bacterium in the presence and absence of predation. 

In order to know the potential of predation in atmospheric N fixation, nitrogenase 

activity was estimated through the acetylene reduction test in ethylene. This was 

done before and during the exponential phase of each bacterium, in the presence 

and absence of predation. Colpoda sp. showed no significant differences in the 

selection of its bacterial prey. Predation significantly reduced the abundance of 

their prey. However, the predator increased the formation of the number of 

generations of prey, as well as the specific growth rate in both bacterial 

populations. According to the predation impact index, Colpoda sp. it has a 

positive effect on the formation of new bacterial biomass. In addition, predation 

promoted increased nitrogenase activity in A.lipoferum and UTO during the lag 

phase (0.34nM and 0.38nM) followed by the exponential phase (0.27 nM and 

0.17 nM). The foregoing proposes that Colpoda sp stimulates the bacterial growth 

rate, while stimulating the nitrogen fixation of A lipoferum and UTO D. 
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3. INTRODUCCIO N. 

 

La actividad microbiana desempeña un papel activo en la fertilidad del suelo ya 

que es la fuerza motriz en los ciclos del carbono y el nitrógeno (Delgado y Follet, 

2002), además de ser responsable de los procesos de descomposición y 

mineralización que aportan la mayor parte del flujo energético y las 

transformaciones que sufren los diferentes nutrimentos. Estos procesos son 

necesarios en la mayoría de los ecosistemas para el crecimiento y el desarrollo 

de otros organismos (Wiegert y Owen 1971, Dominy y Haynes, 2002). 

El nitrógeno es el elemento más abundante de la atmósfera terrestre y, sin 

embargo, es un nutrimento muy escaso. Esto se debe a que el nitrógeno 

atmosférico (N2) es inerte y no puede ser aprovechado por la mayoría de los 

seres vivos, únicamente se incorpora a los sistemas biológicos cuando ha sido 

fijado en su estado reducido u oxidado (Fernández De María, 2002). Dicha 

fijación biológica del nitrógeno, está dada por un número restringido de grupos 

de procariotas, que pueden asociarse a través de nódulos a la zona de raíces de 

algunas plantas, generando un mecanismo eficaz en la incorporación de 

nitrógeno disponible en los suelos, promoviendo una continua movilización y 

mineralización de nitrógeno orgánico como resultado de la lisis celular, de la 

formación de nueva biomasa microbiana y de la descomposición de otros 

componentes nitrogenados (Woldendrop, 1981), haciendo que casi por 

definición, la fijación biológica de N2 sea sinónimo de sostenibilidad (Kennedy y 

Tchan, 2006). De igual manera existe un rango diverso de especies bacterianas 

de vida libre que tienen la capacidad de fijar nitrógeno sin asociarse a alguna 

especie vegetal (Mulder y Brotonegoro, 1974), entre los que se incluyen a 

bacterias diazótrofas (fijadoras de nitrógeno) del género Azospirillum (Postgate 

1982; Bailey y Ollis,1986; Atlas y Bartha, 1993). 

Dicha capacidad permite a estos organismos ser pioneros en la colonización de 

nichos pobres en nitrógeno, además de que dentro de los ecosistemas proveen 

de manera indirecta un aporte del nitrógeno que fijan una vez que mueren y son 

descompuestos (Kennedy y Tchan, 2006). 
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La fijación biológica de nitrógeno es un proceso que consume mucha energía 

por lo que se ve limitado por la baja concentración de materia orgánica que 

pueda estar disponible para las bacterias (Klucas et al., 1991). Además, el 

amoniaco, así como nitratos y nitritos en altas concentraciones inhiben el 

complejo de la nitrogenasa (responsable de la conversión del nitrógeno 

molecular en amonio), tanto en los niveles de actividad transcripcional como 

enzimática (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Una vez que los compuestos 

nitrogenados se agotan, las bacterias pueden crecer fijando nitrógeno molecular 

(N2) con ayuda de su complejo enzimático (Tsagou y Aggelis, 2006. Kefalogianni 

y Aggelis, 2002), denominado como nitrogenasa, la cual es responsable de la 

fijación de N2. Asimismo, dicha maquinaria enzimática puede reducir acetileno 

(C2H2) a etileno (C2H4) (Dilworth, 1996), lo cual proporciona un ensayo útil y 

sensible en la cuantificación de la actividad reductora de dicha enzima.  

Por otro lado, las comunidades microbianas están influenciadas por las 

interacciones entre sus individuos, tal es el caso de la depredación que tiene un 

potencial significativo en la estructura de las comunidades bacterianas, donde 

estas últimas son la principal fuente alimentaria de los protozoos heterotróficos 

de vida libre (Fenchel, 1987). A su vez, los protozoos son significativamente 

importantes en los procesos de mineralización del Nitrógeno en condiciones de 

suelo donde este nutriente es limitante (Elliott, 1978). Mostrando, por ejemplo, 

que la presencia de protozoos estimula la mineralización de nitrógeno orgánico 

del suelo y eleva en 40% su posterior absorción por las plantas, comparado con 

sistemas sin protozoos (Kuikma et al., 1990). 

Si bien los protozoos son capaces de alimentarse de una amplia variedad de 

bacterias, también muestran un grado de preferencia hacia ciertas cepas 

bacterianas (Vargas y Hattori, 1990). La selectividad se basa en la facilidad con 

que las bacterias lleguen a ser digeribles (Vargas y Hattori, 1990), al valor 

nutricional que éstas presenten, y a diferencias bioquímicas más finas como son 

el contenido de ácidos grasos, pequeños cambios en la estructura de la pared 

celular, producción de toxinas, inhibidores o formación de moco (Mitra y Flynn, 

2005). Además, los protozoos pueden mostrar selectividad al tamaño de las 

presas (Hahn y Höfle, 2001). Otros rasgos bacterianos, como la motilidad y la 
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forma, también pueden generar diferencias en la depredación de bacterias por 

protozoos (Hahn y Höfle, 2001. Jürgens y Güde, 1994, Matz y Jürgens, 2002). 

En ese sentido, la depredación por protistas es un factor que modifica la 

estructura de las poblaciones (Hahn y Hӧfle, 2001. Miki y Jacquet, 2008), la cual 

ejerce una presión disminuyendo drásticamente las abundancias bacterianas en 

poco tiempo. De este modo, los depredadores generalmente reducen la 

abundancia de sus presas provocando que disminuyan la misma abundancia del 

depredador por la falta de recursos tróficos para éste. Posteriormente, cuando 

las presas dejan de sufrir un ramoneo intenso, se promueve que nuevamente su 

abundancia incremente, seguido por la abundancia del depredador, dando como 

resultado oscilaciones entre depredadores y presas (Paisie et al., 2014).  

