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Resumen

Azotobacter sp., es una y-Proteobacteria, que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, esta bacteria es un bacilo Gram negativo, aerobia estricta y
fijadora de nitr6geno. Este microorganismo es considerado una bacteria promotora
del crecimiento vegetal, capaz de producir Acido Indolacético, solubilizar fosfatos y
producir sideréforos. El presente estudio evalué la supervivencia de dos aislados de
Azotobacter sp. (Azotobacter vinelandii S4Ta y Azotobacter chroococcum SM3.2)
ante la presencia de hidrocarburos (gasolina y diésel), su capacidad para producir
alginato utilizado diferentes fuentes de carbono (sacarosa y fructosa) e
hidrocarburos, ademas se prob6 si promueven el crecimiento vegetal en el modelo
de rabano (Raphanus sativus L). Para evaluar la supervivencia de los aislados, se
realizaron ensayos de crecimiento bacteriano en medios con diferentes
concentraciones de hidrocarburos (2 al 4%); y en combinacién con sacarosa e
hidrocarburo, en un periodo de tiempo de 168 horas. Se determiné la poblacién
bacteriana mediante el método de goteo por sellado masivo en placa. Los datos
fueron analizados estadisticamente por medio de una ANOVA de una via y una
prueba Tukey. Adicionalmente, se cuantificé la produccion de alginato mediante el
método de carbazol, mientras que los datos fueron analizados estadisticamente por
medio de una ANOVA de dos vias y una prueba Tukey. Finalmente, se analiz6 la
actividad como bacteria promotora de crecimiento vegetal a través de la medicién
de los datos morfométricos, esta evaluacion se analiz6 estadisticamente aplicando
una ANOVA de una via. Los resultados demostraron que los aislados de
Azotobacter sp. son capaces de sobrevivir hasta concentraciones del 4% en
presencia de diésel a diferencia de gasolina y la combinacién de sacarosa 1% con
hidrocarburo al 2%. Adicionalmente, la produccion de alginato de los aislados fue
similar a la cepa control en presencia de una fuente de carbono combinada de
sacarosa y diésel, es importante destacar que el aislado Azotobacter vinelandii
S4Ta produjo mayor cantidad de alginato en las fuentes de carbono sacarosa y
fructosa en comparacion a la cepa control y el aislado Azotobacter chroococcum
SM3.2.



Respecto a la capacidad de promover el crecimiento vegetal, las plantas inoculadas
con los aislados presentaron mejoras en la morfologia de la planta, como en el peso
seco foliar y radicular, asi como en la longitud de la planta con los tratamientos
mono-inoculados, es importante destacar que el principal incremento del
crecimiento vegetal se observé en las plantas con co-inoculacion. En conclusién,
los aislado Azotobacter vinelandii S4Ta y Azotobacter chroococcum SM3.2
demostraron tolerancia a la presencia de hidrocarburos (diésel y gasolina),
presentaron produccion de alginato con variacion en funcion de la fuente de carbono
y mejoraron el desarrollo vegetal de Raphanus sativus L., cuando es inoculado con

Azotobacter sp.

Introduccién

La explotacion demografica, la industrializacion, la urbanizacion y el turismo son los
factores mas significativos del deterioro ambiental que se ha ido produciendo. Estos
factores aumentan el uso de petroleo y sus derivados, lo cual produce residuos que
conllevan a la acumulacién de desechos toxicos, sobre todo en el suelo (Vasquez
et al., 2010).

Cada afo, se generan 4.514 millones de toneladas de petréleo alrededor del mundo
(Fernandez, 2024). México ocupa el décimo lugar entre los paises que mas petroleo
crudo producen en todo el mundo (PEMEX, 2016). La infraestructura del sector de
hidrocarburos incluye las instalaciones y los equipos requeridos para la venta, el
transporte, el procesamiento, la extraccion y la exploracion del petrdleo y gas
natural. No obstante, estas actividades generan vector de contaminacion, como
humos, gases t aguas residuales, que se producen debido a filtraciones en tuberias,
ductos o tanques. Estos dafios son muy serios para el agua, el aire y el suelo (Brito
et al., 2003; Vogler, 2024).

