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Resumen

Uno de los nutrientes indispensables para la produccién es el nitrégeno, el cual
utilizan mediante fertilizantes sintéticos que aumentan los costos de produccion
y pueden contaminar el suelo, lo cual podria disminuir gracias a la fijacion
biolégica del nitrogeno llevada a cabo por bacterias denominadas diazotréficas
por ejemplo: Azospirillum, Herbaspirillum, Azotobacter y Acetobacter.

En este trabajo se aislaron e identificaron bacterias benéficas para maiz (Zea
mays) a partir de maices criollos de Michoacan, Celaya, Guadalajara y Torredn
las cuales podrian tener efectos benéficos al asociarse a otras lineas mejoradas
de maiz forrajero. Se utilizaron los siguientes medios de cultivo semisélidos
selectivos para microorganismos fijadores de nitrogeno: JMV, LGl y NFB,
posteriormente se utilizaron estos medios en forma sélida, se analizé la
morfologia macroscopica y microscépica, posteriormente se realizaron pruebas
bioquimicas para identificar el género de la bacteria aislada, después se
inocularon en rojo Congo NFB y se realizaron nuevamente pruebas bioquimicas
para confirmar la determinacion del género de la bacteria aislada. Mediante este
procedimiento se lograron aislar 90 cepas distintas procedentes de raices de
maices criollos de las localidades del estudio. Se identificaron 45 cepas
correspondientes a diferentes géneros para cada localidad como Azospirillum
sp., Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Clostridium sp., Xanthobacter sp.,
Acetobacter sp., Los géneros Azospirillum sp., Azotobacter sp., Pseudomonas

sp., han demostrado ser biofertilizantes mejorando el rendimiento en maiz.

Palabras clave: Azospirillum, Herbaspirillum, Azotobacter y Acetobacter.
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Abstract

One of the most important nutrients for the production is the nitrogen, which is
used through synthetic fertilizers that increase the production’s cost and it can
pollute the soil, would which could be decreased by the biological fixation of
nitrogen carreid out by bacteria denominated dizotrophics, for example:
Azospirillum, Herbaspirillum, Azotobacter y Acetobacter.

In this project, benefical bacteria were isolated and identified for the maize (Zea
mays), beginning with natives corn of de Michoacan, Celaya, Guadalajara y
Torredn, wich could have positive effects associated with others lines of fodder
maize were used by the followings semisolids cultive media selective for fixative
microorganism of nitrogen JMV, LGI y NFB, afterwards they were used on solid
media way, its analized macroscopic and microscopic morphology, afterwards
biocehmicals test were used to identify the gender of the isolated bacteria, after,
they were inoculated on red congo NFB médium and again biocehmicals test
were carried out for to confirm the gender of the bacteria. Throughout this
process 90 different crops were isolated from natives maizes of work’s
locations. 45 crops were identified from different gender for each location like
Azospirillum sp, Azotobacter sp, Pseudomonas sp y Burkholderia sp,
Clostridium sp, Xanthobacter sp, Acetobacter sp. The genders Azospirillum sp,
Azotobacter sp, Pseudomonas sp y Burkholderia sp have demonstrated to be

biofertilizers that improve the corn development.

Key words: Azospirillum, Herbaspirillum, Azotobacter y Acetobacter
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[.-INTRODUCCION

Uno de los nutrientes indispensables para la produccion de los cultivos es el
nitrogeno, del cual el 78% se encuentra en la atmdsfera en forma de gas (N2 0
nitrogeno molecular) las plantas no utilizan esta forma para su metabolismo
debido a que no pueden fijarla (Dobereiner, 1997). El nitrégeno lo utilizan las
plantas mediante fertilizantes sintéticos, sin embargo el uso de fertilizantes
nitrogenados genera contaminacion de mantos acuiferos con nitratos,
eutrofizacion y lluvia acida (Ramanathan et al., 1985). Los nitratos ademas de
contaminar aguas superficiales y subterraneas contribuyen a la emision de
diéxido y monéxido de nitrogeno los cuales contaminan la atmésfera (Puckett,
1995).

Otra forma para obtener el nutriente es gracias a la fijacion biolégica del
nitrogeno llevada a cabo por bacterias denominadas diazotréficas. Dichas
bacterias convierten la molécula de nitrégeno atmosférica en amonio rompiendo
el enlace doble gracias a la actividad de la enzima nitrogenasa (Okon y
Vanderleyden, 1998) Esta fijacion biol6gica de nitrdgeno (FBN) no conlleva los
dafios al subsuelo, mantos freaticos ni esterilidad del suelo, que producen como
efecto secundario los fertilizantes quimicos, dando un valor agregado para los

productores.

Dichas bacterias ademas de fijar nitrégeno, promover el desarrollo de las
plantas por lo que se les conoce también como PGRP, bacterias promotoras del
desarrollo vegetal (del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Baldani et
al., 1997). Esta actividad la llevan a cabo mediante la produccion de sustancias

favorables para el desarrollo de las plantas como por ejemplo giberelinas.

Algunos ejemplos de PGRP asociados con gramineas son: Azospirillum,
Herbaspirillum, Azotobacter y Acetobacter. De los cuales Azospirillum ha

demostrado aumentar el peso seco, el nitrégeno total, la produccion y peso de



los granos, el grado de germinacion tanto en invernadero como en campo
(Pandey et al., 1998)

En este proyecto se aislaran e identificaran mediante pruebas macroscopicas,
microscopicas y bioquimicas cepas de PGRP de las raices de maices criollos
de las localidades de Celaya, Michoacan, Torre6n y Guadalajara. con el fin de
obtener bacterias benéficas para el cultivo de maiz (Zea mays) para utilizarlo
como forraje con mayor calidad, ademas de ofrecer una alternativa para
disminuir los costos de produccién en cuanto a la fertilizacion se refiere asi

como disminuir el impacto ecologico.

Objetivos

» Aislar cepas nativas de bacterias benéficas para maiz a partir de maices

criollos de cuatro localidades: Celaya, Guadalajara, Michoacan y Torredn

» Caracterizacién morfoldgica de su crecimiento en medios de cultivo

» Identificacién de las cepas mediante pruebas bioquimicas

Hipotesis

Las localidades examinadas cuentan con bacterias fijadoras de nitrbgeno como
Azospirillum sp, Azotobacter sp, Pseudomonas sp y Burkholderia sp y se

pueden aislarla e identificarla mediante pruebas microbioldgicas y bioquimicas.



II.- REVISION DE LITERATURA

2.1.-Fertilizacion con nitrégeno

Entre los insumos que requiere el cultivo se encuentran los fertilizantes con su
respectivo costo, ademas para obtener un maiz forrajero de alta calidad es
necesario utilizar dosis altas de fertilizantes sintéticos, que aumentan los costos
de produccion y pueden contaminar el suelo y los mantos freaticos. Dicha
contaminacion puede afectar a cultivos posteriores y al consumidor, ya que el
uso de fertilizantes nitrogenados genera contaminacion de mantos acuiferos
con nitratos, eutrofizacion y lluvia acida, emision de dioxido y mondxido de
nitrégeno los cuales contaminan la atmoésfera (Ramanathan et al., 1985). El
aumento de la poblacién de ganado bovino, especialmente el lechero, y por lo
tanto el incremento de la demanda de forraje de calidad nutritiva y digestiva,
conlleva a la necesidad de la busqueda de paquetes tecnolégicos que sean

capaces de cubrir dicha demanda.

2.2 Bacterias fijadoras de nitrégeno

Uno de los nutrientes indispensables para la produccion es el nitrogeno, del
cual el 78% se encuentra en la atmésfera en forma de gas (N2 o nitrégeno
molecular) las plantas no utilizan esta forma para su metabolismo debido a que

no pueden fijarla (Dobereiner, 1997).

Otra forma para obtener el nutriente es gracias a la fijacion biolégica del
nitrégeno llevada a cabo por bacterias denominadas diazotréficas (Martinez et
al., 2003). Dichas bacterias convierten la molécula de nitrégeno atmosférica en
amonio rompiendo el enlace doble gracias a la actividad de la enzima
nitrogenasa (Okon y Vanderleyden, 1998) Esta fijacién biolégica de nitrdgeno
(FBN) no conlleva los dafios al subsuelo, mantos freaticos ni esterilidad del
suelo, que producen como efecto secundario los fertilizantes quimicos, dando

un valor agregado para los productores.



Dichas bacterias ademas de fijar nitrégeno, promover el desarrollo de las
plantas por lo que se les conoce también como PGRP (bacterias promotoras del
desarrollo vegetal por sus siglas en inglés) (Baldani et al., 1997). Esta actividad
la llevan a cabo mediante la produccién de sustancias favorables para el
desarrollo de las plantas como por ejemplo giberelinas (Arshad vy
Frankenberger, 1998; Khalid et al.,, 2004 y Carcafo et al.,, 2006). Algunos
ejemplos de PGRP asociadas con gramineas son: Azospirillum, Herbaspirillum,
Azotobacter, Pseudomonas y Acetobacter (Dobbelaere et al., 2003).

Acetobacter presenta células elipsoidales a bacilos, mide de 0.6 a 4 micras,
movilidad variable, aerobias obligadas metabolismo oxidativo, catalasa positivo,
oxidasa negativo y crecen bien en sales de acidos organicos tales como el
acetato y el lactato. Son acidéfilas, crecen a pH tan bajos como 4, con un
crecimiento éptimo entre 5 y 6. Su temperatura Optima de crecimiento oscila
entre 25 y 30 °C (Dobereiner, 1995). El por ciento molecular de G+C del DNA
es aproximadamente 51-65 % (Ley et al 1984; Stainer et al., 1985) Acetobacter
diazotrophicus es una especie fijadora de nitrégeno, produce acido indol acético
el cual favorece el crecimiento de la raiz del cultivo. (Cavalcante et al., 1988),
La cual se ha utilizado como biofertilizante en cafia de azucar (James y
Olivares, 1998).

