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RESUMEN

Con el objetivo de obtener bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno atmosférico
(BFNA) con potencial para la biorremediacién de suelos, con base en su crecimiento
en medio de cultivo Luria Bertani y otro selectivo para bacterias fijadoras de
nitrégeno (Rennie), en este trabajo se caracterizaron nueve cepas de BFNA aisladas
a partir de un suelo agricola de Tlaxcala contaminado por irrigacién con agua del rio
Atoyac. En ambos medios se estudié la morfologia colonial y microscépica,
observandose colonias circulares e irregulares, pigmentos naranjas y amarillos,
formas de cocos y bacilos Gram+ y Gram-. Estas observaciones, junto con pruebas
bioquimicas como catalasa, oxidasa y reduccion de nitratos, confirmaron a las cepas
como BFNA, ubicandolas entre los géneros de Kocuria, Azotobacter y Klebsiella.
Aunque se requiere de mas estudios para completar su identificacién, estos
resultados son utiles para evaluar su potencial como biofertilizantes y uso en
sistemas de biorremediacion de suelos.

ABSTRACT

With the aim of obtain free-living atmospheric nitrogen-fixing bacteria (BFNA) useful
for soil bioremediation, based on their growth in Luria Bertani culture medium, and
a selective culture medium for nitrogen-fixing bacteria (Rennie), in this work, nine
strains of BFNA isolated from an agricultural soil contaminated by irrigation with
water from the Atoyac River, Tlaxcala, were characterized. In both culture media, the
colonial and the microscopic morphology were studied. Circular and irregular
colonies, with orange and yellow pigments, and bacilli and cocci cellular shapes,
Gram+ and Gram-, were observed. These results, along with the biochemical tests,
such as catalase, oxidase, and nitrate reduction, confirmed the strains as BFNA,
placing them among the genera of Kocuria, Azotobacter, and Klebsiella. Although
further studies are required to complete the identification, these results are useful
for evaluating their potential as biofertilizers and the use in soil bioremediation
systems.
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Introduccion

La contaminacion del suelo en México es una
problematica grave que afecta a la salud humana y al
medio ambiente. Las principales causas de Ila
contaminacién del suelo en México son la actividad
industrial, la agricultura intensiva y la disposiciéon
inadecuada de residuos urbanos e industriales. El
problema de la contaminacién del suelo en México,
causada principalmente por actividades industriales,
practicas agricolas y por la urbanizacion, es un tema serio
que ha sido ampliamente estudiado por diversos
investigadores e instituciones (Rodriguez-Eugenio, et al.,
2019). Por ejemplo, en un simposio realizado en el afio
2018 por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacidon y la Agricultura (FAO), en la que se explicé
como es que la contaminacién de los suelos afecta a la
calidad de los alimentos, el agua, el aire y la salud de
nuestros ecosistemas. Esta realidad nos esta superando,
pero las estrategias biotecnolégicas para la
biorremediaciéon de suelos y aguas usando
microorganismos y plantas pueden ofrecer soluciones
viables (Garzon et al,, 2017).

Los metales pesados, pesticidas y los hidrocarburos del
petréleo son los principales contaminantes que se
encuentran en los suelos mexicanos (Rodriguez-
Espinosa, et al., 2018a, b). Segin la se SEMARNAT, este
tipo de compuestos son sustancias persistentes, toxicasy
bioacumulables (SPTB) generadas por industrias como la
petroquimica, la minera, la agropecuaria y le eléctrica,
que pueden tener efectos nocivos sobre la salud humana
y el medio ambiente (Sedas Larios y Ruiz Saucedo, 2012).
La remocién de contaminantes con agentes bioldgicos es
un area de la Biotecnologia llamada Biorremediacion,

que se divide basicamente en dos estrategias
tecnolégicas: 1) bioestimulacién, en la cual se dan las
condiciones O6ptimas, tanto ambientales como