Una de las sustancias contaminantes que mas dafio hace al medio ambiente es el
petréleo; los derrames de hidrocarburos en el suelo dificultan la transferencia de
gases hacia la atmosfera, lo que altera procesos fisicoquimicos como la evaporacién

y la capilaridad. Dependiendo de factores como el tipo de hidrocarburo, la



temperatura, la humedad y la textura del suelo, provocan que estos procesos se
pueden volver lentos, provocando la toxicidad en el suelo y aguas contaminadas
(Vasquez et al., 2010)

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012
establece los limites maximos permitidos de hidrocarburos en el suelo. Dicha norma
establece los valores maximos para diferentes fracciones de hidrocarburos,
considerando el tipo de hidrocarburo existente y el uso del terreno (agricola,
residencial, industrial, ambiental, fuente de emisiébn y nivel de riesgo). La

clasificacion de estos compuestos se basa en su rango de carbonos:

e Fraccion 1 (C6-C10): Hidrocarburos ligeros.
o Uso Agricola/Residencial: < 50 mg/kg.
o Uso Industrial: < 100 mg/kg.

e Fraccion 2 (C10-C28): Hidrocarburos medios.
o Uso Agricola/Residencial: < 1,000 mg/kg.
o Uso Industrial: < 3,000 mg/kg.

e Fraccion 3 (C28-C40): Hidrocarburos pesados.
o Uso Agricola/Residencial: < 2,000 mg/kg.
o Uso Industrial: < 4,000 mg/kg.

Ante la necesidad de contrarrestar las consecuencias que los hidrocarburos tienen
en el terreno, se han desarrollado diversas tecnologias para la remediacién de
suelos contaminados. De acuerdo a Volkle y Velasco (2002), las tecnologias de
remediacion se pueden agrupar en tres tipos: a) fisicoquimicos, que incluyen la
electrorremediacion, el lavado y la solidificacién/estabilizacion, donde se
aprovechan las propiedades quimicas y fisicas de los contaminantes para eliminar,
separar o contener la contaminacién; b) térmicas, que abarcan la incineracion, la
vitrificacion y la desorcién térmica, empleando el calor durante el proceso con el fin
de favorecer la volatilizacibn, quemar, descomponer o inmovilizar los
contaminantes; c¢) biolégicos, como la bioestimulacion, fitorremediacion,

biorremediacion o biolabranza, apaleando al uso de acciones metabdlicas de ciertos



organismos para llevar a cabo la degradacion, transformacion o eliminacién de

contaminantes en productos metabdlicos no dafinos.

Sin duda existen varias opciones eficaces para la descontaminacion; sin embargo,
para elegir correctamente la tecnologia de remediacion es necesario tener en
cuenta los siguientes aspectos: a) las caracteristicas del lugar contaminado; b) el
tipo de contaminante, su concentracion y sus propiedades fisicoquimicas; c) las
propiedades fisicoquimicas y el tipo de suelo que se va a tratar; y d) el coste (Volke
& Velasco, 2002)

Ante esta situacion, la biotecnologia ambiental se vuelve esencial para contrarrestar
las multiples consecuencias del origen humano, al emplear diversas tacticas (Singh
et al., 2017). La accién de las comunidades microbianas, elementos esenciales de
los ecosistemas que cumplen funciones significativas en la degradacion de una
amplia variedad de contaminantes (Brennerova et al., 2009). De acuerdo con Kumar
y colaboradores (2023), ciertos microorganismos mejoran el crecimiento, desarrollo
y rendimiento de las plantas; estas interacciones, ademas, llegan a provocar que la
planta desarrolle tolerancia sistematica inducida (IST), un fenomeno fisiologico de
aclimataciéon mediante el cual las plantas, después de haber restado expuestas a
un estrés abiético moderado, ponen en funcionamiento una red de sefializacion que
otorga proteccion y resiliencia a toda la planta ante episodios futuros con estrés mas

intensos (Fukami et al., 2018).