Otra bacteria PGRP es Herbaspirillum, la cual presenta una célula gram
negativa, vibroide, a veces helicoidal, miden 0.6 a 0.7 micras, presenta un
metabolismo oxidativo y no fermenta azucares, bajo condiciones
mircroaerofilicas es fijador de nitrdgeno, oxidasa, catalasa y ureasa positivo.
Utiliza &cidos organicos como fuente de carbono como citrato, fumarato,
sucinato y piruvato. Utiliza varias azucares como glucosa, galactosa, glicerol,
crece en un pH de 5.3 a 8. (Baldani et al., 1986). Esta bacteria se ha aislado en
gramineas como endofito, en la rizésfera y en las hojas del cultivo (Urquiaga et
al.,, 1992). La inoculacion en cereales con Herbaspirillum sp y Azospirillum sp.
puede incrementar el desarrollo y la produccion del grano (Okon, 1985). Se ha

reportado la produccion de sustancias con efecto fitohormonal a partir de



Herbaspirillum sp. como Acido Indol Acético y giberelinas que ayudan a

aumentar el rendimiento (Bastian et al., 1998)

Azotobacter es una bacteria gram negativa con forma de bacilo o coco,
aerobica y algunas anaerébicas, con metabolismo oxidativo a variable, catalasa
positivo, oxidasa variable, degrada carbohidratos como la glucosa o lactosa,
produce colonias fluorescentes o amarillas, su pH éptimo es de 7 a 7.5 no se
desarrolla a pH 4 a 5. Utiliza nitrato, amonio y algunos aminoacidos como
fuente de carbono, fijador de nitrégeno por lo cual necesita molibdeno o
vanadio, no proteolitica, (Whitman et al., 2012). Azotobacter sp. inoculado en
trigo aumento la produccién en 30 a 45% comparado con la inoculacién con
Bacillus. (Kloepper et al.,, 1989). Ademas produce acido indol acético, por lo
cual aumenta el peso seco de las hojas y raices en varios cultivos de gramineas

como trigo y maiz, después de inocular sus raices (Barbieri et al., 1986)

Las Pseudomonas son bacterias gram negativas, aerobias, moviles a variable,
no son formadores de esporas, con un amplia capacidad metabdlica pueden
utilizar distintas fuentes de carbono y carbohidratos, catalasa positiva, (Whitman
et al., 2012). Pseudomonas aumenta el rendimiento de grano y el peso seco del
mismo inoculado en gramineas como el trigo, inoculando Pseudomonas sp.
Gnicamente o en combinacién con Glomus sp. (Kumar et al., 1992; Valdivia et
al., 1999).

El género Azospirillum presenta células vibroides gruesas, o bacilos rectas, con
granulos de poly B hidroxibutirato. Méviles por un anico flagelo polar. También
puede tener un flagelo en medio solido a 30C. Las colonias de algunas cepas
forman colonias rosas palido o rojo en agar NFB rojo Congo (Rodriguez, 1982)
Las condiciones Optimas para su desarrollo es una temperatura de 34 a 37 °C.
pH 7 aunque algunas cepas prefieren uno mas acido, una fuente de nitrogeno
fijado por ejemplo sales de amonio. Su metabolismo es respiratorio con
oxigeno, algunas utilizan nitratos como aceptor de electrones. Su habilidad

fermentativa es débil, pero también ocurre. Bajo condiciones de oxigeno



limitado algunas cepas pueden convertir nitratos a nitritos u O0xido nitroso a
nitrégeno molecular. Se desarrollan bien en sales de acidos organicos como
malato, sucinato, lactato y piruvato. Algunos carbohidratos también pueden ser
utilizados. Algunas cepas requieren biotina. No hace nédulos con las raices.
(Whitman et al., 2012)

Azospirillum sp. ha demostrado aumentar el peso seco, el nitrégeno total, la
produccion y peso de los granos, el grado de germinacion tanto en invernadero
como en campo (Bashan et al, 1996; Pandey et al., 1998). Dicho
microorganismo se puede a aislar tanto de rizésfera, como de suelo y también
se ha logrado el aislamiento de cepas enddfitas (Rangel et al 2011; Hernandez
et al., 2002). En condiciones de invernadero se inoculo Azospirillum en trigo,
cebada y avena, se logré disminuir los costos de produccién en cebada al
suplementar el 20% de uso de fertilizante (Huerta et al., 2011), ademas de un
aumento de hasta 9% en la produccion de grano en trigo (Dalla et al., 2004). En
invernadero se han logrado incremento la produccion de biomasa hasta en un
90% (Garcia et al., 2007).

2.3 Pruebas bioquimicas

Como complemento en la identificacion de las bacterias aisladas se realizaron
las siguientes pruebas bioquimicas: Filancia, catalasa, oxidasa, agar Mac
conkey, medio basal (OF), agar nitrato, medio de SIM. A continuacion se

describe el modo de empleo e interpretacion.

a) Filancia. La reaccion positiva detecta microorganismos gram (-) debido a la
reaccion entre el peptidoglucano presente en la pared celular de la bacteria y el
hidréxido de potasio del reactivo, formando un hilo viscoso. (Gottschalk, 1986;
MacFaddin, 2000; Farmer, 2003)



b) Catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa que se encuentra
en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen
citocromo. La principal excepcion es Estreptococcus. Si se invierte el orden
puede provocar falsos positivos. (Beauchamp y Fridovich, 1973; Kono y
Fridovich 1982)

c) Oxidasa

El sistema de citocromo actua transfiriendo electrones al oxigeno con formacion
de agua. Se encuentra en organismos aerobios y anaerobios facultativos. La
prueba del citocromo oxidasa utiliza el diclorato de tetrametil para
fenilendiamina que actia como aceptor final de electrones, el compuesto es
incoloro en estado reducido. En presencia de oxidasa y oxigeno atmosférico se

oxida formando azul de indofenol. (Strittmatter, 1959; Farmer, 2003)
d) Agar Mac Conkey

Este medio evalla la capacidad de un microorganismo de desarrollarse en
concentraciones moderadas de sales biliares. Las sales biliares y el cristal
violeta inhiben considerablemente la flora gram positiva. La lactosa con
indicador de pH rojo neutro, sirven para la comprobacién de la degradacion de
dicho azucar. Las colonias lactosa negativas son incoloras, mientras que las
lactosa positivas son rojas con un halo turbio debido al descenso de pH

provocado por los &cidos biliares. (MacFaddin, 2000; Farmer, 2003)
e) Medio basal OF

Los microorganismos glucoliticos degradan la glucosa por mecanismos
fermentativos u oxidativos. Los productos finales de la fermentacién son acidos
mixtos relativamente fuertes que pueden detectarse con medios de

fermentacion convencionales. Los acidos producidos por la degradacion



oxidativa de la glucosa son sumamente débiles y se requiere un medio mas

sensible para detectarlos. (Hugh y Leifson, 1953; MacFaddin, 2000).
f) Agar nitrato

Este medio se utiliza para aislar bacterias gram negativas aerobias o
anaerobias facultativas para realizar la prueba de reduccion de nitratos a
nitritos, la cual es una capacidad metabdlica de los microorganismos para

sustraer oxigeno del nitrato y formar nitritos.

Los nitritos son incoloros y reaccionan con agentes como el acido sulfanilico y el
a-naftil amina con la formacion de un compuesto color rojo. En una reaccion
positiva los microorganismos reducen los nitratos a nitritos, si la reaccién es
negativa los microorganismos son incapaces de reducir los nitratos. En este
caso es necesario afiadir una pequefia cantidad de polvo de zinc, el cual reduce
los nitratos a nitritos. Si se desarrolla un color rojo o anaranjado indica que los
nitratos estan presentes inicialmente y son reducidos por el zinc y no por la
bacteria indicando una reaccion negativa. Si persiste la ausencia de color,
indica que los nitratos fueron reducidos a nitritos y subsecuentemente a otros
compuestos por lo que la reaccién es positiva. (Forbes et al.,1986; MacFaddin,
2000)

g) Medio de SIM

Es un medio semisélido que sirve para verificar la movilidad, la produccién de
indol y de sulfuro de hidrogeno, en un mismo tubo. Es util para diferenciar
miembros de la familia de Enterobacteriaceae. El triptéfano es un aminoacido
constituyente de muchas peptonas y particularmente de la tripteina que puede
ser oxidada por algunas bacterias para formar indol. En el proceso intervienen
un conjunto de enzimas llamado triptofanasa. El indol producido se combina con
el aldehido del reactivo de kovac’s o de Erlich, para originar un compuesto color
rojo. La movilidad se verifica por la turbidez que producen los microorganismos

al crecer fuera del area de siembra. Por ultimo, la produccion de sulfuro de



hidrogeno forma un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato
siempre que el medio mantenga un pH mayor a 7.2. (MacFaddin, 2000)
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Ill.- MATERIALES Y METODOS
3.1 Maices criollos

Se tomaron muestras de plantas de maices criollos de localidades de
Michoacan, Celaya, Torredn y Guadalajara. Las localidades de Michoacan

fueron Péatzcuaro, Cuanajo, Zirahuen, Nahuatzen y Aranza.
3.1.2 Equipo, Material de laboratorio y reactivos

e Incubadora

e Campana de flujo laminar con luz ultravioleta
e Microscopio 6ptico compuesto

e Refrigerador

e Ultracongelador

e Potenciometro

e Espectrofotometro de absorcion de masas
e Medio de cultivo NFB

e Medio de cultivo LGI

e Medio de cultivo IMV

e Agar

e Agar nutritivo

¢ Medio de cultivo Rojo Congo NFB
e Medio de cultivo Mac Conkey

e Medio de cultivo SIM

e KOH10N

e H»SO,10M

e H,0, al 30%

e Reactivo de kovac’s o de Erlich

e Azul de bromotimol

¢ Nitrato de potasio

e 4cido sulfanilico

e Acido acético5 N



a-naftilamina

Manitol

Fosfato monobasico de potasio
Fosfato dibasico de potasio
Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Cloruro de calcio
Fe-EDTA