Sin embargo, la reducción en el número de bacterias durante la depredación no 

está necesariamente acompañada por una reducción en el nivel de la actividad 

de las poblaciones de bacterias sobrevivientes (Wright et al., 1995). Como lo 

demuestran observaciones en entornos dedicados al tratamiento de aguas 

residuales, donde se sabe que los depredadores no necesariamente reducen el 

rendimiento general de sus poblaciones presa (Dolinsek et al., 2013). Las 

explicaciones para este efecto contraintuitivo son el desarrollo de una resistencia 

transitoria de las presas a la depredación (Shemesh y Jurkevitch 2014) y la 

adaptación constante de las bacterias que les confiere ventaja reproductiva (Otto 

et al., 2017), ya que, en los microentornos, los organismos dentro de una relación 

presa-depredador deben adaptarse y evolucionar constantemente para 

sobrevivir y reproducirse (Lythgoe y Read 1998. Matz et al., 2004). La actividad 

metabólica de las presas bacterianas también se ve afectada por la humedad y 

la porosidad del suelo. En este último caso Wrigh et al. (1995), reportaron que la 

mayor actividad metabólica surge de la liberación de nutrientes por parte del 

depredador y de la mayor accesibilidad de las bacterias a los nutrientes en los 

poros más grandes.  

Por su parte, Güde (1985) sugiere que la depredación conduce a una liberación 

de nutrientes que habían sido inmovilizados en las células bacterianas, 

existiendo evidencias de que el amonio o el nitrógeno orgánico (Hunt et al., 1977 

y Kuikman et al., 1990) y el fósforo (Cole et al., 1978) son liberados durante la 

depredación por protozoos. Es así como se incrementan los niveles de nutrientes 
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disponibles en el suelo (Wright et al., 1995), los cuales son esenciales para 

completar el ciclo celular bacteriano, al menos en una medida que se compense 

el consumo de presas por parte del depredador (Šimek et al., 2003). De esta 

manera se promueve que el impacto de la depredación en las poblaciones 

bacterianas se atenué incluso bajo una intensa presión de depredación ya que 

algunas poblaciones bacterianas desarrollan tasas de crecimiento 

extremadamente altas (Šimek et al., 2003).  

Cabe señalar que la tasa de crecimiento es la velocidad con que nacen nuevos 

individuos. Por ello, la tasa de multiplicación o velocidad de crecimiento será 

constante cuando la fisión binaria ocurra a intervalos regulares por lo que el 

incremento de la biomasa celular se efectuará de manera exponencial (Elseth y 

Baumgardner, 1981) Por lo que en el presente estudio se platea la siguiente 

pregunta: ¿Cuál es el efecto de la depredación de Colpoda sp. en la fijación de 

nitrógeno por Azospirillum Lipoferum y una unidad taxonómica operativa 

diazótrofa aislada del suelo?  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
7 

4. HIPO TESIS. 

Si la depredación de Colpoda sp. estimula la velocidad de crecimiento en 

bacterias diazótrofas, entonces aumentará la fijación de nitrógeno de bacterias 

de vida libre durante la etapa exponencial de su crecimiento poblacional. 

 

5. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General. 

 Evaluar el efecto de la depredación de Colpoda sp. en la fijación de 

nitrógeno en bacterias de vida libre.  

4.2 Objetivos Particulares. 

 Determinar la preferencia alimenticia de Colpoda sp. sobre bacterias 

potencialmente fijadoras de nitrógeno.  

 Determinar la actividad reductora de acetileno-etileno en bacterias 

potencialmente fijadoras de nitrógeno, en presencia y ausencia de 

depredador.  
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6. MATERIAL Y ME TODOS. 

 

6.1. Obtención y caracterización de ciliados.  

Los protozoos se obtuvieron a través del método del suelo húmedo, pero no 

inundando de Bamforth (1992) de un suelo de cultivo de maíz. Se depositó una 

alícuota en cajas de cultivo celular para obtener un cultivo mixto de protozoos. 

Los cultivos fueron observados en el microscopio invertido marca Olympus 

(CK2). Posteriormente con ayuda de una micropipeta de 50 µl se extrajeron los 

protozoos del género Colpoda, se aislaron en cajas de cultivo celular por medio 

de diluciones diarias de 100 µl con el objetivo de obtener cultivos monoxénicos 

y mantenerlos en su forma activa (trofozoíto) en cajas de Petri con medio salino 

LB, 1:100 (ver anexo) y finalmente, se dejaron en agitación constante. La 

identificación se hizo de acuerdo con la clave de Foissner et al. (1992).  

Por otro lado, la identificación de los protozoos se apoyó mediante las 

observaciones de las estructuras internas. Para ello, las células se concentraron 

en un volumen de 30 ml de medio LB y se dejaron en agitación constante por 24 

h. Se filtraron de 5 a 10 ml a través de una membrana de nitrocelulosa con 

apertura de poro de 0.22 µm previamente teñida con colorante Negro de 

Clorazol. Posteriormente se tiñeron con DAPI (Porter y Feig, 1980) y se 

observaron las células de Colpoda con ayuda de un microscopio de 

epifluorescente marca Olympus. 

 

6.2. Conteo de Protozoos. 

El conteo de ciliados para la inoculación de los tratamientos con una 

concentración conocida de células por mililitro se obtuvo mediante diluciones 

llevadas a cabo en cajas de cultivo celular de 24 pozos; se inocularon 10 µl del 

cultivo monoxénico en 1000 µl de medio LB estéril hasta completar una dilución 

de 102. Posteriormente se mantuvieron en agitación constante por 24 h. Después 

se cuantificaron los microorganismos a partir de un conteo directo con ayuda de 

un microscopio invertido, no obstante, debido a la rápida movilidad de los 
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organismos en su forma de trofozoíto se promovió su enquistamiento con 

solución 10 mM de Cloruro de Calcio para la contabilización de quistes.  

 

6.3. Obtención y cultivo de bacterias.  

De los cultivos monoxénicos en medio líquido de Colpoda, se tomaron 4 µl para 

inocularlos en cajas de petri con medio de cultivo Rennie (1981). el cual es un 

medio específico para bacterias cultivables fijadoras de nitrógeno de vida libre. 