Por otra parte, al utilizar microorganismos que ayuden a la biodegradacion de
contaminantes y al mismo tiempo fomenten el crecimiento vegetal podria mejorar la
calidad del suelo agricola contaminado, lo cual permitiria reducir el uso de
agroquimicos costosos y perjudiciales para el medio ambiente (Vejan et al., 2018;
Prasad et al., 2017). En este sentido, las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR) mejoran la calidad del suelo, elevan la capacidad de tolerancia de
los vegetales a situaciones de estrés abidtico, como la salinidad y la sequia, y

optimizan el rendimiento agricola (Santos et al., 2019).

Entre los mecanismos que las PGPR emplean para fomentar el crecimiento de

plantas, se incluyen: la generacion de biopeliculas; la produccion de compuestos

9



antimicrobianos como los antibidticos o los compuestos orgénicos volatiles (por
ejemplo, el cianuro de hidrogeno); las enzimas liticas que limitan el desarrollo de
microorganismos fitopatégenos (Santoyo et al., 2021); la produccion del compuesto
enzimatico &cido 1-aminociclopropano-1-1carboxilico desaminasa (ACC); la
inhibicién del Quorum Sensing (QS); el aumento sistematico inducido (ISR); y los

sideroforos (Balogh et al., 2010; Framptom et al., 2012).

En esencia, los métodos para promover el crecimiento de las plantas se clasifican
en dos categorias: directos e indirectos. Los mecanismos directos son los que tienen
un impacto en el balance de los reguladores del crecimiento vegetal o que aportan
nutrientes al instante. Los PGPR metabolizan y emiten nutrientes que benefician el
desarrollo de la planta, o porque las bacterias producen y liberan fitohormonas para
la planta (Glick, 2014; Govindasamay et al., 2011). En cuanto a los mecanismos
indirectos, por su parte, requieren la participacion de los procesos metabdlicos de
defensa de la planta, que reaccionan ante las sefiales emitidas por las bacterias que
la influyen (Ramos-Solano et al.,2008; Jha et al., 2012; Glick, 2014).

Mecanismos Directos
e Fijacion de Nitrégeno

La enzima dinitrogenasa es la que realiza este proceso en las bacterias fijadoras de
nitrégeno. Esta enzima transforma el di-nitrdgeno inerte (N2) que esta en la
atmésfera en amonio y, por consiguiente, en nitrégeno biodisponible (Zhang et al.,
2023). Solo una pequefa fraccion de bacterias y arqueas posee la capacidad de

fijar el nitrogeno (Boyd & Peters, 2013).
e Solubilizacién de Fosfatos

El fosforo es fundamental en el crecimiento de las raices (Elhaissoufi et al., 2020).
La falta de este elemento en el suelo, o su escasa presencia debido a la aplicacion
de fertilizantes (Shenoy & Kalagudi, 2005), es lo que limita el crecimiento vegetal.
Las bacterias solubilizadoras de fosfato convierten el fésforo inorganico en
ortofosfatos solubles, gracias a la producciéon de acidos organicos o a la accion de

enzimas fitasas (Sanchez-Gonzales et al., 2022).
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e Produccién de Fitohormonas

Las fitohormonas son elementos de sefializacion en las plantas que forman una red
de comunicacion interconectada para modificar el crecimiento y el desarrollo como
respuesta a un ambiente en constante cambio (Bittner et al., 2022). Estas cumplen

distintas funciones dependiendo de su estructura quimica.
o Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales con mudltiples funciones que controlan el
desarrollo y el crecimiento de la raiz. Esto sucede por la modulacion de la expresion
génica a través de factores de transcripcion, lo que provoca reacciones concretas

dependiendo del nivel de concentracion (Gomes et al., 2021; Leyser, 2018).
o Giberelinas