ZnS0O4

MnCI2

HBro3

CoClI2 x 6H20

CuClI2 x 2H20

NiCI2 x H20
Na2MoO4 x 2H20
Riboflavina

Tiamina

Acido nicotinico
Piridoxina
Pantotenato de calcio
Biotina

Acido félico

Vitamina B12

Acido malico
Sacarosa

Tripona

Extracto de carne
Peptona

NH4F 0.03N

HCI concentrado

11
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e Acido ascorbico
e Fosforo

e K,Cr,07 1IN

e Difenildiamina

e FeSO4 1IN

¢ Rojo Congo

e Etanol concentrado
e Caldo nutritivo
e Glicerina

e Tincion de gram
e SnCl,

3.2 Aislamiento de bacterias benéficas para el maiz

Para el aislamiento de bacterias benéficas para el maiz se utilizé como base la
técnica descrita por (Jhaa et al., 2009). La cual consiste en lo siguiente: De
cada planta de maiz forrajero se pesaron 0.5 g de raices, se lavaron con agua
corriente para eliminar el exceso de suelo, en seguida se colocaron con
solucion salina estéril en agitaciéon por 25 minutos. Posteriormente se hicieron
diluciones con agua destilada estéril donde se tomé 0.1 ml en 10 ml de solucién
salina estéril y se inoculo la dilucién 10® en los siguientes medios semisélidos
selectivos para microorganismos fijadores de nitrégeno: JMV, LGl y NFB (paso
#1), cuya preparacion se describe en el Anexo 1 Composicion de medios de
cultivo y pruebas bioquimicas. Después se incubaron a 30°C por cinco a diez
dias hasta observar la formacion de “velo” debajo de la superficie del medio, la
cual fue caracteristica del crecimiento de bacterias fijadoras de nitrdgeno en
este medio que es comunmente utilizada para aislar rizobacterias (Martinez et
al., 2003; Tejera et al.,, 2005; Peng et al., 2006). El paso #2 consistid en
resembrar nuevamente en medio semisolido e incubar a 30 C° durante tres a
cinco dias hasta observar la formacion de velo. Enseguida el paso #3 en el cual

se resembraron los microorganismos a medio sélido, con una varilla de vidrio
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estéril, ademas se realizaron diluciones donde se tom6 0.1 ml de medio en 10
ml de agua destilada estéril y de la dilucién 10° y 10’ se sembraron en placa
depositando 100 pL en la placa y dispersandolo con una varilla de vidrio. Se
incubaron las placas a 30 °C por cinco a siete dias, después de los cuales se
analizd morfologia macroscopica, microscépica y se realizaron pruebas
bioguimicas para identificar el género de la bacteria aislada que se analizaran a
mas detalle en la seccion de identificacion. A continuacion el paso #4 fue
resembrar en medio semisolido nuevamente y se incubo a 30°C por tres a cinco
dias hasta observar la formacién de velo. Enseguida en el paso #5 se llevd
acabo la resiembra en placas de medio solido agar rojo Congo NFB segun
(Rodriguez, 1982) cuya composicion se muestra en el Anexo 1.6.-Composicion
de medio Agar rojo Congo NFB, para lo cual se realizaron diluciones con agua
destilada estéril y de la dilucién 10° y 10" se sembraron en placa depositando
100 pL en la placa y dispersandolo con una varilla de vidrio. Se incubaron las
placas a 30°C por cinco a siete dias, después de los cuales se analizd
morfologia macroscoépica y microscopica y se realizaron pruebas bioquimicas
para identificar el género de la bacteria aislada que se analizaran a mas detalle
en la seccién de identificacion. Estas pruebas se hicieron para comprobar que
no hubiera contaminacién y que la bacteria aislada coincidia con la cepa en los
pasos anteriores. Posteriormente en el paso #6 se sembraron dichas bacterias
a caldo nutritivo y se incubaron por dos a siete dias a 30°C. Por ultimo en el
paso #7 se mezclaron con glicerina al 40%, en una mezcla de caldo/glicerina

(4:1) y se almacenaron en un ultracongelador a -75°C a -80°C.
3.3 Identificacion de cepas aisladas

Para llevar a cabo la identificacion de cepas se analiz6 la morfologia
macroscopica y microscopica de los cultivos en placa de paso #3 medio solido y
paso #5 Agar rojo Congo NFB. Para realizar la descripcion de la morfologia
macroscopica se observaron las siguientes caracteristicas para cada cepa:
Tamafio, forma, margen, propiedades Opticas, elevacion, textura, pigmento.

Para la morfologia microscopica se utilizé la tincion de gram. (MacFaddin, 2000)
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3.3.1 Pruebas bioquimicas

A las bacterias aisladas se realizaron pruebas bioquimicas para complementar
su caracterizacion: Filancia, catalasa, oxidasa, agar Mac conkey, medio basal
(OF), agar nitrato, medio de SIM. A continuacion se describe su preparacion,
modo de empleo e interpretacion. Los componentes de los medios de cultivo
SIM, Mac conkey y agar nitrato se describen en el anexo 1 “composicion de

medios de cultivo y pruebas bioquimicas”

a) Filancia

1) Colocar sobre un portaobjetos una gota de KOH al 3%

2) Suspender una asada de cultivo a partir de medio sélido y homogenizar.

3) Elevar el asa para formacién de hilo viscoso que se interpreta como prueba
positiva (gram negativo), como se muestra en Figura 1.- Prueba de la filancia;
por el contrario sin la formacion de hilo viscoso se interpreta como prueba

negativa (gram +)

Figura 1.- Prueba de la filancia
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b) Catalasa

1) Con el asa de siembra recoger del centro de la colonia y colocar sobre un

portaobjeto
2) Agregar una gota de H,0O, al 30% sobre el microorganismo

3) Observar la formacion de burbujas lo cual indica un resultado positivo, como

se muestra en la Figura 2.- Prueba de la catalasa.

Figura 2.- Prueba de la catalasa

c) Oxidasa

Para realizar la prueba se colocan cuadros de papel filtro estéril en una caja
petri o portaobjetos, se humedecen con el reactivo y se coloca una asada de la
colonia, hay que trabajar rapidamente un color azul oscuro indicara prueba
positiva, ausencia de color indicara prueba negativa como se muestra en Figura

3.- Prueba de la oxidasa.
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Figura 3.- Prueba de la oxidasa

d) Agar Mac Conkey

El medio se prepara de la siguiente manera: suspender 50 g del medio en un
litro de agua destilada. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspensién
uniforme. Dejar reposar de 10 a 15 minutos calentar suavemente agitando
frecuentemente y hervir por un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante
15 minutos y vaciar en placas. Se siembra una asada del cultivo y se esteriliza a
30°C durante 24 a 48 horas. Las colonias lactosa negativas son incoloras,
mientras que las lactosa positivas son rojas con un halo turbio debido al
descenso de pH provocado por los acidos biliares. Como se muestra en la
Figura 4.-Desarrollo bacteriano en agar mac conkey
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Figura 4.-Desarrollo bacteriano en agar mac conkey
e) Medio basal OF

Los ingredientes del medio se describen en el anexo 1 “composicion de medios
de cultivo y pruebas bioquimicas”. Para preparar el medio se mezclan los
componentes, se disuelven y se calienta la mezcla hasta disolver por completo
el agar. Se ajusta el pH a 6.8 y se distribuyen 3 ml en tubos pequefios. Se
esteriliza a 121°C por 15 minutos. Para realizar la prueba se siembra hasta el
fondo por puncion, posteriormente uno de los tubos se sella con aceite mineral
estéril, se incuban a 30°C por 7 dias. La reaccion positiva se logra al observar
un color amarillo, mientras que la reaccién negativa se relaciona con un color
verde y se interpreta como lo describe el Cuadro 1.-Interpretacion de la prueba
de Oxidacion reduccion (OF) y se muestra en la figura 5.-Desarrollo bacteriano
en agar medio basal OF.
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Cuadro 1.-Interpretacion de la prueba de Oxidacién reduccion (OF)

Tubo abierto Tubo sellado Metabolismo
Amarillo Verde Oxidativo
Amarillo Amarillo Fermentativo

Verde Verde No oxidativo

Figura 5.-Desarrollo bacteriano en agar medio basal OF
f) Agar nitrato

A la cepa aislada se agregd una gota acido sulfanilico y otra del a-naftil un color
rojo o naranja indico reaccion positiva. Si no hubo cambios de color se afadio
trazas de polvo de zinc, si hubo la reaccion es negativa, si permanecio sin

cambios nuevamente la reaccidn es positiva, como se muestra en la Figura 6.-
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Prueba positiva para el medio de agar nitrato. Para preparar el medio se
mezclan los ingredientes y se calienta hasta fundir el agua, se ajusta el pH a 7.

Posteriormente se distribuye en tubos. Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Figura 6.-Prueba positiva para el medio de agar nitrato

g) Medio de SIM

Para preparar el medio se suspenden 30 g en un litro de agua destilada, se
mezcla hasta disolver, calentando y agitando constantemente, se hierve por un
minuto. Posteriormente se distribuye en tubos pequefios y se esterilizan a 121
°C por 15 minutos. Para realizar la prueba se toma una asada de la colonia y se
siembra por puncién profunda con asa recta en el centro del tubo, con 2/3 de
profundidad del medio de cultivo. Se incuba de 18 a 24 horas a 37 °C. Un color
oscuro en el area de siembra o en todo el medio de cultivo es una evidencia de
la produccién de SH, el color rojo es indicativo de una prueba positiva para la
produccion de indol y desarrollo fuera del &rea de siembra es sefial de motilidad
positiva, como se muestra en figura 7.-Prueba positiva para el medio de SIM
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Figura 7.- Prueba positiva para el medio de SIM

3.4 Andlisis de suelos

Se realizé analisis del suelo de las localidades en cuanto al pH, fésforo, potasio,
materia organica, textura. El cual se realizé siguiendo los procedimientos
descritos por Aguilar et al. (1987); Fuentes et al. (1989); Carter (1993); Bashan
et al. (1995).

a) pH

Se pes6 20 g de suelo seco al cual se le agregaron 40 ml de agua destilada, se

mezclaron durante 30 minutos y se tomo la lectura de pH en el potenciometro.
b) Fosforo

Se pesbd 2.5 g de suelo a los cuales se le agrego 20 ml de una solucién
conformada por NH4F 0.03N y 2.1 ml HCL concentrado, se agito por 5 minutos
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y se filtr6. Se tom6 una muestra de 5ml y se mezclé con 30 ml de agua
destilada. A esta solucién se le agrego 5 ml de una solucion de molibdato de
amonio y acido ascorbico al 0.5%. Esta mezcla se afor6 a 50 ml con agua
destilada y se mezclo. Después de 30 minutos de agregado el reductor se leyo
la absorbancia a 882 nm en el espectrofotdmetro. Se realiz6 una curva con una
solucién patron de 2 ppm de fésforo para calcular la concentracion de fosforo en

la muestra.
c) Potasio

Se peso 2.5 g de suelo, se mezclé con 50 ml de bicarbonato de sodio y 2.5 g de
carbon activado. Después se agitdé por 30 minutos en un agitador automatico,
posteriormente se filtrd, del filtrado se tomaron 20 ml, se mezclaron con 10 ml
de molibdato de amonio, se afor6 a 100 ml y se agregé una gota SnCls.
Después de mezclar se tomé la lectura a 660 nm de absorbancia en el

espectrofotometro. Se utilizé la misma mezcla sin muestra como blanco.
d) Materia organica