Para el aislamiento y purificación de las cepas se hicieron siembras continuas 

por estría hasta obtener la presencia de un solo tipo de colonia (cultivo 

monoxénico). Cada cepa mantenida en cultivo puro se caracterizó de acuerdo 

con su morfología colonial (forma, tipo de elevación y borde de la colonia). Con 

la tinción de Gram se observó el tipo de pared celular, así como la identificación 

de formas básicas de las células bacterianas (cocos, bacilos y bacterias 

filamentosas). De esta manera se obtuvieron cuatro cepas bacterianas 

potencialmente fijadoras de nitrógeno, de las cuales se seleccionó la más 

abundante y que se denominó como UTO D. 

La cepa de Azospirillum lipoferum fue proporcionada por el laboratorio de 

Microbiología de Suelos del Colegio de Postgraduados y se mantuvo en medio 

selectivo Rojo Congo (ver anexo), hasta su posterior uso. 

 

6.4. Preservación de cultivos aislados.  

*Ciliados. 

Se tomó una alícuota de 1 ml del medio liquido LB donde se encontraban 

aislados los ciliados y se concentró por centrifugación a 100 x g durante 5 

minutos. Se retiraron 900 µl de sobrenadante para luego agregar 900 µl del 

mismo medio de cultivo, se suspendió la pastilla y de nuevo se centrifugó a 1000 

x g durante 5 minutos. Este proceso se repitió 4 veces. Finalmente, se tomaron 

20 µl para depositarlos en viales de 2 Dram que contenían perlas de silica estéril 

(SiO2-NH2) y se conservaron a 4 °C.  

*Bacterias.  
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Se tomó una azada del cultivo bacteriano crecido en medio Rennie y se 

suspendió en 1 ml del mismo medio, pero ahora líquido; 24 h después se 

tomaron 24 µl para depositarlos en viales de 2 Dram que contenían perlas de 

silica estéril (SiO2-NH2) como medio de preservación y se conservaron a 4 °C. 

 

6.5. Ensayos de preferencia alimenticia. 

Se prepararon cajas de Petri con agar bacteriológico a las cuales se les colocó 

un molde fabricado con resina en forma de asterisco. Una vez que el medio 

gelificó dichos moldes fueron retirados. Estos moldes constaban de una cavidad 

central la cual estaba interconectada (por medio de canaletas adyacentes de 5 

mm de largo) a cuatro cavidades laterales (Herrera, 2013) (figura 1).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Molde de resina los cuales funcionaron como una impresión en gel de agarosa. 

 

Por otro lado, de los cultivos de ciliados previamente aislados, se depositó una 

alícuota de 1 ml en cajas Petri que contenían 10 ml de medio LB y se mantuvieron 

en agitación constante por 48 horas. Posteriormente, al cultivo se le adicionó 1 

ml de Cloranfenicol a concentración de 5 mg/mL con la intención de eliminar a 

las bacterias extrañas del cultivo polixénico y 24 horas después se tomó una 

alícuota de 1 ml del cultivo y se concentró por centrifugación a 1000 x g durante 

7 minutos. Se retiraron 900 µl del sobrenadante la pastilla se suspendió en tubos 

Eppendorf que contenían 900 µl de medio LB estéril. Nuevamente se agregó 1 

µl de Cloranfenicol y se dejó en agitación constante durante 1 hora. Esto con el 

objetivo de eliminar bacterias extrañas que pudieran intervenir en el estudio 

(Herrera 2013). Finalmente, se contabilizó el número de células y se inocularon 
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alrededor de 200 células de Colpoda sp. en 50 µl en el pozo central de las cajas 

Petri con los moldes previamente grabados en el agar. Cada una de las 

canaletas se inundó con medio LB estéril para así tener un medio de difusión y 

desplazamiento para que los depredadores llegaran a las bacterias en 

suspensión. Cada uno de los pozos laterales fueron inoculados con 200 µl de 

bacterias (1x 106UFC) A. lipoferum, la UTO D, la combinación de ambas y un 

pozo control el cual únicamente contenía el medio de cultivo antes descrito. Una 

vez inoculadas las bacterias y los ciliados se dejaron sobre una superficie plana, 

a temperatura ambiente y sin ningún tipo de movimiento durante 3 horas. 

Transcurrido este tiempo la muestra se fijó con Lugol al 4 % (v/v) para contar los 

quistes como los trofozoítos en cada uno de los pozos laterales utilizando el 

microscopio invertido (Olympus CK2) a 40x (Herrera 2013).  

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos 

de cada uno de los pozos se realizó una prueba de ANOVA de una vía (P˂0.05). 

Posteriormente se hizo la prueba post hoc de Tukey para saber cuáles de las 

medias eran diferentes. 

 

6.6. Crecimiento bacteriano con y sin depredador  

De cada una de las 2 bacterias aisladas (UTO D y A. lipoferum.) en medio de 

cultivo sólido Rennie, se tomó una azada y se suspendió en un tubo de ensaye 

que contenía 10 ml del mismo medio, pero en fase líquido. Posteriormente, los 

tubos se incubaron a 32 °C por 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de 

incubación, se tomó por triplicado un mililitro (5 x 106 UFC, aproximadamente) de 

cada tubo para ser inoculado en matraces que contenían 60 ml de medio Rennie 

previamente esterilizado. A los tratamientos que incluían al depredador, se les 

adicionó 400 µl (500 células) de cultivo de Colpoda sp. aislado en medio LB  

Se registró la absorbancia en espectrofotómetro a una longitud de onda de 540 

nm. Previamente el instrumento se calibró en unidades de porcentaje usando un 

blanco del mismo medio de cultivo ajustando a una transmitancia a 100% T, y 

con absorbancia a 0% A. Para identificar la cinética de crecimiento poblacional 

de bacterias solas y con depredador, se hicieron mediciones continuas con 7 

diferentes intervalos de tiempo (3, 5, 7, 26, 52, 78, 102 h). 
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De forma paralela a las mediciones en el espectrofotómetro, se realizaron 

cuentas de las unidades formadoras de colonias de la concentración de bacterias 

contenidas en el inóculo, las cuales consistieron en una serie de microdiluciones 

desarrolladas en cajas de cultivo celular de 96 pozos. Para ello se depositaron 

en el primer pozo 200 µl de agua destilada estéril y 60 µl tomados de los tubos 

en donde previamente se inocularon las bacterias; considerado a este como la 

dilución cero. Posteriormente con ayuda de una micropipeta se mezcló la dilución 

y se trasladaron 60 µl al pozo siguiente en el cual previamente ya habían sido 

depositados 140 µl de agua destilada estéril. Se repiten estos pasos hasta 

alcanzar la dilución 10-8. De las diluciones de 10-7 se inocularon 20 µl por 

triplicado en cajas de Petri con medio solido Rennie para el conteo de unidades 

formadoras de colonias.  