La altura de las plantas aumenta considerablemente debido a las giberelinas
(Takehara, 2018). Mejoran la tolerancia al estrés y la absorcién de iones (Igbal &
Ashraf, 2013); ademas, regulan procesos como la floracion, el alargamiento del tallo

y la germinacion (Van De Velde et al., 2017).
o Citoquininas

En la comunicacion entre érganos, las citoquininas funcionan como moléculas de
sefalizacion (Sakakibara, 2021). De acuerdo con Yong y colaboradores (2009),
regulan la senescencia de las hojas, asi como el inicio y la elongacién de las raices.
Su sintesis se produce sobre todo en las puntas de las raices, desde donde se

envian a los 6rganos aéreos mediante el xilema (Bottini et al., 2004).
Mecanismos Indirectos
e Siderdéforos

El hierro es fundamental para los organismos vivos; interviene en procesos
metabdlicos importantes, como la sintesis de acidos nucleicos, el transporte
fotosintético, la fijaciébn de nitrégeno y la reducciéon de nitratos (Liu et al., 2007;

Narrillos-Rodriguez, 2014). A pesar de que en la corteza terrestre el hierro es

11



abundante, su biodisponibilidad no es elevada (Boyd & Ellwood, 2010; Emerson et
al., 2012). Para obtenerlo, las bacterias secretan sideréforos, que son moléculas
quelantes que atrapan el hierro y lo convierten en su forma soluble (Fe?*) (Aguado-
Santacruz et al., 2012; Kramer et al., 2020).

e Antibioticos

Los antibidticos son sustancias que generan hongos y bacterias, las cuales pueden
detener el crecimiento de estas (efecto bacteriostatico) o eliminarlas por completo
(efecto bactericida). De acuerdo con Calvo y Martinez-Martinez (2009), su funcién
se basa en la inhibicion de la sintesis proteica, el dafio a las membranas
citoplasmaticas, la interferencia con el metabolismo del ADN o el bloqueo de las

sintesis de la pared celular.

Marco Teérico

Mecanismos de las PGPR contra los Hidrocarburos

Las PGPR son bacterias que se encuentran en la rizosfera, que es la zona del suelo
donde las raices de las plantas tienen un impacto. Estas bacterias promueven la
produccion de fitohormonas, la fijacién de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos y
la generacion de sideréforos para asistir el crecimiento vegetal; por ende, crean
vinculos simbiédticos con las plantas (Bashan et al., 2014). Por lo tanto, algunas
PGPR, ademés, de fomentar el crecimiento de las plantas, ayudan a la

biorremediaciéon de hidrocarburos mediante diferentes mecanismos:

1. Degradacion enzimética: Algunas PGPR producen enzimas como
oxigenasas y peroxidasas, las cuales catalizan la degradacion de
hidrocarburos en compuestos menos toxicos (Glick, 2010).

2. Bioestimulaciéon: Las PGPR producen sustancias que estimulan el
crecimiento de las plantas, como acidos indolacéticos (AlA) y giberelinas.
Esto, mejora la capacidad de las plantas para establecerse en suelos
contaminados (Spaepen et. al., 2007).
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3. Mejora de la estructura del suelo: Las PGPR sintetizan exopolisacéaridos que
promueven la agregacion del suelo. Asi, incrementan su porosidad y
favorecen la penetracion radicular y el intercambio gaseoso, aspectos
esenciales para la degradacion aerdbica de hidrocarburos. (Alami et. al.,
2000).

4. Competencia con microorganismos patdégenos: Al colonizar la rizosfera, las
PGPR compiten con otros microorganismos por recursos. Esto reduce la
presencia de patdgenos que podrian afectar negativamente a las plantas en
suelos contaminados (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Las PGPR son Utiles para potenciar el desarrollo de las plantas en condiciones
dificiles, lo que aumenta la eficiencia de la fitorremediacion (Balseiro-Romero et al.,
2017; Olenska et al.,, 2020; Tara et al., 2014). Las PGPR, como Bacillus y
Pseudomonas, logran que la degradacion de contaminantes sea mas efectiva al
generar biosurfactantes que incrementan la biodisponibilidad de los hidrocarburos
(Spaepen et al., 2007). Al mismo tiempo, fomentan el crecimiento de las plantas
mediante la produccion de fitohormonas (acido indolacético) y la reduccion del
estrés por etileno a través de ACC-desaminasa (Glick & Stearns, 2011). A su vez,
las plantas aportan al proceso a través de la emision de exudados radiculares que
mejoran la microbiota degradadoray la activacion de sistemas enzimaticos (lacasas,
peroxidasas) que convierten los contaminantes (Pilon-Smits, 2005).

