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1. RESUMEN.

La fijacion biolégica del nitrogeno estd dada por un numero restringido de
procariotas, que incluyen a bacterias diazotrofas de vida libre. No obstante,
dentro de las comunidades bacterianas la depredacion por protozoos juega un
papel importante en la formacién de biomasa bacteriana y a su vez, en los
procesos de mineralizacidon del nitrogeno. Este estudio evalu6 el efecto de la
depredacion en la fijacion biologica de nitrogeno durante el crecimiento poblacion
de bacterias de vida libre. Se usé a Colpoda sp. y a Azospirillum lipoferum como
modelo depredador-presa, ademas de incluir a una bacteria silvestre (UTO D) de
la cual se desconocia su capacidad fijadora. Para establecer si ambas bacterias
eran depredadas, se hicieron pruebas de preferencia alimenticia. Ademas, se
calcularon los principales pardmetros poblacionales, asi como las fases de
crecimiento poblacional de cada bacteria en presencia y ausencia de
depredacion. Con la finalidad de conocer el potencial de la depredacion en la
fijacion de N atmosférico, se estimo la actividad de la nitrogenasa a través de la
prueba de reduccion de acetileno en etileno. Esto se hizo antes y durante la fase
exponencial de cada bacteria, en presencia y ausencia de depredacion. Colpoda
sp. no mostré diferencias significativas en la seleccion de sus presas
bacterianas. La depredacion disminuyd significativamente las abundancias de
sus presas. Sin embargo, el depredador incremento la formacion del nimero de
generaciones de presas, asi como la velocidad especifica de crecimiento en
ambas poblaciones bacterianas. De acuerdo con el indice de impacto de
depredacion, Colpoda sp. tiene un efecto positivo en la formacién de nueva
biomasa bacteriana. Ademas, la depredacion promovié una mayor actividad de
la nitrogenasa en A.lipoferum y la UTO durante la fase lag (0.34nM y 0.38nM)
seguida de la fase exponencial (0.27 nM y 0.17 nM). Lo anterior propone que
Colpoda sp estimula la tasa de crecimiento bacteriano, al mismo tiempo que

estimula la fijacion de nitrégeno de A lipoferum y la UTO D.




2. ABSTRACT.

The biological fixation of nitrogen is given by a restricted number of prokaryotes,
which include free-living diazotrophic bacteria. However, within the bacterial
community’s predation by protozoa plays an important role in the formation of
bacterial biomass and in turn, in the processes of nitrogen mineralization. This
study evaluated the effect of predation on the biological fixation of nitrogen during
the population growth of free-living bacteria. Colpoda sp. and Azospirillum
lipoferum were used as a predator-prey model, in addition to including a wild
bacterium (UTO D) whose binding capacity was unknown. To establish whether
both bacteria were predated, food preference tests were performed. In addition,
the main population parameters were calculated, as well as the phases of
population growth of each bacterium in the presence and absence of predation.
In order to know the potential of predation in atmospheric N fixation, nitrogenase
activity was estimated through the acetylene reduction test in ethylene. This was
done before and during the exponential phase of each bacterium, in the presence
and absence of predation. Colpoda sp. showed no significant differences in the
selection of its bacterial prey. Predation significantly reduced the abundance of
their prey. However, the predator increased the formation of the number of
generations of prey, as well as the specific growth rate in both bacterial
populations. According to the predation impact index, Colpoda sp. it has a
positive effect on the formation of new bacterial biomass. In addition, predation
promoted increased nitrogenase activity in A.lipoferum and UTO during the lag
phase (0.34nM and 0.38nM) followed by the exponential phase (0.27 nM and
0.17 nM). The foregoing proposes that Colpoda sp stimulates the bacterial growth
rate, while stimulating the nitrogen fixation of A lipoferum and UTO D.




3. INTRODUCCION.

La actividad microbiana desempefia un papel activo en la fertilidad del suelo ya
gue es la fuerza motriz en los ciclos del carbono y el nitrégeno (Delgado y Follet,
2002), ademas de ser responsable de los procesos de descomposicion y
mineralizacion que aportan la mayor parte del flujo energético y las
transformaciones que sufren los diferentes nutrimentos. Estos procesos son
necesarios en la mayoria de los ecosistemas para el crecimiento y el desarrollo

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

El nitrégeno es el elemento mas abundante de la atmdésfera terrestre y, sin
embargo, es un nutrimento muy escaso. Esto se debe a que el nitrégeno
atmosférico (N2) es inerte y no puede ser aprovechado por la mayoria de los
seres vivos, Unicamente se incorpora a los sistemas biol6gicos cuando ha sido
fijado en su estado reducido u oxidado (Fernandez De Maria, 2002). Dicha
fijacion biologica del nitrogeno, esta dada por un numero restringido de grupos
de procariotas, que pueden asociarse a traves de nodulos a la zona de raices de
algunas plantas, generando un mecanismo eficaz en la incorporacion de
nitrégeno disponible en los suelos, promoviendo una continua movilizacién y
mineralizacion de nitrégeno organico como resultado de la lisis celular, de la
formacion de nueva biomasa microbiana y de la descomposicion de otros
componentes nitrogenados (Woldendrop, 1981), haciendo que casi por
definicidn, la fijacion bioldgica de N2 sea sinénimo de sostenibilidad (Kennedy y
Tchan, 2006). De igual manera existe un rango diverso de especies bacterianas
de vida libre que tienen la capacidad de fijar nitrdgeno sin asociarse a alguna
especie vegetal (Mulder y Brotonegoro, 1974), entre los que se incluyen a
bacterias diazétrofas (fijadoras de nitrogeno) del género Azospirillum (Postgate
1982; Bailey y Ollis,1986; Atlas y Bartha, 1993).

Dicha capacidad permite a estos organismos ser pioneros en la colonizacion de
nichos pobres en nitrégeno, ademas de que dentro de los ecosistemas proveen
de manera indirecta un aporte del nitrégeno que fijan una vez que mueren y son

descompuestos (Kennedy y Tchan, 2006).