nutricionales, para que la microbiota ya existente en un
lugar se mantenga sin necesidad de anexar otros agentes
bioldgicos; y 2) bioaumentacién, que se lleva a cabo
mediante la adicién microorganismos u organismos
externos como bacterias, levaduras, hongos o plantas que
puedan remover contaminantes y a su vez aumentar la
microbiota natural que estos sitios pudieron haber
perdido o disminuido por la presencia de los
contaminantes (Harekrushna and Chandan Kumar,
2012). Con la finalidad de contribuir a establecer
sistemas biotecnoldgicos para la emocién de ese tipo de
compuestos a partir de suelos, en trabajos previos de
nuestro grupo de investigacion se aislaron varios grupos
de cepas bacterianas de vida libre fijadoras de nitrégeno
atmosférico (BFNA) a partir de sitios contaminados con
compuestos organicos y metales pesados,
principalmente de suelos de Tabasco impactados por

derrames de hidrocarburos (Pérez-Vargas et al., 2001-
2017) y de zonas agricolas de Tlaxcala contaminas por
irrigacién con aguas del rio Atoyac (Pérez-Vargas et al,,
2020). En continuacion con esos estudios, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar fenotipica y
bioquimicamente algunas de esas cepas de BFNA para
investigar su potencial para ser utilizadas en sistemas de
biorremediacién de suelos. Las cepas utilizadas se
aislaron y clasificaron por su capacidad de crecer en el
medio de cultivo de Rennie (Rennie, 1987), un medio de
cultivo selectivo para bacterias fijadoras de nitrégeno.

Caracterizacion bioquimica

La caracterizacién bioquimica se enfoca en las enzimas y
procesos metabdlicos involucrados en la degradaciéon de
contaminantes y la fijacion de nitrégeno. Los
microorganismos fijadores de nitrégeno no conforman
como tal un grupo taxondémico homogéneo, la Unica
caracteristica que comparten es la presencia de la enzima
nitrogenasa. La mayoria de las bacterias fijadoras de
nitrégeno (BFN) pertenecen a un género Rhizobium, que
producen nédulos en las raices de plantas dicotileddneas
formando simbiosis con la planta, por lo que el nimero
de estas bacterias usualmente es mayor en la zona cerca
a la raiz, llamada rizosfera (Mariano et al, 2020).

El tipo de BFN que no requiere hacer simbiosis con
plantas para poder fijar el nitrégeno atmosférico se le
denomina de vida libre (BFNA). Este grupo de
microorganismos pueden ser aerobias obligadas, como,
Clostridium y Desulfovibrio, las cuales dependen de
condiciones ambientales especificas de humedad,
ausencia de oxigeno y materia organica, aunque las mas
frecuentes son facultativas, como Klebsiella, que puede
adaptarse a ambientes sin oxigeno o bajas
concentraciones de este. Sin embargo, hay bacterias
aerobias estrictas como Azotobacter y Beijerinckia que
son aerdbicas, pero que pueden fijar nitrégeno
atmosférico 'y soportar procesos metabdlicos
anaerdébicos (Mayz Figueroa, 2004).

Metodologia
Aislamiento de cepas

A partir de suelo de un campo agricola de 153 m de largo
por 100 m de ancho ubicado entre las coordenadas
19°16'36.6"N 98°21'58.1"W del municipio de Tepetitla
de Lardizabal, Tlaxcala, México sembrado con plantas de
haba (Vicia faba) y que normalmente se riega con agua
del rio Atoyac, se prepararon extractos de bacterias
totales a partir del rizoplano (RZP), rizosfera (RZA) y
suelo aledafio, alejado por 30 cm, de la raiz (FL). Para los
extractos se tomaron 10 g de suelo y se depositaron en
matraces con 90 mL de solucién salina (0.85% de NaCl
p/v) y se agitaron por 1 h a 250 rpm.
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Se realizaron diluciones seriadas de 1x10°* hasta 1x107°.
De cada dilucién se tomaron 100 pl y se dispersaron en
placas con medio de cultivo Luria Bertani. Este medio de
cultivo contiene nutrientes y amortiguadores que
permiten el crecimiento de la poblacién bacteriana total
existente en las muestras de suelo. De estos extractos se
obtuvieron nueve cepas, etiquetadas como C1, C2, C3, C4,
C5,C6,C7,C8y CI.