Se pesé 1 g de suelo al cual se le agrego 10 ml de K,Cr,O; 1N y 10 ml de
H,SO, concentrado y dejar reposar 30 minutos. Posteriormente se agregaron
200 ml de agua destilada y 8 gotas de difenildiamina, se agito hasta que la
muestra tomo un color café o rojo ladrillo y se titulé6 con FeSO,4. Se anotan los
ml de FeSO, gastados. Para obtener el punto de vire final se prepar6 un blanco

con agua destilada, 10 ml de K,Cr,O; 1N y 10 ml de H,SO,4 concentrado.
e) Textura

Se peso 150 g de suelo a los cuales se le agregaron 150 ml de agua, la mezcla
se calenté y se afadi6 50 ml de peroxido de hidrégeno, se calentd por 5
minutos. Posteriormente la mezcla se pasé a una probeta, a la cual se le agrego
agua hasta alcanzar 450 ml, después de una hora se mide la distribucion de

arena, limo y arcilla. Con el triangulo de textura se determino el tipo de suelo.
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aislamiento e Identificacién de bacterias de Michoacan

Para cada localidad se procesaron dos muestras las cuales se denominaron A'y
B éstas demostraron crecimiento en forma de velo en los medios NFB, LGl y no
hubo crecimiento en JMV excepto en las localidades de Aranza y Cuanajo
(Cuadro 2.-Cepas aisladas e identificadas de Michoacan parte 1 y Cuadro 3.-
Cepas aisladas e identificadas de Michoacan parte 2). Para estas cepas se
analizd la morfologia macroscépica, microscopica y pruebas bioquimicas. La
gran mayoria de las bacterias fijadoras de nitrdgeno crecen en forma de “velo”
debajo de la superficie de los medios semisolidos descritos para su aislamiento
JMV, NFB y LGI (Doebereiner, 1995; Jhaa et al., 2009). Este crecimiento se
muestra en la Figura 8.-Crecimiento en forma de velo en medios semisdlidos

JMV, NFB y LGI" y figura 9.- Crecimiento en forma de velo acercamiento.

W
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Figura 8.-Crecimiento en forma de velo en medios semisélidos JMV, NFB y LGI
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Figura 9.- Crecimiento en forma de velo acercamiento

Al revisar el desarrollo de los microorganismos en medios semisélidos
coinciden con esta descripcion. Posteriormente en medio solido se reviso la
morfologia macroscopica la cual se describe a detalle en el anexo 2.-Morfologia
macroscopica de las bacterias aisladas en medio sélido (JMV, LGl y NFB) y en
el anexo 3.-Morfologia macroscopica de las bacterias aisladas en medio rojo
Congo NFB.

Para las cepas 1, 8,18, 40, 41 se observaron colonias puntiformes, color rosa,
con borde entero y elevaciébn convexa junto con las pruebas bioquimicas
(Cuadro 4.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Michoacan
parte 1 y Cuadro 5. ldentificacion bioquimica de géneros bacterianos de
Michoacan parte 2) presentan pruebas caracteristicas del género Pseudomonas
sp. como bacilo gram (-), metabolismo no oxidativo y catalasa (+) (Whitman et
al., 2012).

Con el mismo seguimiento para las cepas 3,10, se obtuvieron los mismos
resultados para las pruebas bioquimicas: Coco gram (+), con desarrollo de

cepas color morado, lactosa (+), catalasa (+) y mediante la morfologia de las
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cepas crecidas en agar rojo Congo (colonia circular, elevacion plana, borde
entero, y color rojo, es probable que se cuente con una bacteria del genero
Azotobacter sp (Holt et al., 2000).

Cuadro 2.-Cepas aisladas e identificadas de Michoacéan parte 1

Localidad Medio #Cepa Nombre Identificacion
Nahuatzen NFB 1 AN212 crema Psuedomonas
Nahuatzen NFB 2 BN222 crema No identificada
Nahuatzen LGI 3 AL212 amarilla Azotobacter
Nahuatzen LGI 4 AL212 crema No identificada
Nahuatzen LGI 5 BL122 crema No identificada
Péatzcuaro NFB 6 AN2 blanca Clostridium
Péatzcuaro NFB 7 AN2 amarilla Clostridium
Péatzcuaro NFB 8 AN2 verde Pseudomonas
Péatzcuaro LGl 9 AL1 amarilla No identificada
Péatzcuaro NFB 10 BN1 Blanca Azotobacter
Péatzcuaro NFB 11 BN1 verde No identificada
Péatzcuaro LGI 12 BL1 blanca No identificada
Aranza LGI 13 AL2 Blanca Azospirillum
Aranza LGI 14 AL2 amarilla No identificada
Aranza NFB 15 AN1Blanca Azospirillum
Aranza NFB 16 ANZlamarilla Xanthobacter
Aranza NFB 17 ANlacua Azospirillum
Aranza JMV 18 AJ1 amarillo Pseudomonas
Aranza JMV 19 AJ1 crema No identificada
Aranza LGI 20 BL1 Blanca No identificada
Aranza LGI 21 BL1 amarilla No identificada
Aranza NFB 22 BN1 Blanco Azospirillum
Aranza NFB 23 BN1 Crema Azospirillum
Aranza JMV 24 BJ1 crema Azospirillum
Aranza JMV 25 BJ1 amarillo No identificada
Cuanajo NFB 26 AN1 Blanca Azospirillum
Cuanajo NFB 27 AN1 crema No identificada




Cuadro 3.-Cepas aisladas e identificadas de Michoacéan parte 2
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Localidad Medio #Cepa Nombre Identificacion
Cuanajo NFB 28 AN1 Verde No identificada
Cuanajo JMV 29 AJl crema No identificada
Cuanajo NFB 30 BN1 crema Azospirillum
Cuanajo NFB 31 BN1 acua Azospirillum
Cuanajo LGI 32 BL1 crema No identificada
Cuanajo JMV 33 BJ2 blanca Azospirillum
Zirahuen NFB 34 AN1 Blanca No identificada
Zirahuen NFB 35 AN1 Naranja No identificada
Zirahuen LGI 36 AL2 Filiforme Acetobacter
Zirahuen LGI 37 AL1 filiforme No identificada
Zirahuen LGI 38 BL1 Blanca Acetobacter
Zirahuen NFB 39 AN2 Blanca No identificada
Zirahuen NFB 40 AN2 Naranja Pseudomonas
Zirahuen NFB 41 BN4 blanca Pseudomonas
Zirahuen NFB 42 BN3 naranja Clostridium
Zirahuen LGI 43 AL2 blanca No identificada
Zirahuen LGI 44 BL1 filiforme No identificada
Zirahuen LGI 45 BL1 crema Clostridium
Zirahuen LGl 46 AL2 verde No identificada
Zirahuen LGl 47 BL2 crema No identificada
Zirahuen LGI 48 BL2 blanca No identificada
Zirahuen LGI 49 AL1 amarilla Clostridium

Al revisar la morfologia y pruebas bioquimicas (Cuadro 4.- Identificacion

bioguimica de géneros bacterianos de Michoacan parte 1 y Cuadro 5.

Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Michoacan parte 2) se

observé que las cepas 6,7, 42, 45 y 49 presentan una pigmentacién rosa en

agar rojo Congo NFB, un margen entero, una elevacion plana, un coco gram (+)

con un metabolismo no oxidativo y resultados negativos para las pruebas de

catalasa, oxidasa,

la movilidad y positiva para nitratos las cuales podrian

representar la presencia de Clostridium sp. (Whitman et al., 2012). Haciendo el
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mismo seguimiento para la cepas 13, 15, 17, 22, 24, 26, 30, 31 y 33 (Cuadro
4.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Michoacan parte 1 y
Cuadro 5. Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Michoacan parte
2) se observé que las cepas presentan una pigmentacion rosa en agar rojo
Congo NFB, forma circular, margen entero, elevacion plana, como se muestra
en la figura 10.-Crecimiento en agar rojo Congo NFB, ademas de presentar una
morfologia microscopica de bacilo gram (-) con un metabolismo fermentativo y
resultados positivos para las pruebas de nitratos, catalasa, oxidasa y la
movilidad, asi como una prueba negativa para lactosa y crecimiento en Mc
conkey las cuales podrian representar la presencia de Azospirillum sp. (Bacilio
et al., 2003). Aunque la prueba de movilidad es positiva en la mayoria de las
cepas de Azospirillum sp y es util para su identificacion como una prueba
secundaria, las cepas no méviles se unen mas rapidamente a las raices de la
planta (Van y Heijnen, 1994). Estos resultados también podrian representar la
presencia de Azospirillum sp.

o

Figura 10.- Crecimiento en agar rojo Congo NFB
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Para la cepa 16 revisando el cuadro anteriormente mencionado, presentan
una cepa con pigmentacion blanca en agar rojo Congo NFB, un forma circular,
con margen entero, una elevacion plana, bacilo gram (-) con un metabolismo
oxidativo y resultados positivos para las pruebas de nitratos, catalasa, oxidasa,
negativo para lactosa, crecimiento en Agar Mc conkey para la movilidad, las
cuales podrian representar la presencia de Xanthobacter sp. (Whitman et al.,
2012)

Al observar la morfologia macroscopica y las pruebas bioguimicas de las cepas
36 y 38 (Cuadro 4.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de
Michoacén parte 1 y Cuadro 5. Identificacion bioquimica de géneros bacterianos
de Michoacéan parte 2) se observd que la cepas presentaron una pigmentacion
rosa en agar rojo Congo NFB, forma irregular, margen entero, con elevacion
acuminada, bacilo gram (-) con un metabolismo oxidativo y resultados negativos
para las pruebas de nitratos, catalasa, oxidasa y movilidad, prueba positiva
para lactosa y crecimiento en Mc conkey podrian representar la presencia de
Acetobacter sp. (Whitman et al., 2012).