Las plantas tienen una variedad de procesos metabdlicos que les posibilitan
soportar y adaptarse a situaciones de estrés, como la existencia de hidrocarburos
en el suelo (Pilon-Smits, 2005). No obstante, el desarrollo de las plantas y la
generacion de biomasa se ven frecuentemente restringidos en estas condiciones
tan extremas. Por lo tanto, la fitorremediacion se vuelve menos eficaz y la muerte

de la muerte de las plantas aumenta (Glick & Sterns, 2011).

Los hidrocarburos, en especial los derivados de petréleo y los policiclicos
aromaticos (HAPS), constituyen un peligro significativo para los sistemas biologicos.
Investigaciones actuales indican que, en las plantas, incluso con niveles bajos de

HAPs (=50 mg/kg), la elongacion de las raices se ve reducida entre un 60 y un 80%
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debido a cambios en la expresién de genes vinculados con la division celular (Liu et
al., 2023). Asimismo, producen estrés oxidativo a través de la sobreproducciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que disminuye la eficiencia fotosintética
entre un 30 y un 50% en especies como Helianthus annuus y Zea mays (Zhang et
al., 2022). La exposicion prolongada a HAPs en animales, incluidos los seres
humanos, esta vinculada con carcinogénesis, alteraciones endocrinas Yy
neurotoxicidad, ya que estos tienen la capacidad de bioacumularse y de generar
alteraciones quimicas en el ADN (Bostrom et al., 2002). Desde el punto de vista
humano, investigaciones epidemioldgicas relacionan la exposicion prenatal a HAPs

con trastornos del neurodesarrollo y con un peso bajo al nacer (Perera et al., 2022).

Eficiencia en la Produccién de Exopolisacaridos en Biorremediacion

Los hidrocarburos, que provienen mayormente del petréleo, son contaminantes
organicos recalcitrantes que suponen riesgos para la salud humana y ambiental. Se
ofrecen varias soluciones a este problema, entre las que se incluye la produccién
de exopolisacéaridos (EPS). Estos son biopolimeros con un peso molecular elevado
que los microorganismos secretan en el medio extracelular. Estdn compuestos
principalmente por monosacaridos y otros sustituyentes (Flemming & Wingender,
2010). Estos polimeros desempefian roles fundamentales en la creacién de
biopeliculas, en la adaptacion al medio ambiente y en la defensa contra el estrés
(Costa et al.,, 2018). Diferentes grupos de microorganismos generan EPS,
destacando las bacterias como Pseudomonas, Bacillus y Azotobacter, en particular
A. chroococcum y A. vinelandii, que sintetizan el alginato, un EPS de importancia
industrial (Nwodo et al., 2018).

Azotobacter spp. genera alginato, un EPS constituido por los acidos L-gulurénico y
D-manuronico, que le confieren caracteristicas gelificantes (Hay et al., 2013). Este
alginato crea biopeliculas que resguardan las raices de la deshidratacién y el estrés
osmotico, a la vez que aumenta la agregacion del suelo, lo cual optimiza su

porosidad (>30%) y su capacidad para retener agua (Alami et al., 2000).
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Estos biopolimeros funcionan como emulsificantes y, por lo tanto, disminuyen la
tension superficial en la interfase entre contaminante y agua, lo que incrementa la
biodisponibilidad de los hidrocarburos (Flemming & Wingender, 2010).
Investigaciones recientes indican que los EPS crean matrices extracelulares que
atrapan hidrocarburos, lo cual favorece su degradacion enzimatica por consorcios
de microorganismos (Omarova et al., 2018). Ademas, al propiciar la agregacion de
particulas, mejoran la estructura del suelo; esto favorece la difusion de oxigeno y la
porosidad, lo cual es fundamental para que ocurra la degradacién aerébica (Morcillo
& Manzanera, 2021). Los EPS bacterianos, en las plantas, crean una barrera de
proteccion en las raices que disminuye la absorcién de toxinas y favorece la
produccion de enzimas para desintoxicarse (Ali et al., 2023), lo cual les permite

mitigar el estrés por hidrocarburos.