Manejo de grupos bacterianos

De los cultivos por dilucién en placas con medio LB se
tomaron indculos para iniciar cultivos en medio LB
liquido por 24 horas a 30 °C y 120 rpm. De estos cultivos
liquidos se toman alicuotas para sembrar por estria
cruzada en placa con medio LB. Una vez que se
obtuvieron colonias aisladas se utilizaron para realizar
los estudios de caracterizacion.

Caracterizacion Morfolédgica y Microscéopica

Para realizar la caracterizacién celular de cada cepa, se
tomo6 una asada de una colonia aislada y se inocul6 en
tubos con caldo para realizar la descripcién de las células
en medio liquido LB. Posteriormente se tom6 una asada
y se inocul6 por estria cruzada para la descripcion en
medio sélido LB. Se realiz6 el mismo procedimiento con
medio Rennie liquido y sélido. Los cultivos en placa se
incubaron por 48 h a 30°C para obtener colonias aisladas
y describir las caracteristicas coloniales. Se tomaron en
cuenta tamafio, forma, pigmentacién, producciéon de
compuestos mucoides, textura y turbidez.

Caracterizacidon microscépica y tincion de Gram

A partir de las cajas utilizadas para la caracterizacién
colonial, se procedié a realizar tincién de Gram de cada
cepa. Se tomd6 una colonia aislada, se suspendid en
solucién salina al 85%, se tomdé una alicuota en el
portaobjetos y se procedié a la tinciéon de Gram, El
procedimiento consta de afiadir el colorante cristal
violeta dejandolo actuar por un minuto, y luego se
enjuaga con agua.

Posteriormente se aflade una disolucion de yodo, se deja
actuar por 1 minuto y se enjuaga el excedente. Se afiade
una soluciéon de alcohol-acetona hasta que se observe
que ya no hay colorante. Finalmente se afiade la solucion
con safranina y se reposa durante un minuto, se enjuaga
con agua para eliminar el exceso de colorante y se
observa al microscopio (Olympus US BX51 con objetivo
de 100x) para registrar los fenotipos celulares y el
resultado de la tincién de Gram.

Pruebas bioquimicas

Se realizaron de acuerdo con la metodologia descrita en
MacFaddin (2000). Los medios de cultivo para todas las
pruebas se inocularon con células de cultivos de no mas
de 24h incubados a 37°C y 100 rpm. Las observaciones
de las pruebas se leyeron después de 24 h de incubacién
a 37°C. El tamano de in6culo depende de la prueba
bioquimica, pero generalmente se tom6 como inéculo
una colonia de cada cepa o alicuotas de 100 pL de cultivos
liquidos. Cuando se requiere se inoculé por puncidn.

Resultados y discusion
Caracterizacion microscépica y colonial

Los estudios de caracterizaciéon morfoldgica colonial y
celular mostraron que el tamafio de las colonias y de las
células puede verse afectado por el medio de cultivo y
que pueden representar informacién importante para la
identificacion de las especies bacterianas. En la Tabla 1
se resume la descripcion de la morfologia colonial, forma
celular y caracteristicas de los cultivos de cada cepa
crecida en el medio de cultivo LB liquido. Se pudo
observar que en este medio rico el tamafio de las colonias
oscil6 entre 1-3 mm de didmetro, con colores
transparente, blancas, amarillas y naranja, con bordes
suaves e irregulares. La cepa C4 fue la tnica de colore
naranja, las demas mostraron coloraciones basicas como
blancas o amarillas cremosas. La textura de todas fue
suaves 0 cremosas, a excepcion de C8 las cuales fueron
duras y rugosas. Las cepas C2, C5 y C6 desprenden olor
fétido. En contraste, en los cultivos de las cepas en medio
de Rennie (Tabla 2), en general, el tamafio de las colonias
fue considerablemente mas pequefio (0.5-2 mm de
didmetro), con forma coloniales convexas, circulares o
puntiformes. Interesantemente, con excepcién la C9, la
mayoria perdio su color, tornandose transparente.

Pruebas bioquimicas

Los resultados de las pruebas bioquimicas se muestran
en la Tabla 3.