La fijacién bioldgica de nitrégeno es un proceso que consume mucha energia
por lo que se ve limitado por la baja concentracion de materia organica que
pueda estar disponible para las bacterias (Klucas et al., 1991). Ademas, el
amoniaco, asi como nitratos y nitritos en altas concentraciones inhiben el
complejo de la nitrogenasa (responsable de la conversion del nitrdgeno
molecular en amonio), tanto en los niveles de actividad transcripcional como
enzimatica (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Una vez que los compuestos
nitrogenados se agotan, las bacterias pueden crecer fijando nitrégeno molecular
(N2) con ayuda de su complejo enzimatico (Tsagou y Aggelis, 2006. Kefalogianni
y Aggelis, 2002), denominado como nitrogenasa, la cual es responsable de la
fijacion de N2. Asimismo, dicha maquinaria enzimatica puede reducir acetileno
(C2H2) a etileno (Cz2Ha4) (Dilworth, 1996), lo cual proporciona un ensayo util y
sensible en la cuantificacion de la actividad reductora de dicha enzima.

Por otro lado, las comunidades microbianas estan influenciadas por las
interacciones entre sus individuos, tal es el caso de la depredacidon que tiene un
potencial significativo en la estructura de las comunidades bacterianas, donde
estas ultimas son la principal fuente alimentaria de los protozoos heterotroficos
de vida libre (Fenchel, 1987). A su vez, los protozoos son significativamente
importantes en los procesos de mineralizacion del Nitrogeno en condiciones de
suelo donde este nutriente es limitante (Elliott, 1978). Mostrando, por ejemplo,
gue la presencia de protozoos estimula la mineralizacion de nitrégeno organico
del suelo y eleva en 40% su posterior absorcién por las plantas, comparado con
sistemas sin protozoos (Kuikma et al., 1990).

Si bien los protozoos son capaces de alimentarse de una amplia variedad de
bacterias, también muestran un grado de preferencia hacia ciertas cepas
bacterianas (Vargas y Hattori, 1990). La selectividad se basa en la facilidad con
gue las bacterias lleguen a ser digeribles (Vargas y Hattori, 1990), al valor
nutricional que éstas presenten, y a diferencias bioquimicas mas finas como son
el contenido de &cidos grasos, pequefios cambios en la estructura de la pared
celular, produccion de toxinas, inhibidores o formacion de moco (Mitra y Flynn,
2005). Ademas, los protozoos pueden mostrar selectividad al tamafio de las

presas (Hahn y Héfle, 2001). Otros rasgos bacterianos, como la motilidad y la




forma, también pueden generar diferencias en la depredacion de bacterias por
protozoos (Hahn y Hofle, 2001. Jirgens y Gude, 1994, Matz y Jurgens, 2002).
En ese sentido, la depredacion por protistas es un factor que modifica la

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

ejerce una presion disminuyendo drasticamente las abundancias bacterianas en
poco tiempo. De este modo, los depredadores generalmente reducen la
abundancia de sus presas provocando que disminuyan la misma abundancia del
depredador por la falta de recursos troficos para éste. Posteriormente, cuando
las presas dejan de sufrir un ramoneo intenso, se promueve que nuevamente su
abundancia incremente, seguido por la abundancia del depredador, dando como
resultado oscilaciones entre depredadores y presas (Paisie et al., 2014).

Sin embargo, la reduccién en el numero de bacterias durante la depredacion no
esta necesariamente acompafiada por una reduccion en el nivel de la actividad
de las poblaciones de bacterias sobrevivientes (Wright et al., 1995). Como lo
demuestran observaciones en entornos dedicados al tratamiento de aguas
residuales, donde se sabe que los depredadores no necesariamente reducen el
rendimiento general de sus poblaciones presa (Dolinsek et al.,, 2013). Las
explicaciones para este efecto contraintuitivo son el desarrollo de una resistencia
transitoria de las presas a la depredacion (Shemesh y Jurkevitch 2014) y la
adaptacion constante de las bacterias que les confiere ventaja reproductiva (Otto
etal., 2017), ya que, en los microentornos, los organismos dentro de una relacién
presa-depredador deben adaptarse y evolucionar constantemente para
sobrevivir y reproducirse (Lythgoe y Read 1998. Matz et al., 2004). La actividad
metabolica de las presas bacterianas también se ve afectada por la humedad y
la porosidad del suelo. En este Ultimo caso Wrigh et al. (1995), reportaron que la
mayor actividad metabdlica surge de la liberacion de nutrientes por parte del
depredador y de la mayor accesibilidad de las bacterias a los nutrientes en los
poros mas grandes.

Por su parte, Gude (1985) sugiere que la depredacion conduce a una liberacion
de nutrientes que habian sido inmovilizados en las células bacterianas,
existiendo evidencias de que el amonio o el nitrégeno organico (Hunt et al., 1977
y Kuikman et al., 1990) y el fosforo (Cole et al., 1978) son liberados durante la

depredacion por protozoos. Es asi como se incrementan los niveles de nutrientes




disponibles en el suelo (Wright et al., 1995), los cuales son esenciales para
completar el ciclo celular bacteriano, al menos en una medida que se compense
el consumo de presas por parte del depredador (Simek et al., 2003). De esta
manera se promueve que el impacto de la depredacion en las poblaciones
bacterianas se atenué incluso bajo una intensa presion de depredacion ya que
algunas poblaciones bacterianas desarrollan tasas de crecimiento
extremadamente altas (Simek et al., 2003).

Cabe sefalar que la tasa de crecimiento es la velocidad con que nacen nuevos
individuos. Por ello, la tasa de multiplicacion o velocidad de crecimiento sera
constante cuando la fision binaria ocurra a intervalos regulares por lo que el
incremento de la biomasa celular se efectuara de manera exponencial (Elseth y
Baumgardner, 1981) Por lo que en el presente estudio se platea la siguiente
pregunta: ¢ Cudl es el efecto de la depredacién de Colpoda sp. en la fijacion de
nitrégeno por Azospirillum Lipoferum y una unidad taxonomica operativa

diazotrofa aislada del suelo?