Finalmente, para determinar la existencia de diferencias significativas en las 

abundancias poblacionales entre los diferentes tratamientos con y sin 

depredador, se realizó la prueba de ANOVA de un factor (P˂0.05). 

Posteriormente se hizo la prueba post hoc de Tukey para conocer cual o cuales 

de las medias eran diferentes.  

 

6.7. Actividad reductora de acetileno.  

Se utilizaron frascos viales con capacidad de 40 ml, los cuales contenían 20 ml 

de medio Rennie y 1ml de bacterias (2x107ufc/ml aproximadamente). Los 

tratamientos en presencia de depredación se les adicionaron 200 µl de Colpoda 

(55 células/ml aproximadamente). Cada uno de los tratamientos constó de 4 

réplicas. La medición de la actividad reductora de acetileno se medió en siete 

diferentes intervalos de tiempo. Estos intervalos se establecieron en función de 

la cinética de crecimiento de ambas cepas bacterianas, de las 2 horas a las 102 

h de incubación. Se consideraron 3 grupos control libres de microorganismos: 

medio de cultivo con acetileno, medio de cultivo con etileno, y medio de cultivo 

solo.  

Se sustituyeron los tapones de algodón por tapones de plástico flexible con la 

finalidad de cerrar herméticamente los tubos con los diferentes tratamientos. Se 

remplazaron 4 ml (10% v/v del volumen total del vial) de la atmósfera interna de 
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los viales por 4 ml de acetileno. Posteriormente se tomó una muestra de 7 ml de 

la mezcla de gases en un tubo de vacío, de acuerdo con los diferentes intervalos 

(3,5,7,26,52,78,102) de tiempo en los que se establecieron las etapas del 

crecimiento poblacional, también se extrajo el gas perteneciente al grupo control 

considerando únicamente el medio Rennie en ausencia de cualquier tipo de 

organismo (Gonzáles, 2008). La mezcla de gases de cada tratamiento y el gas 

puro del grupo control se analizaron con espectrometría de masas para 

identificar las moléculas de acetileno y de etileno 

6.8. Espectrometría de masas (MS). 

Se utilizó un espectrómetro de masas marca Agilent Technologies modelo 5975 

inert XL. Los espectros de masas se obtuvieron mediante ionización por impacto 

electrónico a 70 eV, para la identificación se compararon los espectros de masas 

obtenidos para cada compuesto, con una base de datos (HP Chemstation-NIST 

05 Mass Spectral search program, versión 2.0d), además de la comparación con 

un estándar (Ethylene, No. de catálogo 00489-11L, Sigma-Aldrich) analizado 

bajo las mismas condiciones. 

6.9. Modelo matemático del crecimiento bacteriano con y sin 

depredador.  

Este modelo se calcula en la fase de crecimiento exponencial, donde la fisión 

binaria de bacterias ocurre a intervalos regulares y de manera rápida 

(Mandelstam y MacQuillen, 1973). Bajo condiciones exponenciales se describe 

como: 

 

𝑑𝑋

𝑑𝑡
= 𝜇𝑋           (1) 

Donde: 

𝑋 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 𝑜𝑟𝑔á𝑛𝑖𝑐𝑎 𝑒𝑛
𝑔

𝑙
 ó 𝑒𝑛 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑙 

𝑡 = 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 

µ = 𝒕𝒂𝒔𝒂 𝒆𝒔𝒑𝒆𝒄𝒊𝒇𝒊𝒄𝒂 𝒅𝒆 𝒄𝒓𝒆𝒄𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐/𝒉  

∫
𝑑𝑋

𝑋
= ∫ µ𝑑𝑡 
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𝑋𝑡 = 𝑋𝑜𝑒µ𝑡        (2) 

𝑋𝑡 = 𝑒𝑠 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑜𝑠 𝑒𝑛𝑔/𝑙 𝑒𝑛 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡 

𝑋𝑜 = 𝑒𝑠 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑔/𝑙 

𝑒 = 𝑒𝑠 𝑙𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑔𝑎𝑟𝑖𝑡𝑚𝑜 𝑛𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑙 

µ = 𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑛 ℎ 

*Si la tasa especifica de crecimiento es constante: 

𝐿𝑛𝑋𝑡 = 𝐿𝑛𝑋𝑜 + µ𝑡       (3) 

La ecuación (3) puede ser resuelta para el caso en el cual Dt=td el tiempo 
requerido para X2=2X1.  

*Si td es igual al tiempo de generación entonces: 

𝜇 =
𝐿𝑛2

𝑔
=

0.693

𝑔
 

Al intervalo de tiempo requerido para duplicarse el número de microorganismos 

o masa de una población se le denomina tiempo generacional y se determina 

como  

 

𝑔 =
𝐿𝑛(𝑋𝑡 − 𝑋𝑜)

𝑡 − 𝑡𝑜
 

𝒈 = 𝒕𝒊𝒆𝒎𝒑𝒐 𝒅𝒆 𝒈𝒆𝒏𝒆𝒓𝒂𝒄𝒊ó𝒏, 𝒕𝒊𝒆𝒎𝒑𝒐 𝒒𝒖𝒆 𝒕𝒂𝒓𝒅𝒂 𝒆𝒏 𝒅𝒖𝒑𝒍𝒊𝒄𝒂𝒓𝒔𝒆 𝒍𝒂 𝒑𝒐𝒃𝒍𝒂𝒄𝒊ó𝒏 

𝑡 = 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 

𝑡𝑜 = 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 

Finalmente, el número de generaciones se calculó como: 

𝑛 =
𝑡 − 𝑡𝑜

𝑔
 

𝒏 = 𝒏ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆 𝒈𝒆𝒏𝒆𝒓𝒂𝒄𝒊𝒐𝒏𝒆𝒔 

𝑡 = 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 

𝑡𝑜 = 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 

6.10. Cálculo del impacto de la depredación. 
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Para evaluar el impacto de la depredación (ID) de Colpoda sp. sobre la presa, 

se calculó adoptando un enfoque descrito con anterioridad por Fox (2002), en 

donde el impacto de la depredación sin unidades varía entre 0 que es el 

equivalente a no tener efecto de depredación y 1 que equivale a una completa 

extinción de presas. Si la depredación conlleva a una mayor abundancia de 

presas el valor de ID se vuelve negativo.  