Las pruebas bioquimicas nos pueden ayudar a identificar
algunas especies que ya estdn estudiadas, todas se
realizaron con cepas tipo ninguna modificaciéon a las
pruebas ya estandarizadas por lo que en la figura 10
donde se aprecian las reacciones:

a) Catalasa, que puede identificar géneros como
Micrococcus, Bacillus y Staphylococcus. Fue positiva por
generacion de burbujas para todas las del grupo de
Tlaxcala.
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b) Oxidasa, positiva por coloracién violeta en C1, C5, C8
y C9 con reaccién (+) coloraciéon morada y reaccion (-)
sin cambio de color, esta prueba nos ayuda a identificar
principalmente Pseudomonas.

¢) Ureasa la reaccion positiva es la coloracién rosa
intenso presente solamente en C2 se pueden identificar
géneros como Klebsiella y Actinobacillus.

d) MIO la prueba de motilidad y ornitina fueron positivas
enlos tubos que se ven totalmente purpuras como C1, C2,
C3, C5, C6 y C7, con esta prueba se pueden identificar
bacilos Gram negativos entéricos.

e) Oxido-fermentacién, con reaccién positiva a
fermentacion se realizaron 3 ensayos con diferentes
carbohidratos, que cuando fueron reacciones positivas
en tubo sellado y abierto, la coloracién amarilla viré a
medio acido derivado de metabolismo fermentativo en E.
coli,C1,C2,C5,C6y C7 teniendo como fuente de carbono
a la sacarosa. Este resultado puede indicar que estas
cepas pueden ser de los géneros Aeromonas,
Actinobacillus o Xanthomonas.

f) Oxido-fermentacion, con reacciéon positiva a
oxidacion, los tubos estan de color verde tanto en abierto
como sellado lo que indica que su metabolismo no es
fermentativo sino oxidativo en P. aeuroginosa, C3, C4, C8
y C9; podrian ser especies como Acinetobacter,
Pseudomonas o Micrococcus oxidativo.

g) Reduccion de nitratos como prueba (+) se observala
coloraciéon roja carmin indicado que si hubo hay
reduccién en C2, C5, C6 y C7 ademas de que hubo
produccién de gas, se puede diferenciar especies como
Microbacterium, Neisseria y todos los miembros de la
familia Enterobacteriaceae.

h) Movilidad e indol reaccion (+) aindol con coloracién
de anillo rojo y formacién de gases observados como
burbujas en el medio inoculado con E. coli, C5, C6, C7 y
C8; Paenibacillus, E coli, son géneros que se pueden
observar con la ayuda de esta prueba.

i) Triple azicar hierro, siendo prueba (+) en especies
como E. coli de fermentacién y generacién de gas
teniendo como fuente de carbono sacarosay glucosa. Fue
positiva para C9 y el control E. coli. Las reacciones
positivas de fermentacién solamente de glucosa la
presentaron C3, C6, y C7, mientras reacciones negativas
fueron presentes en C1, C2, C4 y C8, lo cual reveld
bacterias relativas a Pseudomonas la cual se utilizé como
control negativo en esta prueba.

j) Hidrolisis de almidén reaccion (+) coloracién
purpura, la reaccién fue positiva en todas las cepas. Los
géneros que se pueden incluir con esta caracteristica son
microorganismos aerobios como Bacillus y Streptococcus
y E. coli.

k) Citrato reaccion (+) medio azul, se pueden identificar
los géneros Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter
y algunas especies de Salmonella. Fueron positivas las
cepas C2, C5,C6,C8y C9

1) Agar MacConkey reaccion (+) colonias de color rojo.
Al utilizar la lactosa en el medio, las bacterias Lac+ como
Escherichia coli, Enterobacter y Klebsiella. En esta prueba
fueron positivos las cepas C2, C3 y C4.

Los analisis morfoldgicos y fisiol6gicos comunes para la
identificacion de microorganismos de los géneros de la
familia Enterobacteriaceae (Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter y Escherichia) son: oxidasa negativa, catalasa
positiva, reduccién de nitratos a nitritos y
morfoldgicamente son bacilos gramnegativos. (Farmer et
al,, 1981, Rodriguez et al., 2020).