4. HIPOTESIS.

Si la depredacién de Colpoda sp. estimula la velocidad de crecimiento en
bacterias diazétrofas, entonces aumentard la fijacion de nitrogeno de bacterias

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

5. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.
e Evaluar el efecto de la depredacién de Colpoda sp. en la fijacion de
nitrdgeno en bacterias de vida libre.
4.2 Objetivos Particulares.
e Determinar la preferencia alimenticia de Colpoda sp. sobre bacterias
potencialmente fijadoras de nitrégeno.
e Determinar la actividad reductora de acetileno-etileno en bacterias
potencialmente fijadoras de nitrégeno, en presencia y ausencia de
depredador.




6. MATERIAL Y METODOS.

6.1. Obtencidn y caracterizacion de ciliados.

Los protozoos se obtuvieron a través del método del suelo hiumedo, pero no
inundando de Bamforth (1992) de un suelo de cultivo de maiz. Se deposité una
alicuota en cajas de cultivo celular para obtener un cultivo mixto de protozoos.
Los cultivos fueron observados en el microscopio invertido marca Olympus
(CK2). Posteriormente con ayuda de una micropipeta de 50 pl se extrajeron los
protozoos del género Colpoda, se aislaron en cajas de cultivo celular por medio
de diluciones diarias de 100 pl con el objetivo de obtener cultivos monoxénicos
y mantenerlos en su forma activa (trofozoito) en cajas de Petri con medio salino
LB, 1:100 (ver anexo) y finalmente, se dejaron en agitacion constante. La

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

Por otro lado, la identificacion de los protozoos se apoyd mediante las
observaciones de las estructuras internas. Para ello, las células se concentraron
en un volumen de 30 ml de medio LB y se dejaron en agitacion constante por 24
h. Se filtraron de 5 a 10 ml a través de una membrana de nitrocelulosa con
apertura de poro de 0.22 um previamente tefiida con colorante Negro de
Clorazol. Posteriormente se tifileron con DAPI (Porter y Feig, 1980) y se
observaron las células de Colpoda con ayuda de un microscopio de

epifluorescente marca Olympus.

6.2. Conteo de Protozoos.

El conteo de ciliados para la inoculacion de los tratamientos con una
concentracion conocida de células por mililitro se obtuvo mediante diluciones
llevadas a cabo en cajas de cultivo celular de 24 pozos; se inocularon 10 pl del
cultivo monoxénico en 1000 pl de medio LB estéril hasta completar una dilucion
de 102. Posteriormente se mantuvieron en agitacién constante por 24 h. Después
se cuantificaron los microorganismos a partir de un conteo directo con ayuda de

un microscopio invertido, no obstante, debido a la rapida movilidad de los




organismos en su forma de trofozoito se promovié su enquistamiento con

solucion 10 mM de Cloruro de Calcio para la contabilizacién de quistes.

6.3. Obtenciodn y cultivo de bacterias.

De los cultivos monoxénicos en medio liquido de Colpoda, se tomaron 4 pl para
inocularlos en cajas de petri con medio de cultivo Rennie (1981). el cual es un
medio especifico para bacterias cultivables fijadoras de nitrdgeno de vida libre.
Para el aislamiento y purificacién de las cepas se hicieron siembras continuas
por estria hasta obtener la presencia de un solo tipo de colonia (cultivo
monoxénico). Cada cepa mantenida en cultivo puro se caracterizd de acuerdo
con su morfologia colonial (forma, tipo de elevacion y borde de la colonia). Con
la tincion de Gram se observo el tipo de pared celular, asi como la identificacion
de formas basicas de las células bacterianas (cocos, bacilos y bacterias
filamentosas). De esta manera se obtuvieron cuatro cepas bacterianas
potencialmente fijadoras de nitrégeno, de las cuales se selecciond la mas

abundante y que se denomin6é como UTO D.

La cepa de Azospirillum lipoferum fue proporcionada por el laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Colegio de Postgraduados y se mantuvo en medio

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

6.4. Preservacion de cultivos aislados.

*Ciliados.

Se tom6 una alicuota de 1 ml del medio liquido LB donde se encontraban
aislados los ciliados y se concentré por centrifugacion a 100 x g durante 5
minutos. Se retiraron 900 pl de sobrenadante para luego agregar 900 ul del
mismo medio de cultivo, se suspendio la pastilla y de nuevo se centrifugé a 1000
X g durante 5 minutos. Este proceso se repitio 4 veces. Finalmente, se tomaron
20 ul para depositarlos en viales de 2 Dram que contenian perlas de silica estéril
(SiO2-NHz) y se conservaron a 4 °C.

*Bacterias.




Se tomdé una azada del cultivo bacteriano crecido en medio Rennie y se
suspendié en 1 ml del mismo medio, pero ahora liquido; 24 h después se
tomaron 24 pl para depositarlos en viales de 2 Dram que contenian perlas de

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

6.5. Ensayos de preferencia alimenticia.

Se prepararon cajas de Petri con agar bacteriologico a las cuales se les colocé
un molde fabricado con resina en forma de asterisco. Una vez que el medio
gelifico dichos moldes fueron retirados. Estos moldes constaban de una cavidad
central la cual estaba interconectada (por medio de canaletas adyacentes de 5

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

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

Por otro lado, de los cultivos de ciliados previamente aislados, se depositdé una
alicuota de 1 ml en cajas Petri que contenian 10 ml de medio LB y se mantuvieron
en agitacion constante por 48 horas. Posteriormente, al cultivo se le adicion6 1
ml de Cloranfenicol a concentracion de 5 mg/mL con la intencién de eliminar a
las bacterias extrafias del cultivo polixénico y 24 horas después se tomo6 una
alicuota de 1 ml del cultivo y se concentro por centrifugacion a 1000 x g durante
7 minutos. Se retiraron 900 pl del sobrenadante la pastilla se suspendi6 en tubos
Eppendorf que contenian 900 ul de medio LB estéril. Nuevamente se agregd 1
ul de Cloranfenicol y se dejo en agitacién constante durante 1 hora. Esto con el
objetivo de eliminar bacterias extraflas que pudieran intervenir en el estudio

(Herrera 2013). Finalmente, se contabilizé el nimero de células y se inocularon
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alrededor de 200 células de Colpoda sp. en 50 pl en el pozo central de las cajas
Petri con los moldes previamente grabados en el agar. Cada una de las
canaletas se inund6 con medio LB estéril para asi tener un medio de difusion y
desplazamiento para que los depredadores llegaran a las bacterias en
suspension. Cada uno de los pozos laterales fueron inoculados con 200 ul de
bacterias (1x 108UFC) A. lipoferum, la UTO D, la combinacién de ambas y un
pozo control el cual Unicamente contenia el medio de cultivo antes descrito. Una
vez inoculadas las bacterias y los ciliados se dejaron sobre una superficie plana,
a temperatura ambiente y sin ningun tipo de movimiento durante 3 horas.
Transcurrido este tiempo la muestra se fijé con Lugol al 4 % (v/v) para contar los
quistes como los trofozoitos en cada uno de los pozos laterales utilizando el

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

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos
de cada uno de los pozos se realiz6 una prueba de ANOVA de una via (P<0.05).
Posteriormente se hizo la prueba post hoc de Tukey para saber cuales de las

medias eran diferentes.