Cuadro 4.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Michoacan parte 1
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Cepa Localidad M SH2 In Met MC L N O C G F
1 Nahuatzen + - - NO - - - + + B- -
2 Nahuatzen - + - F NR - - - + C+ -
3 Nahuatzen - - - (@) + + - + + C+ +
4 Nahuatzen - - - NO + + - - + C+ +
5 Nahuatzen - + - NO + + + + + C+ +
6 Patzcuaro - - - NO | -+ - - C+ -
7 Patzcuaro - - - NO NC -+ - - B+ -
8 Patzcuaro - + - NO I - - + + B+ -
9 Patzcuaro - - - NO I - - + + C- -

10 Patzcuaro - - - NO R + + - + C- -
11 Patzcuaro - + - NO | -+ o+ + C- -
12 Patzcuaro + + - F R + - + + C- o+
13 Aranza + - - F | -+ o+ + B- -
14 Aranza - - - (@) | - - + + C- -
15 Aranza - - - (0] | -+ + + B- +
16 Aranza - - - (@) | -+ + + B- +
17 Aranza - - - (@] | -+ + + B- +
18 Aranza - - + O R + + + + B- R
19 Aranza + - - (@] | -+ - - C- -
20 Aranza - + - F | -+ o+ + C+ +
21 Aranza - - - NO R + - + + C+ -
22 Aranza + + - o) | -+ + + B+ +
23 Aranza - - - (@) | -+ + + B+ +
24 Aranza + - - 0] | -+ + + B+ +
25 Aranza - - + NO | - - - + C+ +
26 Cuanajo - + - 0 I -+ +  + B+ -
27 Cuanajo - - - NO NC -+ o+ + C+ +

M= motilidad, SH, = Sulfuro de hidrogeno, In= Indol, Met = Metabolismo, Mc= Agar Mac Conkey,

L= Lactosa, N= Nitratos, O= Oxidasa, C= Catalasa, G= Gram, F= Filancia, NO= No oxidativo,

oxidativo, F= Fermentativo, I= incolora, R= Roja, NC= No crecimiento, B= bacilo, C= Coco, E=

Esporas.
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Cuadro 5. Identificacion bioguimica de géneros bacterianos de Michoacéan parte 2

Cepa Localidad ™ SH2 In Met MC L N O C G F
28 Cuanajo - - - NO I -+ o+ + B+ +
29 Cuanajo - - - NO NC -+ - - B- -
30 Cuanajo + + - (@) | -+ + + B+ +
31 Cuanajo - - - 0 | -+ o+ + B+ +
32 Cuanajo - - - F R + + + + B- +
33 Cuanajo - + - F I -+ +  + B+ +
34 Zirahuen - - - NO R + - - - B- -
35 Zirahuen - - - I - - - - B- -
36 Zirahuen - - - R + - - - B- -
37 Zirahuen + - - R + - - - E -
38 Zirahuen + - - 0 R + - - + B- -
39 Zirahuen + - - NO R + o+ o+ - B- -
40 Zirahuen - - - NO I - - + - B- +
41 Zirahuen - - - NO R + - - - B- -
42 Zirahuen - - - NO I - - - - B- +
43 Zirahuen + - - F | - - + - E -
44 Zirahuen - - - F I - - + - E -
45 Zirahuen - - + NO [ -+ - - B- -
46 Zirahuen - - + NO R + + - - C- -
47 Zirahuen - - - NO R + o+ - - C+ -
48 Zirahuen - - - NO R + o+ - - E -
49 Zirahuen + - - NO I - - + - B- -

M= motilidad, SH, = Sulfuro de hidrogeno, In= Indol, Met = Metabolismo, Mc= Agar Mac
Conckey, L= Lactosa, N= Nitratos, O= Oxidasa, C= Catalasa, G= Gram, F= Filancia, NO= No
oxidativo, oxidativo, F= Fermentativo, I= incolora, R= Roja, NC= No crecimiento, B= bacilo, C=

Coco, E= Esporas.
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Para el resto de las cepas se demuestra que crecen en forma de velo debajo de
la superficie en los medios semisélidos de NFB JMV y LGI. Sin embargo no fue
posible determinar el género al no coincidir con las pruebas bioquimicas para
alguna bacteria fijadora de nitrogeno segun el manual de Bergey para

identificacion de bacterias (Whitman et al., 2012).

Al revisar las cepas aisladas y sus géneros (Cuadro 2.-Cepas aisladas e
identificadas de Michoacan parte 1 y Cuadro 3.-Cepas aisladas e identificadas
de Michoacan parte 2) se puede observar que se aislaron 49 cepas, de las
cuales se identificaron 24 a nivel de género mediante medios diferenciales tanto
semisolidos como sélidos y con pruebas bioquimicas. En esta tabla se incluye
la localidad, el medio selectivo para fijador de nitrogeno del cual fue aislada, la

clave y el género de la bacteria, excepto las que no se obtuvo su identificacion.

Como se puede observar en el analisis de suelos (Cuadro 6.- Andlisis de suelos
de Michoacan) la diferencia entre los tipos de suelos de las localidades
analizadas, por ejemplo el pH de los suelos de Zirahuen, Nahuatzen, Patzcuaro
es muy acido 4.90, 4.90 y 4.95 respectivamente, donde no se observa
crecimiento en el medio de asilamiento JMV, en cambio los valores de pH para
Cuanajo 5.31 y Aranza 6.30, en estas Ultimas localidades si hay crecimiento en
el medio de aislamiento JMV el cual el pH = 4.2 a 4.5 es muy bajo (jhaa et al.,
2009).

De las cinco localidades analizadas se aislaron e identificaron 24 cepas de
bacterias fijadoras de nitrdgeno, esta identificacion debe corroborarse en
trabajos posteriores utilizando técnicas de biologia molecular, ademas de
corroborar el género de la bacteria asilada con estas técnicas se puede ampliar
la identificacion a nivel de especie (Magnani et al., 2010; Roesch et al., 2008).
Los géneros identificados corresponden a rizobacterias como Azospirillum sp,
Azotobacter sp, Pseudomonas sp, estos géneros se han utilizado asociadas a
cultivos como biofertilizante para mejorar el rendimiento. (Hernandez et al.,
2002, Reyes et al., 2008; Rangel et al., 2011).



Cuadro 6.- Analisis de suelos de Michoacan
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Localidad

pH

P(ppm)

K (ppm)

MO

Textura%

Clasificacion

Zirahuen

Nahuatzen

Patzcuaro

Aranza

Cuanajo

4.90

4.95

4.95

6.30

531

13.42

14.99

52.48

56.39

11.85

350

1190

600

750

250

3.5

4.75

3.93

451

4.40

46 arena

16 arcilla

38% limo

36 arena

22 arcilla

42 limo

22 arena

36 arcilla

42 limo

46 arena

18 arcilla

36 limo

20 arena

50 arcilla

30 limo

Migajon

Migajon

Migajon

arcilloso

Migajon

Arcilla

Ppm= partes por millén, K= potasio, MO= Materia organica.
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4.2 Aislamiento e Identificacién de bacterias de Celaya, Guadalajara y

Torredn

Para los maices criollos de Celaya y Guadalajara se procesaron dos muestras
las cuales se denominaron uno y dos, mientras los de Torredn fueron cuatro
muestras procesadas denominadas con numeros del uno al cuatro. Para Celaya
se observo crecimiento en forma de velo en los medios NFB, LGl y no se
observé desarrollo en JMV, para Guadalajara y Torredn hubo crecimiento de
microorganismos en forma de velo en todos los medios, NFB, LGl y JMV
(Cuadro 7.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torre6n y Guadalajara
parte 1 y Cuadro 8.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torredn y
Guadalajara parte 2). Para estas cepas se analiz6 su morfologia macroscépica
la cual se describe a detalle en el anexo 2.-Morfologia macroscopica de las
bacterias aisladas en medio soélido (JMV, LGl y NFB) y en el anexo 3.-
Morfologia macroscopica de las bacterias aisladas en medio rojo Congo NFB.
Ademas se analiz6 su morfologia microscopica y pruebas bioquimicas para

lograr su identificacion.

El crecimiento en medios semisélidos para microorganismos fijadores de
nitrdgeno como los medios JMV, NFB y LGI en forma de “velo” debajo de la
superficie es indicativo del desarrollo de la presencia de microorganismos
fijadores de nitrdgeno (Dobereiner, 1995, Jhaa et al., 2009, Martinez et al.,
2003) Las cepas aisladas en Celaya, Torre6n y Guadalajara corresponden a
este tipo de desarrollo, Al observar la morfologia macroscopica en medio sélido
de las cepas 9, 13,20, se observaron colonias puntiformes, color rosa, con
borde entero y elevacién convexa, junto con las pruebas bioquimicas (Cuadro
7.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torredn y Guadalajara parte 1)
presentan pruebas caracteristicas del género Pseudomonas sp. como bacilo

gram (-), metabolismo no oxidativo y catalasa (+) (Whitman et al., 2012).
Al observar los resultados para las pruebas bioquimicas para las cepas 14, 27,

28, 30, 32 y 38 (Cuadro 9.- Identificacion bioguimica de géneros bacterianos de
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Celaya, Torredn y Guadalajara parte 1 y Cuadro 10.- Identificacion bioquimica
de géneros bacterianos de Celaya, Torredn y Guadalajara parte 2) como coco
gram (+),lactosa (+), catalasa (+) y mediante la morfologia de las cepas
crecidas en medio sdélido JMV, LGl o NFB color naranja, amarillo o verde acua
fluorescente, es probable que se cuente con una bacteria del genero

Azotobacter sp (Holt et al., 2000).
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Cuadro 7.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torredn y Guadalajara parte 1