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas observamos que las cepas C2, C5, C6 y C7
podrian pertenecer al género Klebsiella o Azotobacter, sin
embargo, nos orientamos mas por el género de
Azotobacter ya que esta reportado como parte del grupo
de las bacterias libres fijadoras de nitréogeno atmosférico
y porqué son positivos a catalasa, nitrato, citrato e indol
y negativas a oxidasa, ademdas que su morfologia
microscépica fue de bacilos Gram- (Reis et al., 2015).

La cepa 4 podria pertenecer al género Micrococos o
Kocuria, los cuales se han encontrado en suelos
altamente contaminados con metales pesados. (Kumar et
al,, 2020). De acuerdo con lo repostado por Pérez et al,,
(2016), la cepa C3 podria estar relacionado con el género
Bacillus por la morfologia colonial. Ademas, fue positivo
a catalasa, reduccion de nitratos y oxidasa negativo, lo
que concuerda con lo descrito por Ding et al.,, (2004) para
Bacillus.

Las cepas C1, C8, C9 podrian pertenecer al género
Citrobacter ya que son bacilos gran negativos, citrato
negativos y productores de sulfuro de hidrégeno, lo que
concuerda con los sugerido en MacFaddin (2000) y lo
reportado para una cepa de Citrobacter reductora de
hierro y aislada de sedimentos de agua de rio
contaminadas con compuestos organicos y metales
pesados (Liu et al., 2016).
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Tabla 1. Morfologia colonial, celular y caracteristicas de cultivos liquidos de cada cepa crecida en medio LB.

Morfologia - .
. . g *Caracteristicas de cultivo en
Cepa Morfologia colonial celulary . ;o
medio LB liquido
Gram ()
C1 Colonias circulares, * 3 mm de @, color amarillo cremoso, borde Bacilos Turbidez+, biomasa sedimentada al
entero, convexas, aspecto hiimedo, superficie opaca. cortos (+) final del tubo
c2 Colonias circulares ~ 1 mm de @ color blanco cremoso. Aspecto  Bacilos Turbidez+, biomasa acumulada al
seco, textura cremosa cortos (-) fondo del tubo
c3 Colonias circulares ~ 3 mm de @ color blanco cremoso. Aspecto  Bacilos Turbidez+, células acumuladas al
himedo, textura suave cortos (+) fondo del tubo
Colonias circulares ~ 3 mm de @ color naranja cremoso, textura Turbidez+, biomasa sedimentada
C4 Cocos (-) :
suave color naranja al fondo del tubo
s Colonias circulares ~ 2 mm de @ color amarillo medio cremoso. Bacilos Turbidez++, suspensién de células
Aspecto seco, textura suave cortos (-) en todo el medio
6 Colonias circulares, ¥ 1 mm de @, color blancas cremosas Bacilos Turbidez+, biomasa sedimentada
amarillentas, borde entero, convexas, aspecto humedo cortos (-) color blanca al fondo del tubo
Colon.las c1rFulares, ~ 1 mm de @, color Blancas cremosas g iioc Turbidez++, formacién de grumos
Cc7 amarillas brillantes, borde entero, convexas, aspecto humedo, cortos (<)
textura suave
c8 Colonias irregulares, ~ 2 mm de @ color blanco brillante borde  Bacilos Turbidez+, biomasa acumulada al
irregular superficie lisa, aspecto seco, textura rugosa. cortos (+) final del tubo
Colonias circulares puntiformes =~ 0.5 mm de @, color Bacilos .. .
C9 , . Formacién de grumos, turbidez ++
transparente, borde entero, convexas, aspecto htimedo, butirica. ~ cortos (-)

Tabla 2: Morfologia colonial, celular y caracteristicas de cada cepa crecida en medio Rennie.