6.6. Crecimiento bacteriano con y sin depredador

De cada una de las 2 bacterias aisladas (UTO D y A. lipoferum.) en medio de
cultivo solido Rennie, se tom6 una azada y se suspendi6é en un tubo de ensaye
gue contenia 10 ml del mismo medio, pero en fase liquido. Posteriormente, los
tubos se incubaron a 32 °C por 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, se toma por triplicado un mililitro (5 x 106 UFC, aproximadamente) de
cada tubo para ser inoculado en matraces que contenian 60 ml de medio Rennie
previamente esterilizado. A los tratamientos que incluian al depredador, se les

adicion6 400 pl (500 células) de cultivo de Colpoda sp. aislado en medio LB

Se registro la absorbancia en espectrofotometro a una longitud de onda de 540
nm. Previamente el instrumento se calibré en unidades de porcentaje usando un
blanco del mismo medio de cultivo ajustando a una transmitancia a 100% T, y
con absorbancia a 0% A. Para identificar la cinética de crecimiento poblacional
de bacterias solas y con depredador, se hicieron mediciones continuas con 7
diferentes intervalos de tiempo (3, 5, 7, 26, 52, 78, 102 h).

11

——
| —



De forma paralela a las mediciones en el espectrofotbmetro, se realizaron
cuentas de las unidades formadoras de colonias de la concentracion de bacterias
contenidas en el inoculo, las cuales consistieron en una serie de microdiluciones
desarrolladas en cajas de cultivo celular de 96 pozos. Para ello se depositaron
en el primer pozo 200 ul de agua destilada estéril y 60 ul tomados de los tubos
en donde previamente se inocularon las bacterias; considerado a este como la
dilucién cero. Posteriormente con ayuda de una micropipeta se mezcl6 la dilucién
y se trasladaron 60 pl al pozo siguiente en el cual previamente ya habian sido
depositados 140 pl de agua destilada estéril. Se repiten estos pasos hasta
alcanzar la dilucién 108, De las diluciones de 107 se inocularon 20 pl por
triplicado en cajas de Petri con medio solido Rennie para el conteo de unidades

formadoras de colonias.

Finalmente, para determinar la existencia de diferencias significativas en las
abundancias poblacionales entre los diferentes tratamientos con y sin
depredador, se realiz6 la prueba de ANOVA de un factor (P<0.05).
Posteriormente se hizo la prueba post hoc de Tukey para conocer cual o cuales

de las medias eran diferentes.

6.7. Actividad reductora de acetileno.

Se utilizaron frascos viales con capacidad de 40 ml, los cuales contenian 20 ml
de medio Rennie y 1ml de bacterias (2x10’ufc/ml aproximadamente). Los
tratamientos en presencia de depredacion se les adicionaron 200 pl de Colpoda
(55 células/ml aproximadamente). Cada uno de los tratamientos consté de 4
réplicas. La medicion de la actividad reductora de acetileno se medié en siete
diferentes intervalos de tiempo. Estos intervalos se establecieron en funcién de
la cinética de crecimiento de ambas cepas bacterianas, de las 2 horas a las 102
h de incubacion. Se consideraron 3 grupos control libres de microorganismos:
medio de cultivo con acetileno, medio de cultivo con etileno, y medio de cultivo

solo.

Se sustituyeron los tapones de algodén por tapones de plastico flexible con la
finalidad de cerrar herméticamente los tubos con los diferentes tratamientos. Se

remplazaron 4 ml (10% v/v del volumen total del vial) de la atmdésfera interna de
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los viales por 4 ml de acetileno. Posteriormente se tomé una muestra de 7 ml de
la mezcla de gases en un tubo de vacio, de acuerdo con los diferentes intervalos
(3,5,7,26,52,78,102) de tiempo en los que se establecieron las etapas del
crecimiento poblacional, también se extrajo el gas perteneciente al grupo control
considerando Unicamente el medio Rennie en ausencia de cualquier tipo de
organismo (Gonzales, 2008). La mezcla de gases de cada tratamiento y el gas
puro del grupo control se analizaron con espectrometria de masas para

identificar las moléculas de acetileno y de etileno

6.8. Espectrometria de masas (MS).
Se utilizoé un espectrometro de masas marca Agilent Technologies modelo 5975
inert XL. Los espectros de masas se obtuvieron mediante ionizacion por impacto
electronico a 70 eV, para la identificacién se compararon los espectros de masas
obtenidos para cada compuesto, con una base de datos (HP Chemstation-NIST
05 Mass Spectral search program, version 2.0d), ademas de la comparacion con
un estandar (Ethylene, No. de catalogo 00489-11L, Sigma-Aldrich) analizado

bajo las mismas condiciones.