𝐼𝐷 =
𝐾𝑏𝑎𝑐 − 𝑅

𝐾𝑏𝑎𝑐
 

𝐾𝑏𝑎𝑐 = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑎𝑢𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑝𝑟𝑒𝑑𝑎𝑑𝑜𝑟 

𝑅 = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑝𝑟𝑒𝑑𝑎𝑑𝑜𝑟. 
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7. RESULTADOS. 

7.1. Aislamiento de bacterias potencialmente fijadoras de 

nitrógeno. 

A partir de los cultivos polixénicos en medio líquido de Colpoda sp. se obtuvieron 

cuatro Unidades Taxonómicas Operativas las cuales fueron caracterizadas de 

acuerdo con su morfología colonial y tinción de Gram (ver Tabla 2 y anexos). No 

obstante, en el presente estudio únicamente se consideró en los diferentes 

tratamientos experimentales a la cepa más abundante durante la 

estandarización del estudio. Además de contar con Azospirillum lipoferum como 

cepa de referencia con capacidad de fijar N2.  

 Forma 
Colonial 

Elevación Borde Color Gram 

- 
Forma 
celular 

Tama
ño 

UTO D Circular 

(Martínez 2017) 

 
 

Plana 

 
 

Enrollado 

 
 

Traslucido 

 
 

X 

ovoide 

 
(Martínez 2017) 

2-
4µm 

A. 
lipofer
um. 

Circular  

(Martínez 2017) 

 
 

Plana 

 
 

Entero 

 
Escarlata  
En medio 
de cultivo 

rojo-
Congo 

 
 

X 

Vibroide 

(tomado de la 
red) 

2-
5µm 

Tabla 2. Bacterias aisladas y crecidas en medio de cultivo Rennie, donde se pueden apreciar las 

características morfológicas. 
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7.2 Aislamiento de Colpoda sp e identificación. 

Colpoda sp presentó un tiempo de duplicación de aproximadamente 24 h y se 

observó que de una célula madre (A) puede dividirse en dos células hijas (B) o 

en cuatro células hijas (C), además de que todas pueden contar con diferente 

número de núcleos celulares (figura 2).  

 

Figura 2. Tinción de DAPI en la que Se observan los núcleos de Colpoda señalados con 

flechas y el número de células en las que puede llegar a dividirse.  

 

Figura 3. Células de Colpoda sp: estructuras de resistencia, quistes (A), células activas, 

trofozoíto (B) y quiste dividiéndose en tres células hijas. 

Por otro lado, la población de Colpoda sp. comenzó a crecer hasta después de 

24 h de inocularse en el medio donde se desarrolla junto con A. lipoferum y la 

UTO D. Junto a esta última, la tendencia de crecimiento de Colpoda sp. se 

mantuvo incluso después de 125 h de haber sido inoculada. En contraste, 

Colpoda sp. se enquista a las 102 h de inocularse en el cultivo de A. lipoferum 

después de haber tenido un ligero crecimiento poblacional en las horas previas. 

Por otro lado, el crecimiento de Colpoda sp. en la mezcla de ambas cepas 
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bacterianas es intermedio entre lo que se observa con cada una de las dos cepas 

cultivadas por separado. También tiende a enquistarse después de 102 h. 

Ninguno de los tratamientos respecto al crecimiento de Colpoda sp. presentó 

diferencias significativas (p=0.05). (Figura 4). 

 

Figura 4. Crecimiento poblacional de Colpoda sp cultivados en presencia de Azospirillum 

lipoferum. (COL+AZOS), en presencia de la UTO D (COL+UTO D) y en presencia de 

ambas bacterias (COL+AZOS+UTO D). N=3 

7.3. Crecimiento poblacional de bacterias con y sin depredador.  

Se observó que A. lipoferum y la UTO D, ambas en ausencia de depredador 

presentaron una fase Lag de 26 h. Después de 26 h se observó que A. lipoferum, 

triplicó sus abundancias de 8.25x105 ufc/mL a 2.6x106 ufc/mL, mientras que la 

UTO D duplicó sus abundancias de 1.02x106 ufc/mL a 2.37x106 ufc/mL. En los 

intervalos de tiempo subsecuentes, las abundancias de ambas poblaciones 

transcurren a lo largo de la fase exponencial que duró al menos 100 h (Figuras 

5 y 6). 

Por otro lado, la depredación no influyó en el tiempo necesario para iniciar la fase 

exponencial de ambas cepas de bacterias, ya que al igual que en ausencia de 

Colpoda sp. ambas poblaciones bacterianas comenzaron su etapa exponencial 

después de 26 h. No obstante, la depredación disminuyó las abundancias de 

ambas poblaciones bacterianas lo largo de todo el experimento, haciendo que 

fueran estadísticamente diferentes respecto a las poblaciones libres de 
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depredación. También, se observó que cuando inicia la fase exponencial, la 

abundancia de A.lipoferum, en presencia de depredador se incrementan en 2.7 

veces más, la cual cambia de 3.8x106 ufc/mL a 1.05x107 ufc/mL, mientras que la 

UTO D incrementa su abundancia en 4.5 veces más, creciendo de 2.7x105ufc/mL 

a 1.2x106ufc/mL. Por otro lado, en las dos poblaciones de bacterias con y sin 

depredador el incremento de las abundancias fue oscilatorio a lo largo de la 

etapa exponencial.  

 

Figura 5. Crecimiento poblacional de Azospirillum Lipoferum en ausencia (líneas 

puenteadas) y presencia (línea discontinua) de depredador. N=3 

 

Figura 6. Crecimiento poblacional de la UTO D en ausencia (líneas puenteadas) y 

presencia de depredador (línea discontinua). N=3 
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7.4. Relación depredador-presa. 