Morfologia . . .
. . g *Caracteristicas de cultivo en medio
Cepa Morfologia colonial celulary ARV
Rennie liquido
Gram ()
c1 Colonias circulares * 1 mm de @, color transparente, convexas, Bacilos Turbidez +, biomasa sedimentada al
aspecto himedo, de textura densa, mucoide. cortos (+) final del tubo
c2 Colonias Puntiformes = 0.5 mm de @, color transparente, Bacilos Turbidez +, biomasa acumulada al
convexas, aspecto humedo, de textura densa, mucoide. cortos (-) fondo del tubo
Colonias circulares * 1mm de @, color transparente, convexas, Bacilos Turbidez +, células acumuladas al
C3 . .
aspecto humedo, de textura densa, mucoide. cortos (+) fondo del tubo
Colonias circulares 1 mm de @, color transparente, convexas, Turbidez +, biomasa sedimentada
Cc4 . . Cocos (-) ;
aspecto humedo, de textura densa, mucoide. color naranja al fondo del tubo
5 Colonias circulares = 0.5 mm de @, color transparente, convexas, Bacilos Turbidez ++, suspensién de células
aspecto himedo, de textura densa, mucoide. cortos (-) en todo el medio
c6 Colonias circulares puntiformes ~ 0.5 mm de @, color Bacilos Turbidez +, biomasa sedimentada
transparente, aspecto hiumedo, de textura suave, cortos (-) color blanca al fondo del tubo
c7 Colonias circulares puntiformes ~ 1 mm de @, color transparente  Bacilos Turbidez ++, formacion de grumos
aspecto humedo, de textura suave, cortos (-)
cs Colonias circulares, * 1 mm de @ transparentes, convexas, Bacilos Turbidez +, biomasa acumulada al
aspecto hiimedo, de textura suave cortos (+) final del tubo
c9 Colonias Puntiformes, * 1 mm de @, color blanco borde entero, Bacilos » ]
planas, aspecto Seco, de textura dura cortos (-) Formacion de grumos, turbidez ++
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas.

Prueba Cepa Tipo (+) Cepa Tipo (-) C1 C2 C3 Cc4 C5 Cé Cc7 C8 Cc9
Catalasa S.ae NI - + + + + + + - +
Oxidasa P. ae E. coli - - - - + - - + +

TSI E. coli NI SC/SC SC/SC K/A  SC/SC A/A Gas K /A, Gas K/A SC/SsC  A/A
H,S S.typh E. coli - - - - - - - - -
Movilidad E. coli K Pn + + + - + + + - -
Indol E. coli P. ae - - - - + + + + -
Ornitina E. coli K Pn + - + + + - + - -

*OF Sacarosa E. coli P. ae F F NR NR F F F NR NR

*OF Xilosa E. coli P. ae OF OF NR NR OF OF OF NR NR

*OF Manitol E. coli P. ae F NR NR NR NR NR NR F NR
Reduccién De Nitratos E. coli P. ae - (+) Gas - - (), G (), G (), G - -
Ureasa K. Pn E. coli - + - - - - - - -
Citrato K. Pn E. coli - + - - + + - + +
MacConkey E. coli P. ae - + + + - - - - -
Hidrolisis De Almidén E. coli NI + + + + + + + + +
pH 6.5-7.5 E. coli + + + + + + + + +

E. coli, Escherichia coli; (P.ae) Pseudomona aeruginosa; (S. typh), Salmonella thyphimurium; (K. pneu) Klebsiella pneumoniae; (S.ae) Staphylococcus aeurus; (NI); no inoculado; (+),
prueba positiva; (-) prueba negativa; K, medio alcalino; A, medio acido; G, produccion de gas; NR, no hubo reaccién; OF, oxido fermentativo; F, fermentativo, O oxidativo.
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Conclusiones

Por medio de la caracterizacién morfoldgica y bioquimica
se confirmé que las cepas microbianas aisladas de suelos
contaminados por irrigacién con agua del rio Atoyac son
especies fijadoras de nitrégeno capaces de crecer en
medio selectivo para este tipo de microorganismos.
Ademas, ya que en estudios previos se ha demostrado
que varias de estas cepas pueden crecer en ambientes
contaminados con compuestos organicos y metales
pesados, el reto ahora es realizar pruebas de
identificacion filogenética para completar su identidad y
corroborar los géneros y especies. Con esa informacion
podria explorarse su potencial como biofertilizantes o en
sistemas de biorremediaciéon de suelos contaminados
con compuestos organicos y metales pesados.
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