Localidad Medio #Cepa Nombre Identificacion
Celaya NFB 1 AN2 Blanca No identificada
Celaya NFB 2 AN1 Acua Azospirillum
Celaya LGI 3 AL1 crema Azospirillum
Celaya NFB 4 BN2 blanca No identificada
Celaya NFB 5 BN2 amarilla Xanthobacter
Celaya NFB 6 BN2 Verde No identificada
Celaya LGI 7 BL1 blanca No identificada
Celaya LGI 8 BL1 Acua Azospirillum
Guadalajara LGI 9 GL1 blanca Pseudomonas
Guadalajara LGI 10 GL1 irregular No identificada
Guadalajara JMV 11 GJ1 crema Azospirillum
Guadalajara JMV 12 GJ1 puntiforme No identificada
Guadalajara NFB 13 GN1rizoide Pseudomonas
Guadalajara NFB 14 GN1lamarilla Azotobacter
Guadalajara NFB 15 GN1lverde Burkholderia
Guadalajara NFB 16 GN2 Blanca Azospirillum
Guadalajara NFB 17 GN2 Crema No identificada
Guadalajara NFB 18 GN2 Rizoide No identificada
Guadalajara JMV 19 GJ2 Translucida Azospirillum
Guadalajara JMV 20 GJ2 Amarilla Pseudomonas
Guadalajara LGI 21 GL2 incolora Azospirillum
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Cuadro 8.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torredn y Guadalajara parte 2

Localidad Medio #Cepa Nombre Identificacion
Torredn NFB 22 T1N Blanca Azotobacter
Torredn NFB 23 T1N irregular Azotobacter
Torredn LGI 24 T1L crema Azotobacter
Torredn LGI 25 T1Lpuntiforme No identificada
Torredn JMV 26 T1J blanca No identificada
Torredn NFB 27 T2N blanca Azotobacter
Torredn LGI 34 T3L rizoide No identificada
Torredn LGI 35 T3L crema Azospirillum
Torredn JMV 36 T3J crema Azospirillum
Torredn NFB 37 T4N amarilla No identificada
Torredn NFB 38 TA4N irregular Azotobacter
Torredn LGI 39 T4L rizoide No identificada
Torredn JMV 40 T4J rizoide No identificada
Torredn JMV 41 T4J crema No identificada

Para la cepas 2, 3, 8, 11, 16, 19, 21, 35 y 36 se observo que las cepas
presentan una pigmentacion rosa en agar rojo en medio Congo NFB, forma
circular, margen entero, elevacion plana, bacilo gram negativo (Rodriguez,
1982). Estas cepas presentaron un metabolismo fermentativo y resultados
positivos para las pruebas de nitratos, catalasa, oxidasa y la movilidad, asi
como una prueba negativa para lactosa y crecimiento en Mc conkey (Cuadro 9.-
Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Celaya, Torreén y

Guadalajara parte 1 y Cuadro 10.- Identificacion bioquimica de géneros
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bacterianos de Celaya, Torreén y Guadalajara parte 2) las cuales podrian
representar la presencia de Azospirillum sp. (Bacilio et al., 2003). La prueba de
motilidad es positiva en la mayoria de las cepas de Azospirillum sp y es util
para su identificacibn como una prueba secundaria, sin embargo, las cepas no
moviles se unen mas rapidamente a las raices de la planta (Van y Heijnen,
1994). Estos resultados también podrian representar la presencia de
Azospirillum sp. Para la cepa 15 se observd una cepa con pigmentacion roja en
agar rojo Congo NFB, forma filamentosa, margen filamentosa, con elevacion
convexa, bacilo gram (-) con un metabolismo no oxidativo y resultados
negativos para las pruebas de oxidasa, catalasa, movilidad, lactosa y
crecimiento en Mc conkey y positivo para la prueba de nitratos (Cuadro 9.-
Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Celaya, Torreon y
Guadalajara parte 1); estas pruebas podrian representar la presencia de
Burkholderia sp. (Caballero et al., 2004). Para la cepa 5 se observd una cepa
con pigmentacion blanca en agar rojo Congo NFB, un forma circular, con
margen entero, una elevacion plana, bacilo gram (-) con un metabolismo
oxidativo y resultados positivos para las pruebas de nitratos, catalasa, oxidasa,
negativo para lactosa, crecimiento en Agar Mc conkey para la movilidad
(Cuadro 9.-Cepas aisladas e identificadas de Celaya, Torre6n y Guadalajara
parte 1), las cuales podrian representar la presencia de Xanthobacter sp.
(Whitman et al., 2012)
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Cuadro 9.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Celaya, Torredn

y Guadalajara parte 1

Cepa Localidad M SH2 In Met MC L N O C G F
1 Celaya - - - NO R + + 4+ + B+ +
2 Celaya - + - 0 NC -+ o+ + B+ +
3 Celaya - + - 0 I -+ 4+ + B+ +
4 Celaya + - - 0 NC - - + + C- +
5 Celaya - - - 0 I -+ 4+ + B+ +
6 Celaya - + - NO I -+ 4+ + C+ +
7 Celaya + - - O R + + 4+ - B+ -
8 Celaya - + - 0 I -+ 4+ + B+ +
9 Guadalajara - - - NO I - - + + C- -

10 Guadalajara - - - NO R + + - + C- -
11 Guadalajara - + - NO I -+ o+ + C- -
12 Guadalajara + + - F R + - + + C- +
13 Guadalajara + - - F I -+ 4+ + B- -
14 Guadalajara - - - 0 I - - + + C- -
15 Guadalajara - - - 0 I -+ 4+ + B- +
16 Guadalajara - - - 0 I -+ o+ + B- +
17 Guadalajara - - - O I -+ 4+ + B- +
18 Guadalajara - - + O R + + 4+ + B- -

M= motilidad, SH, = Sulfuro de hidrogeno, In= Indol, Met = Metabolismo, Mc= Agar Mac
Conckey, L= Lactosa, N= Nitratos, O= Oxidasa, C= Catalasa, G= Gram, F= Filancia, NO= No
oxidativo, oxidativo, F= Fermentativo, I= incolora, R= Roja, NC= No crecimiento, B= bacilo, C=

Coco, E= Esporas.
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Cuadro 10.- Identificacion bioquimica de géneros bacterianos de Celaya,

Torredn y Guadalajara parte 2

Cepa Localidad M SH2 In Met MC LN O C G F
19 Guadalajara + - - 0 I -+ - - c- -
20 Guadalajara - + - F I -+ o+ + C+ +
21 Guadalajara - - - NO R + - + + C+ -
22 Torredn + + - O I -+ 4 + B+ +
23 Torredn - - - O I -+ o+ + B+ +
24 Torredn + - - O I -+ o+ + B+ +
25 Torredn - - + NO I - - - + C+ +
26 Torredn - + - O I -+ 4 + B+ -
27 Torredn - - - NO NC -+ 4 + C+ +
37 Torredn + - - F R + - - - E -
38 Torredn + - - 0 R + - - + B- -
39 Torredn + - - NO R + + o+ - B- -
40 Torredn - - - NO I - - + - B- +
41 Torredn - - - NO R + - - - B- -

M= motilidad, SH, = Sulfuro de hidrogeno, In= Indol, Met = Metabolismo, Mc= Agar Mac
Conckey, L= Lactosa, N= Nitratos, O= Oxidasa, C= Catalasa, G= Gram, F= Filancia, NO= No
oxidativo, oxidativo, F= Fermentativo, I= incolora, R= Roja, NC= No crecimiento, B= bacilo, C=

Coco, E= Esporas.
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El resto de las cepas presentaron crecimiento en forma de velo debajo de la
superficie en los medios semisolidos de NFB JMV y LGI. Sin embargo no fue
posible determinar el género al no coincidir con las pruebas bioquimicas para

alguna bacteria fijadora de nitrogeno (Whitman et al., 2012).

Al revisar las cepas aisladas y sus géneros (Cuadro 7.-Cepas aisladas e
identificadas de Celaya, Torredn y Guadalajara parte 1 y Cuadro 8.-Cepas
aisladas e identificadas de Celaya, Torreon y Guadalajara parte 2) se puede
observar que se aislaron 41 cepas, de las cuales se identificaron 20 a nivel de
género mediante medios diferenciales tanto semisélidos como sélidos y con
pruebas bioquimicas. En estos cuadros se incluye localidad, el medio selectivo
para fijador de nitrégeno del cual fue aislada la cepa, la clave y el género de la
bacteria, excepto las que no coincidieron con alguna bacteria fijadora de
nitrégeno. Para complementar el estudio se realizé un analisis el analisis de
suelos (Cuadro 11.- Analisis de suelos de Celaya, Torredn y Guadalajara)
donde se muestra las condiciones que probablemente favorecieron el desarrollo
de los diferentes géneros bacterianos aislados, por ejemplo el pH de Celaya es
7.54 con suelo de tipo migajon, mientras que Guadalajara 1 tiene un pH de 6.53
con un suelo de tipo migajon arcilloso y Guadalajara 2 tiene un pH 5.88 con un
suelo de tipo migajon, ambos suelos acidos. Por ultimo se observé que las
cuatro localidades en de Torredn tienen las mismas caracteristicas como un pH
de 8.06 y un suelo de tipo miagaron arcilloso arenoso. Estas condiciones

favorecen el desarrollo de unos microorganismo por sobre otros.

Por ultimo cabe sefialar que las cepas aisladas corresponden a los géneros
Azospirillum sp, Azotobacter sp, Pseudomonas sp, Xanthobacter y Burkholderia
estos géneros se han utilizado asociadas a cultivos como biofertilizante para
mejorar el rendimiento. (Hernandez et al., 2002, Reyes et al., 2008, Huerta et
al., 2011, Rangel et al., 2011 y Caballero et al., 2003).

Se aislaron 41 cepas de bacterias fijadoras de nitrégeno de las localidades de
Celaya, Torre6n y Guadalajara; de las cuales se identificaron 20 cepas a nivel

de género de las ocho localidades analizadas. Para confirmar el género y
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conocer la especie de la bacteria aislada se recomienda realizar un analisis
molecular (Jhaa et al., 2009, Magnani et al., 2010, Roesch et al., 2008). Estas
cepas pueden utilizarse en trabajos posteriores en invernadero o campo para

aumentar el rendimiento en maiz en las localidades analizadas.