La abundancia de A.lipoferum fue 95% mayor que la abundancia de la UTO D 

durante la fase exponencial (Figura 7). No obstante, no tuvieron diferencias 

significativas entre la cantidad de células. Sin embargo, se observó que la UTO 

D fue más depredada ya que tuvo menor abundancia y a su vez promovió que la 

cantidad de depredadores activos fuera mayor y se mantuviera reproduciendo 

hasta las 125 horas del experimento (figura 8). 

 

Figura 7. Crecimiento población de Colpoda sp. en presencia de Azospirillum lipoferum. 

La cantidad inicial aproximada de depredadores inoculados en el tiempo cero fue de 500 
células/ml, siendo nuevamente contabilizadas 24 h después. N=3 

 

Figura 8. Crecimiento poblacional de Colpoda sp. en presencia de la UTO D.  La 

cantidad inicial aproximada de depredadores inoculados en el tiempo cero fue de 500 

células/ml, siendo nuevamente contabilizadas 24 h después. N=3 
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Por otro lado, durante la fase exponencial A. lipoferum en ausencia de 

depredador tuvo 25 generaciones, y con depredación tuvo 24; con un tiempo 

medio entre cada generación sucesiva de 3.79 h y 3.02 h, respectivamente. Por 

su parte, la UTO D, en ausencia y presencia de depredador tuvo 24 y 23 

generaciones con un tiempo medio de 4.27 y 3.12 h, respectivamente. Además, 

la depredación aumentó la velocidad especifica de crecimiento en ambas presas, 

promoviendo mayor velocidad en la UTO D que con la cepa A. lipoferum. Por lo 

anterior con el índice de impacto de depredación, se pudo corroborar que 

Colpoda sp. tiene un efecto positivo en la formación de biomasa bacteriana (tabla 

3) 

 

 G 
(h) 

µ 
 

n 
 

ID 

A. lipoferum 3.79 0.18 25 
 

0.43 

A.lipoferum + Colpoda 
sp 
 

3.02 0.22 
 

24.1 
 

UTO D 
 

4.27 0.16  
 

24.2 
 

0.23 

UTO+Colpoda 
 

3.12 
 

0.22 
 

23.3 
 

Tabla 3. Principales parámetros del crecimiento poblacional de ambas cepas 
bacterianas en presencia y ausencia de depredación. Simbología: g= tiempo medio 
entre dos generaciones sucesivas expresado en horas, µ=tasa intrínseca de 
crecimiento, n=número de generaciones trascurridas durante el crecimiento 
exponencial, ID=Impacto de depredación: valores de 0 equivalen a no tener efecto de 
depredación, 1 equivale a una completa extinción (efecto negativo en la población de 
presas) y valores negativos significa que la depredación estimula el crecimiento de 
presas (efecto positivo en la población de presas). N=3. La presencia de depredador no 
generó diferencias significativas en la velocidad de crecimiento (p=0.05). 

 

7  Preferencia alimenticia de Colpoda sp. sobre bacterias. 

Colpoda sp. mostró un desplazamiento y formación de trofozoítos 

significativamente menor en el grupo control con que con la UTO D y con A. 

lipoferum, así como en la mezcla de UTO D+ A. lipoferum (α=0.05). Se observó 
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que el depredador creció mejor en presencia de la UTO D que sobre sobre 

A.lipoferum (3013 y 2093 células trofozoítos/mL respectivamente), incluso 

cuando se le presentaron en una mezcla de ambas (1093 células trofozoítos/mL) 

(Figura 9). En todos los tratamientos inoculados con bacterias, hubo un número 

significativamente mayor de trofozoítos que de quistes (α=0.05). 

 

Figura 9. Conteo de trofozoítos y quistes de Colpoda sp en presencia de A.lipoferum y 

la UTO D., inoculadas de manera aislada o en conjunto. Las barras con letra diferente 

indican tratamientos con diferencias significativas. Las líneas en las barras representan 

la desviación estándar. N=5. 

 

7.6. Reducción de Acetileno-etileno. 

Con ayuda de los estándares de acetileno (C2H2) (Figura 10) y de etileno (C2H4) 

(Figura 11) se determinó la identidad de ambas moléculas y a partir de estos, se 

monitoreó la presencia y abundancia de los iones que le confieren la “huella 

digital” dentro de una mezcla de gases para identificar la presencia o ausencia 

de las dos moléculas en cuestión. 

Ambas poblaciones bacterianas mostraron actividad enzimática de la 

nitrogenasa después de 4 h de incubación. Se observó que durante la fase lag 

la presencia de acetileno es mayor que la de etileno. (Figuras 12). Por otro lado, 

después de 24 h de incubación, se observa que ambas bacterias produjeron 
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mayor cantidad de etileno con respecto al acetileno provisto. No obstante, hasta 

102 h después incubación hubo remanentes de acetileno. (Figura 13). 

 

 

Figura 10. Estándar de Acetileno, la identidad de la molécula se la confieren la 

abundancia y proporción entre los iones 26 y 28. La imagen reducida representa la 

misma molécula, pero tomada de la base de datos. 
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Figura 11. Estándar de Etileno, la identidad de la molécula se la confieren los iones 28 

y 26 justo en esa misma proporción respecto a la abundancia. La imagen reducida 

representa la misma molécula, pero tomada de la base de datos. 
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Figura 12. Detección de acetelino-etileno en muestras de crecimiento de dos cepas 

bacterianas diazotrófas en ausencia de depredador (A, B) y presencia de depredador 

(C, D), durante 8 horas de incubación 
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Figura 13. Detección de etileno en muestras de crecimiento de dos cepas bacterianas 

diazotrófas en ausencia de depredador (A, B) y presencia de depredador (C, D), durante 

24 horas de incubación 
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Por otro lado, se determinó la tasa de fijación de acuerdo con la cantidad de 

nonomoles de etileno por unidad de bacteria. Fue así como, se observó una 

mayor actividad de la nitrogenasa en las dos bacterias en presencia de 

depredador, durante la fase lag del crecimiento bacteriano, (figura 14). Por su 

parte, en la fase exponencial se presentaron los rendimientos más bajos de 

fijación por unidad de bacteria. Sin embargo, se determinó qué en el desarrollo 

de ambas poblaciones, la síntesis de etileno por unidad de bacteria fue mayor 

en presencia de depredador en todos los tratamientos, excepto en la UTO D que 

se mantuvo igual durante la fase exponencial. (tabla 4). 