6.9. Modelo matematico del crecimiento bacteriano con y sin
depredador.

Este modelo se calcula en la fase de crecimiento exponencial, donde la fision
binaria de bacterias ocurre a intervalos regulares y de manera rapida
(Mandelstam y MacQuillen, 1973). Bajo condiciones exponenciales se describe

como:.
ax
dat

Donde:

X = Concentracién de materia organica enT 6en células/l

t = tiempo

| = tasa especifica de crecimiento/h

dX_ it
fx_f“
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Xt = XoeMt 2)
Xt = es la concentracién final de microorganismos eng/l en tiempo t
Xo = es la concentracién inicial de microorganismos en g/l
e = es la base de logaritmo natural
u = velocidad especifica de crecimiento en h
*Si la tasa especifica de crecimiento es constante:
LnXt = LnXo + ut 3)

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

*Si td es igual al tiempo de generacion entonces:

In2 0.693
n=—=-—-
9 g

Al intervalo de tiempo requerido para duplicarse el nimero de microorganismos
0 masa de una poblacién se le denomina tiempo generacional y se determina

como

_ Ln(Xt — Xo)
T t—to

g = tiempo de generacion, tiempo que tarda en duplicarse la poblaciéon
t = tiempo inicial

to = tiempo final

Finalmente, el nUmero de generaciones se calculé como:

t—to
n=
9

n = numero de generaciones
t = tiempo inicial
to = tiempo final

6.10. Célculo del impacto de la depredacion.
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Para evaluar el impacto de la depredacion (ID) de Colpoda sp. sobre la presa,
se calculé adoptando un enfoque descrito con anterioridad por Fox (2002), en
donde el impacto de la depredacion sin unidades varia entre 0 que es el
equivalente a no tener efecto de depredacion y 1 que equivale a una completa
extincion de presas. Si la depredacion conlleva a una mayor abundancia de

presas el valor de ID se vuelve negativo.

D - Kbac — R
" Kbac

Kbac = concentraciéon final de bacterias en ausencia de depredador

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

/.1. Aislamiento de bacterias potencialmente fijadoras de

nitrégeno.

A partir de los cultivos polixénicos en medio liquido de Colpoda sp. se obtuvieron
cuatro Unidades Taxondmicas Operativas las cuales fueron caracterizadas de
acuerdo con su morfologia colonial y tincion de Gram (ver Tabla 2 y anexos). No
obstante, en el presente estudio Unicamente se considerd en los diferentes
tratamientos experimentales a la cepa mas abundante durante la
estandarizacion del estudio. Ademas de contar con Azospirillum lipoferum como

cepa de referencia con capacidad de fijar No.

Forma Elevacion Borde Color Gram Forma Tama
Colonial - celular fio
UuTtoD Circular ovoide 2-
4um
Plana Enrollado @ Traslucido X
(Martinez 2017) (Martinez 2017)
A. Circular Vibroide 2-
lipofer Escarlata P 5um
o
um. Plana Entero En medio X (" R N
de cultivo \s \ g n
. L |
rojo- ‘e, &2
Congo " '_/ 5
(Martinez 2017) (tomado de la

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

caracteristicas morfoldgicas.
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7.2 Aislamiento de Colpoda sp e identificacion.

Colpoda sp present6 un tiempo de duplicacién de aproximadamente 24 h y se
observo que de una célula madre (A) puede dividirse en dos células hijas (B) o
en cuatro células hijas (C), ademas de que todas pueden contar con diferente

namero de nucleos celulares (figura 2).

Figura 2. Tincidn de DAPI en la que Se observan los nacleos de Colpoda sefalados con
flechas y el numero de células en las que puede llegar a dividirse.

Martinez 2018 A | Martinez2018 B Martinez 2018 &

ﬁ"\ . ‘ - ~

Figura 3. Células de Colpoda sp: estructuras de resistencia, quistes (A), células activas,
trofozoito (B) y quiste dividiéndose en tres células hijas.

Por otro lado, la poblacién de Colpoda sp. comenz6 a crecer hasta después de
24 h de inocularse en el medio donde se desarrolla junto con A. lipoferum y la
UTO D. Junto a esta Ultima, la tendencia de crecimiento de Colpoda sp. se
mantuvo incluso después de 125 h de haber sido inoculada. En contraste,
Colpoda sp. se enquista a las 102 h de inocularse en el cultivo de A. lipoferum
después de haber tenido un ligero crecimiento poblacional en las horas previas.

Por otro lado, el crecimiento de Colpoda sp. en la mezcla de ambas cepas
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bacterianas es intermedio entre lo que se observa con cada una de las dos cepas
cultivadas por separado. También tiende a enquistarse después de 102 h.
Ninguno de los tratamientos respecto al crecimiento de Colpoda sp. presento

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

= «4= COL+AZ0S =#&=COL+tUTOD -4+ COL+AZOS+UTO D

4500
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 +
0

Células/ml

29 52.26 78.26 102.26 125.06
h

Figura 4. Crecimiento poblacional de Colpoda sp cultivados en presencia de Azospirillum
lipoferum. (COL+AZQOS), en presencia de la UTO D (COL+UTO D) y en presencia de
ambas bacterias (COL+AZOS+UTO D). N=3

7.3. Crecimiento poblacional de bacterias con y sin depredador.

Se observo que A. lipoferum y la UTO D, ambas en ausencia de depredador
presentaron una fase Lag de 26 h. Después de 26 h se observo que A. lipoferum,
triplicé sus abundancias de 8.25x10° ufc/mL a 2.6x10° ufc/mL, mientras que la
UTO D duplicé sus abundancias de 1.02x10° ufc/mL a 2.37x10° ufc/mL. En los
intervalos de tiempo subsecuentes, las abundancias de ambas poblaciones
transcurren a lo largo de la fase exponencial que duré al menos 100 h (Figuras
5y 6).

Por otro lado, la depredacion no influy6 en el tiempo necesario para iniciar la fase
exponencial de ambas cepas de bacterias, ya que al igual que en ausencia de
Colpoda sp. ambas poblaciones bacterianas comenzaron su etapa exponencial
después de 26 h. No obstante, la depredacion disminuy6 las abundancias de
ambas poblaciones bacterianas lo largo de todo el experimento, haciendo que

fueran estadisticamente diferentes respecto a las poblaciones libres de
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depredacion. También, se observé que cuando inicia la fase exponencial, la
abundancia de A.lipoferum, en presencia de depredador se incrementan en 2.7
veces mas, la cual cambia de 3.8x108 ufc/mL a 1.05x107 ufc/mL, mientras que la
UTO D incrementa su abundancia en 4.5 veces mas, creciendo de 2.7x105ufc/mL
a 1.2x10%ufc/mL. Por otro lado, en las dos poblaciones de bacterias con y sin

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

etapa exponencial.
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8
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Figura 5. Crecimiento poblacional de Azospirillum Lipoferum en ausencia (lineas
puenteadas) y presencia (linea discontinua) de depredador. N=3
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Figura 6. Crecimiento poblacional de la UTO D en ausencia (lineas puenteadas) y
presencia de depredador (linea discontinua). N=3
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7.4. Relacion depredador-presa.