Cuadro 11.- Analisis de suelos de Celaya, Torre6n y Guadalajara

Localidad pH P(ppm) K (ppm) MO Textura% Clasificacion
Celaya 7.54 36.39 1030 2.23 42 arena  migajon
(1y?2) 26 arcilla
32 limo
Gdl 1 6.53 35.41 1620 81.90 36 arena  Migajon
30 arcilla arcilloso
34 limo
Gdl 2 5.88 39.65 1710 80.51 36 arena  Migajon
26 arcilla
38 limo
Torredn 8.06 40.82 1130 1.74 46 arena  Migajon
(T1aT4) 30 arcilla arcilloso
arenoso
24 limo

Ppm= partes por millén, K= potasio, MO= Materia orgénica, Gdl= Guadalajara.
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V.-CONCLUSIONES

De las 12 localidades analizadas se aislaron 90 bacterias fijadoras de
nitrégeno

Se identificaron 45 cepas probablemente correspondientes a diferentes
géneros para cada localidad como Azospirillum sp, Azotobacter sp,
Pseudomonas sp y Burkholderia sp, Clostridium sp, Xanthobacter sp,
Acetobacter sp

Estas bacterias podrian utilizarse en estudios posteriores para aumentar
el rendimiento en maiz forrajero en las localidades analizadas

Se recomienda realizar pruebas de biologia molecular para confirmar la

identificacion de dichas cepas.
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VII-ANEXOS

Anexo 1.-Composicion de medios de cultivo y pruebas bioquimicas

Anexo 1.1.- Composicion de medio JMV

Componentes 1000ml
Manitol 5
K2HPO4 0.6
KH2PO4 1.8
MgSO4 0.2
NaCl 0.1
CaClL2 0.2
Bromotimol ml 2

Solucién de elementos

traza ml

FE-EDTA ml 4
KOH g 4.5
Solucién de vitaminas 1
Agar 2.1

pH 4.2-4.5




Anexo 1.2.- Solucion de elementos traza

50

mg. en
Componentes 1000ml
ZnSO, 100
MnCl, 30
HBrO3 300
CoCl; x 6H,0 200
CuCly x 2H,0 10
NiCl, x H,O 20
Na,MoO,4 x 2H,0 30

Anexo 1.3.- Solucién de vitaminas

mg. en
Componentes 1000ml
Riboflavina 10
Tiamina 50
Acido nicotinico 50
Piridoxina 50
Pantotenato de

calcio 50
Biotina 100
Acido folico 200
Vitamina B12 200




Anexo 1.4.- Composicion de medio NFB

Componentes 1000m|
acido malico g 5
K2HPO4 0.6
KH2PO4 1.8
MgSO4 0.2
NaCl 0.1
CaCL2 0.2
Bromotimol ml 2

Solucién de elementos

traza ml

FE-EDTA ml 4

KOH g 4.5
Solucion de vitaminas

ml 1

Agar 1.8

pH 6.5




Anexo 1.5.-Composicion de medio LGl

Componentes 1000ml
Sacarosa 5
K2HPO4 0.6
KH2PO4 1.8
MgSO4 0.2
NacCl 0.1
CaCL2 0.2
Bromotimol ml 2

Solucién de elementos

traza ml

FE-EDTA ml 4

KOH g 4.5
Solucion de vitaminas

1 mi 1

Agar 1.8

pH 6.0-6.2




Anexo 1.6.-Composicion de medio Agar rojo Congo NFB

Componente Cantidad por litro
Acido malico 5
K2HPO4 0.5
MgSO,4 x 7H,0 0.2
NaCl 0.1
Extracto de levadura 0.5
FeCL3z x 6H,0 0.015
KOH 4.8
Agar 20
Solucién acuosa de rojo Congo (1:400)
pH 7




Anexo 1.7.-Composicion de medio basal OF

Componente Cantidad (g o ml)
Glucosa 10

Triptona 2

Cloruro de sodio 5

Fosfato acido de potasio 0.3

Azul de bromotimol 0.08

Agar 2

Agua destilada 1000

pH 6.8

Anexo 1.8.-Composicion de medio Agar nitrato

Componente Cantidad en g o mL
Peptona 29
Extracto de carne 5¢

Nitrato de potasio 0.3¢g

Agar bacteriologico 129

Agua destilada 1000mL

pH final 7

54



Anexo 1.9.-Composicion de medio de SIM

Componentes Cantidad
Peptona 6.1g
Sulfato de hierro y amonio 0.2g
Tiosulfato de sodio 0.2g
Agar 3.5g
pH 7.3+/-0.2
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Anexo 2.-Morfologia macroscopica de las bacterias aisladas en medio

solido (JMV, LGl y NFB)

Anexo 2.1.- Morfologia macroscopica en medio solido Nahuatzen

Cepa Tamafio Forma  Margen Propiedades opticas Elevacion Textura  Pigmento
mm
AN212 crema 3 Circular Entero  Opaca Convexa suave Crema
BN222 crema 2 Circular Entero  Opaca Convexa  suave Crema
AL212 amarilla 4 Circular Entero  Opaca Plana suave Amarilla
AL212 crema 4 Circular Entero  Opaca Plana suave Crema
BL122 crema 3 circular Entero  Opaca Convexa mucoide crema
Anexo 2.2.- Morfologia macroscépica medio sdlido Patzcuaro
Cepa Tamafio Forma  Margen Propiedades 6pticas Elevacion Textura  Pigmento
mm
BN1 Blanca 1 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Blanca
BN1 verde 1 Circular Irregular Opaca Convexa Suave Verde
BL1 blanca 2 Circular Ondulado Opaca Convexa  Suave Blanco
AN2 blanca 2 Circular Regular Opaca Convexa  Suave Blanco
AN2 amarilla 3 Circular Entero Opaca Plana Suave Amarilla
ANZ2 verde 2 Circular Ondulado Opaca Plana Suave Verde
AL1 amarilla 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave amarilla




Anexo 2.3.- morfologia macroscopica medio sélido Aranza
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Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades opticas  Elevacion Textura Pigmento
mm
AL2 Blanca 4 Circular  Entero Opaca Convexa Suave Blanco
AL2 amarilla 3 Circular  Entero Opaca Plana Suave  Amarillo
AN1Blanca 3 Circular  Ondulado Opaca Convexa Suave Blanco
ANZlamarilla 4 Circular  Ondulado Opaca Plana Suave  Amarillo
AN1lacua 9 Irregular  Ondulado Opaca Plana Suave  Acua
AJ1 amarillo 3 Circular  Entero Opaca Convexa Suave  Amarillo
AJ1 crema 3 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Crema
BL1 Blanca 3 Circular  Entero Opaca Convexa Suave Blanco
BL1 amarilla 3 Circular  Entero Opaca Plana Suave  Amarillo
BN1 Blanco 3 Irregular  Ondulado Opaca Plana Suave  Blanco
BN1 Crema 3 Circular  Ondulado Opaca Plana Suave Crema
BJ1 crema 4 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Crema
BJ1 amarillo 4 Circular  Entero Opaca Convexa Suave  Amarillo
Anexo 2.4.- Morfologia macroscopica medio soélido Cuanajo
Cepa Tamafio Forma  Margen Propiedades Elevaciéon Textura Pigmento
mm Opticas

AN1 Blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa  suave Blanco

AN1 crema 2 Circular Entero Opaca Convexa suave Crema

AN1 Verde 2 Circular Entero Opaca Convexa suave Verde

AJ1 crema 3 Circular Entero Opaca Convexa suave Crema

BN1 crema 3 Circular Ondulado Opaca Convexa suave Crema

BN1 Acua 4 Circular Ondulado Opaca Convexa suave Acua

BJ2 blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa suave Blanco
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Anexo 2.5.- Morfologia macroscopica medio sélido Zirahuen

Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades opticas  Elevacion Textura  Pigmento
mm

AL2 verde 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave blanca
BL1 crema 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave blanca
BL2 crema 2 Circular lobulado Opaca Convexa  Suave crema
BL2 blanca 2 Circular Rizoide Opaca Plana Suave blanco
AL1 amarilla Puntiforme  Circular Entero Opaca convexa Suave crema
AL2 filiforme 3 Circular Entero Opaca Convexa  Suave crema
AL1 filiforme 4 Rizoide Rizoide Opaca Plana Suave opaca
BL1 blanca 3 Circular Entero Opaca concava Suave blanca
BL1 filiforme 6 Filiforme  Filamentoso Opaca convexa Algodon  Blanca
AN1 Blanca 9 Irregular irregular Transparente Plana Suave Incolora
ANlnararanja puntiforme Redondo Entero Brillante convexa suave amarilla
AN2 blanca 3 Circular Entero Opaca convexa suave crema
AN2 naranja puntiforme  Circular Entero transparente convexa suave incolora
BN3 blanca puntiforme  Circular Entero Opaca convexa suave blanca
BN4 blanca 3 Circular Entero Opaca convexa suave blanca
BN3 naranja puntiforme  Circular Entero Opaca convexa suave blanca
AL2 blanca 4 Rizoide filamentoso  Opaca Plana suave blanca

Anexo 2.6.- Morfologia macroscépica medio sélido Celaya

Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades oOpticas Elevacion Textura Pigmento
mm
AN2 Blanca 2 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Blanco
AN1 Acua 10 Irregular Lobulado Opaca Plana Suave  Acua
AL1 crema 2 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Crema
BN2 blanca 2 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Blanca
BN2 amarilla 3 Irregular Lobulado Opaca Convexa Suave  Amarilla
BN2 Verde 2 Irregular  Entero Opaca Plana Suave  Verde
BL1 blanca 4 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Blanca
BL1 Acua 6 Circular Ondulado Opaca convexa  Suave  Acua




Anexo 2.7.- Morfologia macroscopica medio sélido Guadalajara G1
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Cepa Tamafio Forma Margen  Propiedades Elevacion Textura Pigmento
mm Opticas