 

Figura 14. Actividad de la nitrogenasa, cada barra indica la tasa de fijación a 

concentración nano molar. Por encima de las barras se observa la abundancia de 

bacterias en UFC/mL. La presencia del depredador con cada una de las dos bacterias 

no generó diferencia significativa en la producción de etileno (p=.0.05). 
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Tabla 4. Muestra la concentración nM de etileno reducido en cada una de las bacterias 

con y sin depredador, durante la fase Lag y la exponencial del crecimiento poblacional 

bacteriano. Además, muestra la tasa de fijación N de por unidad de bacteria expresada 

en nM, se observa que Colpoda sp. Junto a la UTO D en crecimiento exponencial 

promueve una mayor tasa de fijación de N. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento Fase de 
crecimiento 

UFC/mL Tasa de 
fijación 

[nM]/UFC 

UTO D  Lag. 8.90E+05 0.17 

UTO 

D+Colpoda 

Lag. 3.40E+05 0.38 

UTO D  Exponencial. 2.30E+06 0.17 

UTO 

D+Colpoda 

Exponencial. 1.20E+06 0.17 

Azospirillum Lag. 9.70E+05 0.17 

Azos+Colp Lag. 3.80E+05 0.34 

Azospirillum Exponencial. 2.60E+06 0.18 

Azos+Colpoda Exponencial. 1.05E+06 0.27 
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7. DISCUSIO N. 

 

La depredación por parte de Colpoda sp hace que las abundancias de A. 

lipoferum y la UTO D sean significativamente menores a las que presentaron 

cuando se cultivan sin depredador. No obstante, la presencia de Colpoda sp 

aumentó la tasa intrínseca de crecimiento de las dos poblaciones bacterianas 

durante la etapa exponencial de su desarrollo poblacional. Este efecto contra 

intuitivo podría atribuirse al desarrollo de una resistencia transitoria a la 

depredación por parte de las poblaciones de las presas (Shemesh y Jurkevitch 

2004) y a una selección hacia las bacterias que se reproducen en corto tiempo, 

lo que les confiere ventaja reproductiva (Otto et al., 2017), observada dentro de 

los microentornos, en una relación presa-depredador (Lythgoe y Read 1998. 

Matz et al., 2004). 

Todos los cultivos bacterianos con y sin depredación presentaron una fase lag 

de por lo menos 26 horas seguida de una fase exponencial. Sin embargo, la 

depredación no influyó en el tiempo de inicio de dicha fase para ambas 

poblaciones bacterianas, aun cuando a través de la depredación existe un 

reciclado de nutrientes el cual es importante en un sistema oligotrófico, como lo 

es el medio de cultivo Rennie. De este modo se incrementan los niveles de 

nutrientes en el medio (Wright et al., 1995), y pese a que la depredación haya 

disminuido comparativamente las poblaciones de presas con respecto a las que 

crecieron solas, el impacto de la depredación en ambas poblaciones bacterianas 

se vio atenuado con dicha disponibilidad de nutrientes, al menos para compensar 

el consumo de presas por parte de depredador (Šimek et al., 2003). Asimismo, 

se ha propuesto para bacterias estimuladas bajo depredación dentro de un 

sistema de aguas residuales, que existe un consumo selectivo de células menos 

activas, permitiendo que las bacterias que no están siendo depredadas tengan 

una mayor concentración de recursos, logrando que su división sea más factible 

(Thomas et al, 2002. Shapiro et al., 2010). 

En el presente estudio, se observó que la población de la UTO D fue menor que 

la población de A. lipoferum. Esto se reflejó en el crecimiento poblacional de 
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Colpoda sp. donde la presencia de la UTO D mantuvo la formación de trofozoítos 

del depredador hasta las 125 horas de haber sido inoculados. Mientras que en 

presencia de A. lipoferum, el depredador disminuyó el número de trofozoítos a 

las 102 horas de inoculación. Si bien Colpoda sp. fue capaz de reproducirse en 

presencia de ambas presas, la duplicación poblacional del depredador no fue 

constante, ya que se observó una disminución en su crecimiento después de 31 

horas de haber sido inoculado, para posteriormente volver a aumentar a las 54 

horas. Paralelamente, se observó un incremento en la reproducción de A. 

lipoferum y la UTO D después de 31 horas. (Figuras 7 y 8). Estos patrones 

variables en la abundancia indican una dependencia del depredador a la 

disponibilidad de presas que actúan como principal recurso para éste. Es así 

como los depredadores generalmente reducen la abundancia de presas, los que 

puede, a su vez, afectar la abundancia de depredadores y dar como resultado 

oscilaciones entre depredadores y presas (Paisie et al., 2014). 

De acuerdo a los ensayos de preferencia alimenticia, Colpoda sp. mostró un 

desplazamiento y formación de trofozoítos significativamente menor en el grupo 

control (libre de bacterias) respecto a los tratamientos con bacterias aisladas, así 

como en la mezcla de ambas. Sin embargo, el depredador creció mejor en 

presencia de la UTO D que sobre sobre A. lipoferum (3013 y 2093 células/ml 

respectivamente), incluso cuando se le presentaron en una mezcla de ambas 

(1093 células/ml) (Figura 2). Tanto A. lipoferum como la UTO D son bacterias de 

tipo Gram negativas lo que implicaría una digestibilidad similar entre ellas según 

lo reportado en otros trabajos (Griffiths, 1996. Darbyshire, 1972. Drake. 

Tsuchiya, 1977). Por ello, en este estudio el tipo de pared celular no fue un factor 

determinante para la preferencia de presas. Por otro lado, diferentes estudios 

muestran que el tamaño de la presa es quizás la característica fundamental y 

claramente influye en la selección e ingesta (Andersen et al., 1986. Fenchel, 

1986. Epstein y Shiaris, 1992). Al respecto, las células de la UTO D presentaron 

formas ovoides casi de cocos con un tamaño de 2-4 µm de diámetro y las células 

de A.lipoferum son de tipo vibroide con 2-5 µm de largo. Por lo tanto, es posible 

que para Colpoda sp. la UTO D haya sido un mejor recurso trófico en función del 

tamaño y forma de la bacteria. 
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El índice de impacto de la depredación ejercida en A. lipoferum y la UTO D (0.43 

y 0.23 respectivamente) tuvo un impacto positivo en la reproducción de ambas 

poblaciones bacterianas, durante su fase exponencial. A pesar de que se 

observó que la depredación no influye de manera importante en el número de 

generaciones transcurridas durante la etapa exponencial (ya que la diferencia 

respecto a las bacterias crecidas en ausencia de depredador es únicamente de 

una generación), se observó que el depredador acorta el tiempo medio entre dos 

generaciones sucesivas de ambas presas. Además, el depredador modificó la 

tasa intrínseca de crecimiento bacteriano, aumentando la velocidad de 

crecimiento de ambas presas.  