La abundancia de A.lipoferum fue 95% mayor que la abundancia de la UTO D
durante la fase exponencial (Figura 7). No obstante, no tuvieron diferencias
significativas entre la cantidad de células. Sin embargo, se observo que la UTO
D fue mas depredada ya que tuvo menor abundancia y a su vez promovié que la
cantidad de depredadores activos fuera mayor y se mantuviera reproduciendo
hasta las 125 horas del experimento (figura 8).

= A== DEPREDADOR  «e<dlees PRESA AZOS

1800 35
1600 30
— 1400 SR
= 1200 =
3 ». s7 T\ £
_8_ 1000 . "'...-- \ 20 &
3 3 *
2 800 15
S 600 i / ' &
= ... L - .,-_?\ / v | O
O 400 : ~ \
200 %' = A |’
0 0
29 30.3 314 331 522 542 782 102.6 125
h

Figura 7. Crecimiento poblacién de Colpoda sp. en presencia de Azospirillum lipoferum.
La cantidad inicial aproximada de depredadores inoculados en el tiempo cero fue de 500
células/ml, siendo nuevamente contabilizadas 24 h después. N=3

«= A== DEPREDADOR ee<dlle« PRESA UTO D

4000 30
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.i.. i 25
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S 200 : S 5E
= . .2 / O
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~
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h

Figura 8. Crecimiento poblacional de Colpoda sp. en presencia de la UTO D. La
cantidad inicial aproximada de depredadores inoculados en el tiempo cero fue de 500
células/ml, siendo nuevamente contabilizadas 24 h después. N=3
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Por otro lado, durante la fase exponencial A. lipoferum en ausencia de
depredador tuvo 25 generaciones, y con depredacion tuvo 24; con un tiempo
medio entre cada generacion sucesiva de 3.79 h 'y 3.02 h, respectivamente. Por
su parte, la UTO D, en ausencia y presencia de depredador tuvo 24 y 23
generaciones con un tiempo medio de 4.27 y 3.12 h, respectivamente. Ademas,
la depredacion aumento la velocidad especifica de crecimiento en ambas presas,
promoviendo mayor velocidad en la UTO D que con la cepa A. lipoferum. Por lo
anterior con el indice de impacto de depredacion, se pudo corroborar que
Colpoda sp. tiene un efecto positivo en la formacion de biomasa bacteriana (tabla
3)

G 1] n ID
(h)
A. lipoferum 3.79 0.18 25 0.43
A.lipoferum + Colpoda 3.02 0.22 24.1
sp
UTOD 4.27 0.16 24.2 0.23
UTO+Colpoda 3.12 0.22 23.3

Tabla 3. Principales parametros del crecimiento poblacional de ambas cepas
bacterianas en presencia y ausencia de depredacion. Simbologia: g= tiempo medio
entre dos generaciones sucesivas expresado en horas, p=tasa intrinseca de
crecimiento, n=numero de generaciones trascurridas durante el crecimiento
exponencial, ID=Impacto de depredacion: valores de 0 equivalen a no tener efecto de
depredacion, 1 equivale a una completa extincion (efecto negativo en la poblacion de
presas) y valores negativos significa que la depredacion estimula el crecimiento de
presas (efecto positivo en la poblacion de presas). N=3. La presencia de depredador no
generd diferencias significativas en la velocidad de crecimiento (p=0.05).

7 Preferencia alimenticia de Colpoda sp. sobre bacterias.

Colpoda sp. mostr6 un desplazamiento y formaciébn de trofozoitos
significativamente menor en el grupo control con que con la UTO D y con A.

lipoferum, asi como en la mezcla de UTO D+ A. lipoferum (a=0.05). Se observé
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gue el depredador crecié mejor en presencia de la UTO D que sobre sobre
A.lipoferum (3013 y 2093 células trofozoitos/mL respectivamente), incluso
cuando se le presentaron en una mezcla de ambas (1093 células trofozoitos/mL)
(Figura 9). En todos los tratamientos inoculados con bacterias, hubo un nimero

significativamente mayor de trofozoitos que de quistes (a=0.05).

® quistes M trofozoito

4000

S

3500

3000

2500

2000

1500

Numero de células/mL

S
1000
C
500 ﬁ D E
nedone wlam

Azospirillum L. uUTtoD Azos + UTO D control

Figura 9. Conteo de trofozoitos y quistes de Colpoda sp en presencia de A.lipoferum y
la UTO D., inoculadas de manera aislada o en conjunto. Las barras con letra diferente
indican tratamientos con diferencias significativas. Las lineas en las barras representan
la desviacion estandar. N=5.

7.6. Reduccion de Acetileno-etileno.

Con ayuda de los estandares de acetileno (Cz2H2) (Figura 10) y de etileno (C2Ha)
(Figura 11) se determiné la identidad de ambas moléculas y a partir de estos, se
monitored la presencia y abundancia de los iones que le confieren la “huella
digital” dentro de una mezcla de gases para identificar la presencia o0 ausencia

de las dos moléculas en cuestion.