GL1 blanca Puntiforme Circular  Entero Opaca Convexa Suave Blanco

GL1 irregular 3 Irregular  Entero Opaca Convexa Suave Blanco

GJ1 crema 3 Circular  Entero Opaca Convexa  Suave Crema

GJ1 Puntiforme Circular  Irregular Opaca Convexa  Suave Incolora

puntiforme

GNZrizoide 3 Circular  Entero Translucida Plana Suave  Verde

GN1 blanca Puntiforme circular  Entero Opaca Convexa Suave Blanco

GNlverde 3 circular  Entero Opaca Convexa Suave verde

Anexo 2.8.- Morfologia macroscopica medio sélido Guadalajara G2

Cepa Tamafio  Forma Margen Propiedades Elevacion Textura Pigmento
mm Opticas

GN2 Blanca Puntiforme  Circular  Entero Opaca Convexa Suave  Blanco

GN2 Crema 2 Circular  Entero Opaca Convexa Suave Crema

GN2 Rizoide 4 Irregular Ondulado Opaca Acuminada Suave Crema

GJ2 4 Circular  Entero Translucida Plana Suave  Incolora

Translucida

GJ2 Amarilla 2 Circular  Entero Opaca Convexa Suave  Amarillo

GL2 incolora 3 Irregular  Entero Transparente Convexa Suave Incolora




Anexo 2.9.- Morfologia macroscopica medio sélido Torreén
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Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades Elevacion Textura  Pigmento
mm Opticas
T1J blanca 2 Circular Ondulado Opaca Convexa  Suave Blanco
T2J blanca 3 Circular Entero Opaca Convexa  Mucoide Blanco
T3J crema 6 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Crema
T1N Blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Blanca
T1N irregular 3 Irregular Lobulado Translucida Plana Suave Crema
T1L crema 4 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Crema
TlLpuntiforme Puntiforme Circular Entero Opaca Convexa  Suave Crema
T2N blanca 3 Circular Entero Opaca Plana Suave Crema
T2N amarilla Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Amarilla
T2L rizoide 5 Filamentosa Filamentoso Opaca Convexa  Suave Blanca
T2L blanca 4 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Blanca
T3N amarilla Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Amarilla
T3N irregular 3 Irregular Lobulado Opaca Plana Suave Transparente
T3L rizoide 3 Filamentosa Filamentoso Opaca Convexa  Suave Blanca
T3L crema 3 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Crema
T4N amarilla Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Amarilla
T4N irregular 3 Irregular Lobulado Opaca Plana Suave Crema
TA4L rizoide 3 Filamentosa Filamentoso Transparente Plana Suave Blanca
T4J rizoide 4 Filamentosa Filamentoso Opaca Plana Suave Blanca
T4J crema Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave crema
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Anexo 3.-Morfologia macroscépica de las bacterias aisladas en medio rojo
Congo NFB

Anexo 3.1.- Morfologia macroscopica Rojo Congo NFB Nahuatzen

Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades Elevacion Textura Pigmento
mm Opticas

AN212 crema  puntiforme Circular Entero Opaca convexa Suave Rosa

BN222 crema  puntiforme Circular  Entero Opaca convexa Suave Rosa

AL212 puntiforme Circular  Entero Opaca convexa Suave Rojo

amarilla

AL212 crema Circular  Entero Opaca convexa mucoide Blanco

BL122 crema 2 Circular  Entero Opaca convexa Suave Rosa

Anexo 3.2.- Morfologia macroscopica Rojo Congo NFB Péatzcuaro

Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades Elevacion Textura  Pigmento
mm Opticas

AN2 blanca Circular Entero Opaca Convexa Tenaz Rosa

AN2 4 Irregular  Irregular  Transparente Plana Suave Incolora

amarilla

AN2 verde 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa

AL1 amarilla 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave rosa

BN1 Blanca 1 Redonda Entero Opaca Convexa Mucoide Blanco

BN1 verde 1 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide blanco

BL1 blanca 3 Circular Ondulado Opaca Convexa  Suave Blanco
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Anexo 3.3.- Morfologia macroscopica medio Rojo Congo NFB Aranza

Cepa Tamafio Forma  Margen Propiedades  Elevacion  Textura  Pigmento
Mm Opticas
AL2 Blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
AL2 amarilla 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
AN1Blanca 4 Circular Ondulado Opaca Plana Mucoide Blanca
ANlamarilla 3 Circular Entero Opaca Plana Mucoide Blanca
AN1lacua 4 Circular Ondulado Opaca Plana Mucoide Rosa
AJ1 amarillo 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Roja
AJl crema 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
BL1 Blanca 1 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
BL1 amarilla 1 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
BN1 Blanco 3 Circular Ondulado Opaca Plana Mucoide Rosa
BN1 Crema 2 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Blanca
BJ1 crema 4 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
BJ1 amarillo 1 Circular Entero Opaca Convexa Mucoide Roja

Anexo 3.4.- Morfologia macroscoépica medio Rojo Congo NFB Cuanajo

Cepa Tamafo Forma Margen Propiedades Elevacion Textura  Pigmento
Mm Opticas

AN1 1 Circular  Entero Opaca Convexa Mucoide Rojo

Blanca

AN1 crema 2 Circular  Entero Opaca Convexa Mucoide Blanco

AN1 Verde 4 Irregular Ondulado Opaca Plana Mucoide Rosa

AJlcrema Puntiforme Irregular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa

BN1 crema 2 Circular  Entero Opaca Plana Mucoide Rosa

BN1 Acua 8 Irregular Ondulado Opaca Plana Mucoide Roja

BJ2 blanca 3 Circular Ondulado Opaca Convexa Mucoide Blanco




Anexo 3.5.- Morfologia macroscopica medio Rojo Congo NFB Zirahuen
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Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades Elevacion Textura Pigmento
mm Opticas

AN1 5 Irregular  Irregular Transparente Plana suave incolora

blanca

AN1 6 Irregular  Irregular Transparente Plana suave Incolora

naranja

AL2 2 Irregular  Entero Opaca Acuminada suave Rosa

filiforme

AL1 2 Circular  Filamentoso Opaca Convexa suave Blanca

filiforme

BL1 Puntiforme Circular  Entero Translucida Convexa suave Incolora

blanca

AN2 Puntiforme Circular  Entero Brillante Convexa suave Rojo

blanca

AN2 Puntiforme  Circular irregular Transparente Convexa suave Incolora

naranja

BN4 2 Circular  Irregular Translucida Convexa suave Naranja

blanca

BN3 2 Circular  Irregular Translucida Convexa suave Incolora

naranja

AL2 2 Irregular  Ondulado Opaca Plana suave Blanca

blanca

BL1 Puntiforme Circular  Filamentoso Opaca Convexa suave Rosa

filiforme

BL1 2 Irregular  Ondulado Opaca Plana suave Blanca

crema

AL2 verde Irregular  Irregular Translucida Plana suave Incolora

BL2 3 Irregular  Irregular Transparente Plana suave Incolora

crema

BL2 3 Irregular  Irregular Transparente Plana suave Incolora

blanca

AL1 3 Irregular  Irregular Translucida Acuminada suave Rosa

amarilla




Anexo 3.6.- Morfologia macroscopica Rojo Congo NFB Celaya
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Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades Elevacion Textura  Pigmento
Mm Opticas
AN2 Blanca 1 Irregular  Entero Opaca Convexa Suave Blanca
AN1 Acua 4 Irregular  Entero Opaca Plana Suave Blanca
AL1 crema 4 Irregular  Entero Opaca Plana Mucoide Rojo
BN2 blanca 1 Irregular  Entero Opaca Convexa Mucoide Blanca
BN2 2 Irregular Ondulado Translucida Convexa  Mucoide Amarilla
amarilla
BN2 Verde  Puntiforme Irregular Entero Opaca Convexa Mucoide Rosa
BL1 blanca 5 Irregular Ondulado Opaca Plana Mucoide Roja
BL1 Acua 3 Irregular  Entero Opaca Plana Mucoide Roja

Anexo 3.7.- Morfologia macroscopica medio Rojo Congo NFB Guadalajara G1

Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades o6pticas  Elevacion Textura Pigmento
Mm
GL1 blanca 2 Circular Entero translucida Convexa  Suave Rojo
GL1 irregular 1 Circular Entero transparente Convexa  Suave Incolora
GJ1 crema Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Blanco
GJ1 puntiforme  Puntiforme  Circular Irregular Opaca Convexa  Suave Rojo
GNLlrizoide 4 Filamentosa filamentosa  Opaca Convexa  Suave Rojo
GN1lamarilla 6 Circular Entero Opaca Convexa  Suave blanco
GNlverde 3 Filamentosa Filamentoso Opaca Convexa  Suave Rojo
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Anexo 3.8.-Morfologia macroscopica medio Rojo Congo NFB Guadalajara G2

Cepa Tamafio Forma  Margen Propiedades Elevacion Textura Pigmento
mm Opticas
GN2 Blanca Puntiforme Circular Entero  Opaca Convexa Suave Blanco
GN2 Crema 1 Circular Entero  Opaca Convexa  Suave Blanco
GN2 Rizoide Puntiforme Circular Entero  transparente Convexa  Suave Incolora
GJ2 Puntiforme  Circular Entero  Translucida Plana Suave Incolora
Translucida
GJ2 Amarilla Puntiforme Circular Entero  Opaca Convexa  Suave Blanco
GL2 incolora Puntiforme  Circular Entero  Opaca Convexa Suave Blanco
Anexo 3.9.- Morfologia macroscopica medio Rojo Congo NFB Torredén
Cepa Tamafio Forma Margen Propiedades 6pticas  Elevacién Textura Pigmento
Mm
T1J blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Rojo
T2J blanca 3 Circular Entero Opaca Convexa Suave  Rojo
T3J crema 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Amarilla
T1N Blanca Puntiforme  Circular Entero Transparente Convexa  Suave Incolora
T1N irregular Puntiforme  Circular Entero Translucida Plana Suave Incolora
T1L crema Puntiforme  Circular Entero Translucida Convexa  Suave Incolora
TlLpuntiforme Puntiforme  Circular Entero Translucida Convexa  Suave Incolora
T2N blanca 5 Circular Lobulado Translucida Plana Suave Incolora
T2N amarilla Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Incolora
T2L rizoide Puntiforme  Filamentoso Filamentoso Opaca Convexa Dura Verde
T2L blanca 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Blanca
T3N amarilla Puntiforme  Irregular Lobulado Translucida Convexa  Suave Incolora
T3N irregular 4 Circular Lobulado Translucida Plana Suave Incolora
T3L rizoide Puntiforme  Filamentoso Filamentoso Opaca Convexa  Dura Rojo
T3L crema Puntiforme  Circular Entero Opaca Convexa  Suave Incolora
T4N amarilla Puntiforme  Circular Entero Translucida Convexa  Suave Incolora
T4N irregular Puntiforme  Circular Entero Transparente Plana Suave Incolora
TAL rizoide Puntiforme  Irregular Lobulado Transparente Plana Suave Incolora
T4J rizoide 12 Circular Filamentoso Opaca Plana Dura Rojo
T4J crema 2 Circular Entero Opaca Convexa  Suave Rojo
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