De este modo, se atribuye a la depredación por protozoos un efecto estimulante 

en el metabolismo bacteriano que no se restringe a las condiciones en cultivo 

continuo, Hunt et al, (1997), puesto que Colpoda sp no sólo aumentó la tasa a la 

que se reproducen las células bacterianas, si no que la depredación estimuló 

que ambas bacterias presentaran actividad enzimática de la nitrogenasa desde 

las 4 h de incubación (figura 12), además se observó la síntesis de etileno (C2H4) 

a partir de acetileno (C2H2), aún en los tratamientos donde la presión de 

depredación disminuyó las abundancias de ambas presas bacterianas de 

manera significativa (α=0.5). Cabe resaltar que, durante la fase lag la presencia 

de acetileno fue mayor que la de etileno. (Figuras 13). No obstante, de acuerdo 

con la tasa de fijación, es en esta fase de crecimiento donde se registró la mayor 

actividad de la nitrogenasa; tanto en la UTO D (0.38nM) como en A lipoferum 

(0.34nM), ambas en presencia de depredador. Mientras que en la fase 

exponencial del crecimiento bacteriano se registraron menores tasas de fijación 

en presencia de depredador para la UTO D (0.17 nM) así como para A. lipoferum 

(0.27 nM). Sin embargo, al igual que en la fase lag, Colpoda sp hizo que la fijación 

de N por A.lipoferum y la UTO D fuera mayor que en los tratamientos en ausencia 

de depredador.  

Por su parte Hernández (et al., 2003), encontraron actividad de la enzima 

nitrogenasa en aislamientos de bacterias asociadas a la rizosfera de frijol, con 

valores de fijación de N, que fluctuaba entre 0.0033 a 19 nmoles en un tiempo 

medio de 24 h de incubación. Asimismo, en un estudio de fijación biológica en 

plantas no leguminosas se ha reportado para Azospirillum brasilensis valores 
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entre 0.2 y 0.4 nmoles, medidos en una hora después la colonización (Kennedy 

y Tchan, 1992). Lo anterior resalta la importancia de la depredación por 

protozoos en la fijación de nitrógeno en bacterias de vida libre. Ya que los 

resultados del presente estudio respecto a la actividad de la nitrogenasa, son 

similares a la fijación de N reportado por dichos autores. Además, A. lipoferum y 

la UTO D demostraron la capacidad de fijar nitrógeno sin asociarse a alguna 

especie vegetal, lo cual de acuerdo con Kennedy y Tchan, (1992), las hace 

potencialmente pioneras en la colonización de nichos pobres en nitrógeno, 

además de que dentro de los ecosistemas al ser depredadas se promueve de 

manera indirecta un aporte del nitrógeno que fijan una vez que mueren y son 

descompuestas (Kennedy y Tchan, 1992).  

Lo anterior propone que la depredación mantuvo a la UTO D y a Azospirillum 

lipoferum más activas metabólicamente. Ya que se incrementó la tasa de 

crecimiento bacteriano y promovió la fijación de nitrógeno.  
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8. CONCLUSIO N. 

 

La depredación estimuló la fijación de nitrógeno durante la fase exponencial del 

crecimiento poblacional de bacterias de vida libre. Se observó que hubo una 

mayor actividad de la nitrogenasa en Azospirillum lipoferum y la UTO durante la 

fase lag (0.34nM y 0.38nM) seguida de la fase exponencial (0.27 nM y 0.17 nM), 

respetivamente. Por otro lado, Colpoda sp. no mostró diferencias significativas 

en la selección de sus presas como un recurso trófico, además disminuyó 

significativamente las abundancias de ambas poblaciones bacterianas. Sin 

embargo, el depredador sí aumentó la tasa a la que se reproducen las células 

de Azospirillum lipoferum y la UTO D. 
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10. ANEXOS. 

 

Tinción de Gram. 

Tinción de células con reactivos: violeta de genciana, Yodo-Lugol, etanol 
96% y fucsina de Gram. 

 

MEDIO SALINO LB, 1:100 (SAMBROOK, 1981) 

REACTIVO g/L 

Extracto de levadura  3 g 

NaCl 5g 

 

MEDIO DE CULTIVO CARBON COMBINADO (RENNIE, 1981) 

Solución A g/L 

K2HPO4 0.8 g 

KH2PO4 0.2 g 

NaCl2 0.1 g 

NaFeEDTA 0.028 g 

Na2MoO4 2H2O 0.025 g 

Extracto de levadura 0.025 g 

Manitol 5 g 

Sacarosa 5 g 

Lactato de Sodio (60% v/v) 0.5 ml 

Agua destilada 900 ml 

Solucion B  

MgSO4+7H2O 0.2 g 

CaCl2 0.06 g 

Agua destilada 100 ml 

pH  7 

Agar 15 g 
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MEDIO DE CULTIVO ROJO CONGO ÁCIDO MÁLICO. 

Reactivo g/L 

Ácido málico  5 g 

KH2PO4 0.5 g 

MgSO4*7H2O 0.2 g 

NaCl 0.1 g 

Extracto de levadura 0.5 g 

FeCl3*6H2O 0.015 g 

KOH 4.8 g 

Agar 20 g 

Solución Rojo Congo (1:400) 15 m. (Esterilizado por filtración) ph 6.5 

 

Bacterias aisladas y crecidas en medio de cultivo Rennie, donde se pueden apreciar las 

características morfológicas. 

 

 Forma 
colonial 

Elevación Borde Color Gram 
+ 

Gram 
- 

Forma 
Celular 

 

  
 

Filamentosa 

 
 

Elevada 

 
 

Filamentoso 

 
 

Blanco 
calcáreo 

 
 

X 

  
 

Filamentoso 

 

 
 

Circular 

 
 

Plana 

 
 

Enrollado 

 
 

Traslucido 
mucosa 

 
 

X 

  
 

Bacilo 

 

 
 

Circular 

 
 

Convexa 

 
 

Entero 

 
 

Durazno 

 
 

X 

  
 

Bacilo 

 

 

 

 

 

Tinción de DAPI en la que se observan los núcleos de Colpoda sp.  
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