Ambas poblaciones bacterianas mostraron actividad enzimatica de la
nitrogenasa después de 4 h de incubacion. Se observé que durante la fase lag
la presencia de acetileno es mayor que la de etileno. (Figuras 12). Por otro lado,

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

102 h después incubacion hubo remanentes de acetileno. (Figura 13).
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Figura 10. Estandar de Acetileno, la identidad de la molécula se la confieren la

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

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

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

representa la misma molécula, pero tomada de la base de datos.
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SIN DEPREDADOR. 8 h de incubacion

A) UTO D Al
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Figura 12. Deteccion de acetelino-etileno en muestras de crecimiento de dos cepas
bacterianas diazotréfas en ausencia de depredador (A, B) y presencia de depredador

(C, D), durante 8 horas de incubacion
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SIN DEPREDADOR 24 h de incubacion
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Figura 13. Deteccion de etileno en muestras de crecimiento de dos cepas bacterianas
diazotréfas en ausencia de depredador (A, B) y presencia de depredador (C, D), durante

24 horas de incubacion
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Por otro lado, se determiné la tasa de fijacion de acuerdo con la cantidad de
nonomoles de etileno por unidad de bacteria. Fue asi como, se observo una
mayor actividad de la nitrogenasa en las dos bacterias en presencia de
depredador, durante la fase lag del crecimiento bacteriano, (figura 14). Por su
parte, en la fase exponencial se presentaron los rendimientos mas bajos de
fijacion por unidad de bacteria. Sin embargo, se determin6 qué en el desarrollo
de ambas poblaciones, la sintesis de etileno por unidad de bacteria fue mayor
en presencia de depredador en todos los tratamientos, excepto en la UTO D que

se mantuvo igual durante la fase exponencial. (tabla 4).
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Figura 14. Actividad de la nitrogenasa, cada barra indica la tasa de fijacion a
concentracion nano molar. Por encima de las barras se observa la abundancia de
bacterias en UFC/mL. La presencia del depredador con cada una de las dos bacterias

no genero diferencia significativa en la produccion de etileno (p=.0.05).
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Tratamiento Fa_se_de
crecimiento

UTO D Lag.

uTo Lag.
D+Colpoda

UTO D Exponencial.
uTo Exponencial.
D+Colpoda

Azospirillum Lag.
Azos+Colp Lag.
Azospirillum Exponencial.

Azos+Colpoda Exponencial.

Tabla 4. Muestra la concentracion nM de etileno reducido en cada una de las bacterias
con y sin depredador, durante la fase Lag y la exponencial del crecimiento poblacional
bacteriano. Ademas, muestra la tasa de fijacion N de por unidad de bacteria expresada

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

promueve una mayor tasa de fijacion de N.
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7. DISCUSION.

La depredacion por parte de Colpoda sp hace que las abundancias de A.
lipoferum y la UTO D sean significativamente menores a las que presentaron
cuando se cultivan sin depredador. No obstante, la presencia de Colpoda sp
aumentd la tasa intrinseca de crecimiento de las dos poblaciones bacterianas
durante la etapa exponencial de su desarrollo poblacional. Este efecto contra
intuitivo podria atribuirse al desarrollo de una resistencia transitoria a la
depredacion por parte de las poblaciones de las presas (Shemesh y Jurkevitch
2004) y a una seleccion hacia las bacterias que se reproducen en corto tiempo,
lo que les confiere ventaja reproductiva (Otto et al., 2017), observada dentro de
los microentornos, en una relacién presa-depredador (Lythgoe y Read 1998.
Matz et al., 2004).

Todos los cultivos bacterianos con y sin depredacion presentaron una fase lag
de por lo menos 26 horas seguida de una fase exponencial. Sin embargo, la
depredacion no influyé en el tiempo de inicio de dicha fase para ambas
poblaciones bacterianas, aun cuando a través de la depredacion existe un
reciclado de nutrientes el cual es importante en un sistema oligotrofico, como lo
es el medio de cultivo Rennie. De este modo se incrementan los niveles de
nutrientes en el medio (Wright et al., 1995), y pese a que la depredacién haya
disminuido comparativamente las poblaciones de presas con respecto a las que
crecieron solas, el impacto de la depredacion en ambas poblaciones bacterianas
se vio atenuado con dicha disponibilidad de nutrientes, al menos para compensar
el consumo de presas por parte de depredador (Simek et al., 2003). Asimismo,
se ha propuesto para bacterias estimuladas bajo depredacion dentro de un
sistema de aguas residuales, que existe un consumo selectivo de células menos
activas, permitiendo que las bacterias que no estan siendo depredadas tengan
una mayor concentracion de recursos, logrando que su division sea mas factible
(Thomas et al, 2002. Shapiro et al., 2010).

En el presente estudio, se observé que la poblacion de la UTO D fue menor que
la poblacion de A. lipoferum. Esto se reflejo en el crecimiento poblacional de
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Colpoda sp. donde la presencia de la UTO D mantuvo la formacion de trofozoitos
del depredador hasta las 125 horas de haber sido inoculados. Mientras que en
presencia de A. lipoferum, el depredador disminuyd el nimero de trofozoitos a
las 102 horas de inoculacion. Si bien Colpoda sp. fue capaz de reproducirse en
presencia de ambas presas, la duplicacion poblacional del depredador no fue
constante, ya que se observo una disminucion en su crecimiento después de 31
horas de haber sido inoculado, para posteriormente volver a aumentar a las 54
horas. Paralelamente, se observd un incremento en la reproduccion de A.
lipoferum y la UTO D después de 31 horas. (Figuras 7 y 8). Estos patrones
variables en la abundancia indican una dependencia del depredador a la
disponibilidad de presas que actian como principal recurso para éste. Es asi
como los depredadores generalmente reducen la abundancia de presas, los que
puede, a su vez, afectar la abundancia de depredadores y dar como resultado

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

De acuerdo a los ensayos de preferencia alimenticia, Colpoda sp. mostré un
desplazamiento y formacién de trofozoitos significativamente menor en el grupo
control (libre de bacterias) respecto a los tratamientos con bacterias aisladas, asi
como en la mezcla de ambas. Sin embargo, el depredador creci6 mejor en
presencia de la UTO D que sobre sobre A. lipoferum (3013 y 2093 células/ml
respectivamente), incluso cuando se le presentaron en una mezcla de ambas
(2093 células/ml) (Figura 2). Tanto A. lipoferum como la UTO D son bacterias de
tipo Gram negativas lo que implicaria una digestibilidad similar entre ellas segun
lo reportado en otros trabajos (Griffiths, 1996. Darbyshire, 1972. Drake.
Tsuchiya, 1977). Por ello, en este estudio el tipo de pared celular no fue un factor
determinante para la preferencia de presas. Por otro lado, diferentes estudios
muestran que el tamafo de la presa es quizas la caracteristica fundamental y
claramente influye en la seleccion e ingesta (Andersen et al., 1986. Fenchel,
1986. Epstein y Shiaris, 1992). Al respecto, las células de la UTO D presentaron
formas ovoides casi de cocos con un tamafio de 2-4 um de didmetro y las células
de A.lipoferum son de tipo vibroide con 2-5 um de largo. Por lo tanto, es posible
gue para Colpoda sp. la UTO D haya sido un mejor recurso tréfico en funcion del

tamano y forma de la bacteria.
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El indice de impacto de la depredacion ejercida en A. lipoferumy la UTO D (0.43
y 0.23 respectivamente) tuvo un impacto positivo en la reproduccion de ambas
poblaciones bacterianas, durante su fase exponencial. A pesar de que se
observd que la depredacion no influye de manera importante en el nimero de
generaciones transcurridas durante la etapa exponencial (ya que la diferencia
respecto a las bacterias crecidas en ausencia de depredador es Unicamente de
una generacion), se observé que el depredador acorta el tiempo medio entre dos
generaciones sucesivas de ambas presas. Ademas, el depredador modifico la
tasa intrinseca de crecimiento bacteriano, aumentando la velocidad de

crecimiento de ambas presas.

De este modo, se atribuye a la depredacion por protozoos un efecto estimulante
en el metabolismo bacteriano que no se restringe a las condiciones en cultivo
continuo, Hunt et al, (1997), puesto que Colpoda sp no s6lo aumenté la tasa a la
gue se reproducen las células bacterianas, si no que la depredacion estimul6
gue ambas bacterias presentaran actividad enzimatica de la nitrogenasa desde
las 4 h de incubacion (figura 12), ademas se observé la sintesis de etileno (C2Ha)
a partir de acetileno (CzH2), aun en los tratamientos donde la presion de
depredacion disminuyd las abundancias de ambas presas bacterianas de
manera significativa (a=0.5). Cabe resaltar que, durante la fase lag la presencia
de acetileno fue mayor que la de etileno. (Figuras 13). No obstante, de acuerdo
con la tasa de fijacién, es en esta fase de crecimiento donde se registré la mayor
actividad de la nitrogenasa; tanto en la UTO D (0.38nM) como en A lipoferum
(0.34nM), ambas en presencia de depredador. Mientras que en la fase
exponencial del crecimiento bacteriano se registraron menores tasas de fijaciéon
en presencia de depredador parala UTO D (0.17 nM) asi como para A. lipoferum
(0.27 nM). Sin embargo, al igual que en la fase lag, Colpoda sp hizo que la fijacién
de N por A.lipoferumy la UTO D fuera mayor que en los tratamientos en ausencia

de depredador.

Por su parte Hernandez (et al., 2003), encontraron actividad de la enzima
nitrogenasa en aislamientos de bacterias asociadas a la rizosfera de frijol, con
valores de fijacion de N, que fluctuaba entre 0.0033 a 19 nmoles en un tiempo
medio de 24 h de incubacion. Asimismo, en un estudio de fijacién bioldgica en

plantas no leguminosas se ha reportado para Azospirillum brasilensis valores
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entre 0.2 y 0.4 nmoles, medidos en una hora después la colonizacién (Kennedy
y Tchan, 1992). Lo anterior resalta la importancia de la depredacion por
protozoos en la fijacion de nitrdgeno en bacterias de vida libre. Ya que los
resultados del presente estudio respecto a la actividad de la nitrogenasa, son
similares a la fijacion de N reportado por dichos autores. Ademas, A. lipoferumy
la UTO D demostraron la capacidad de fijar nitrdgeno sin asociarse a alguna
especie vegetal, lo cual de acuerdo con Kennedy y Tchan, (1992), las hace
potencialmente pioneras en la colonizacion de nichos pobres en nitrdgeno,
ademas de que dentro de los ecosistemas al ser depredadas se promueve de
manera indirecta un aporte del nitrogeno que fijan una vez que mueren y son

descompuestas (Kennedy y Tchan, 1992).

Lo anterior propone que la depredacion mantuvo a la UTO D y a Azospirillum
lipoferum mas activas metabdlicamente. Ya que se increment6 la tasa de

crecimiento bacteriano y promovio la fijacion de nitrogeno.
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8. CONCLUSION.

La depredacién estimulé la fijacion de nitrégeno durante la fase exponencial del
crecimiento poblacional de bacterias de vida libre. Se observé que hubo una
mayor actividad de la nitrogenasa en Azospirillum lipoferum y la UTO durante la
fase lag (0.34nM y 0.38nM) seguida de la fase exponencial (0.27 nM y 0.17 nM),
respetivamente. Por otro lado, Colpoda sp. no mostré diferencias significativas
en la seleccién de sus presas como un recurso trofico, ademas disminuyo
significativamente las abundancias de ambas poblaciones bacterianas. Sin
embargo, el depredador si aumento la tasa a la que se reproducen las células

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

Tincion de Gram.

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

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

REACTIVO g/L
Extracto de levadura 349
NaCl 39

MEDIO DE CULTIVO CARBON COMBINADO (RENNIE, 1981)

Solucién A g/L
K2HPO4 0.8g
KH2PO4 0.2g
NaClz 0.1g
NaFeEDTA 0.028 ¢
Na2MoO4 2H20 0.025¢g
Extracto de levadura 0.025¢
Manitol 59
Sacarosa 59
Lactato de Sodio (60% v/v) 0.5 ml
Agua destilada 900 ml

Solucion B
MgSO4+7H20 02g
CaCl2 0.06 g
Agua destilada 100 mi
pH 7
Agar 15¢g
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MEDIO DE CULTIVO ROJO CONGO ACIDO MALICO.

Reactivo g/L
Acido malico 59
KH2POa4 05g
MgS04+7H,0 0.2¢
NacCl 0.1g
Extracto de levadura 05¢g
FeCls*6H,0 0.015¢
KOH 48¢g
Agar 204¢
Solucion Rojo Congo (1:400) 15 m. (Esterilizado por filtracién) ph 6.5

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

caracteristicas morfoldgicas.

Forma Elevacién Borde Color Gram | Gram Forma
colonial + - Celular
Filamentosa | Elevada Filamentoso Blanco X Filamentoso

calcareo

Circular Plana Enrollado Traslucido X Bacilo
mucosa

Circular Convexa Entero Durazno X Bacilo

Tincién de DAPI en la que se observan los nicleos de Colpoda sp.
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