Azotobacter y los Metales Pesados

La contaminacion por metales pesados, como cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio
(Hg), representa un desafio articular debido a su toxicidad persistente y su
capacidad de bioacumularse. Azotobacter spp. tiene la capacidad de tolerar y
eliminar metales pesados gracias a ciertos mecanismos especificos, como por
ejemplo la biosorcidn, la produccién de compuestos quelantes del tipo sideréforos y
la precipitacion de metales (Gadd, 2010).

Investigaciones actuales indican que los EPS generados por bacterias rizosféricas,
como Pseudomonas y Azotobacter spp. poseen grupos funcionales (hidroxilo,
fosfato y carboxilo) que quelan de manera eficaz metales como Cd2+y Pb2* (Pereira
et al., 2021). Estas técnicas, como la espectroscopia infrarroja (FTIR), han
demostrado que estos biopolimeros atrapan metales a través de enlaces covalentes

coordinados y iénicos (Oliveira et al., 2020).

La biosorcion y la produccion de EPS son dos de los mecanismos tolerantes de
Azotobacter spp. En el primer caso, las células bacterianas captan metales en sus

paredes celulares por causa de grupos funcionales como fosfatos y carboxilos. Este
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cambio hacia compuestos menos toxicos ocurre a través de un proceso enzimatico,
gue transforma los metales en formas menos reactivas o bioaccesibles (Diaconu et
al., 2020).

Antecedentes

Especies del género Azotobacter

El género Azotobacter se ubica en las y-Proteobacteria que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae. Se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, poliploide,
aerobio estricto y es un fijador de nitrégeno. Bajo ciertas condiciones desfavorables
como la limitacién de nitrdgeno, la falta de nutrientes esenciales, una baja tension
de oxigeno o la presencia de ciertas fuentes de carbono, el microorganismo entra
en etapa de enquistamiento; asi produce células metabdlicamente latentes (Sadoff,
1975; Socolofsky et. al., 1962). Para que el quiste se forme, es necesario producir
alginato (Remminghorst & Rehm, 2006).La capa extracelular es muy resistente y
esta formada por altas concentraciones de alginato (Hay et. al., 2014). La capa mas
externa de alginato llamada exina tiene un alto contenido de residuos de &cido
glucurdnico unidos consecutivamente, lo cual resulta en una estructura de alginato

con mayor rigidez (Hay et. al., 2014).

El género comprende al menos siete especies bien definidas: A. chroococcum, A.
armeniacus, A. beijerinckii, A. nigricans, A. paspali, A. salinestris y A. vinelandii
(Jensen, 1954). Dentro de las siete especies descritas de Azotobacter spp., A.
vinelandii presenta una morfologia colonial caracteristica: colonias opacas,
convexas, mucoides en la mayoria de las cepas, brillantes y lisas. Su morfologia
microscoépica presenta un estado pleomdérfico que varia desde formas bacilar hasta
formas cocoides. Las células tienen un didmetro que va de 1.6-2.5 x 3-5 um. Es
posible observarlas como bacilos individuales, en pares o formando agregados

irregulares (Kennedy et. al., 2015).

Otra especie es A. chroococcum, es considerada como saprofitos y es la especie

mas estudiada en aspectos relacionados con la nutricion de plantas, ademas
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contribuye a la fertilidad de los suelos, por lo que se ha investigado como inoculante
microbiano (Arora et. al., 2018). A. chroococcum es una bacteria Gram negativa,
varia en distintas formas morfologicas que van desde células pleomorfas ovoides

hasta células cocoides de 1.5 a 2.0 um de diametro (Wani et. al., 2016).

El alginato es un polisacarido que puede ser producido por una variedad de
organismos, incluyendo algas marinas, plantas y ciertos tipos de bacterias. En el
caso de los procariotas, los géneros Pseudomonas spp. y Azotobacter spp. han
demostrado la capacidad de producir este biopolimero (Miranda et. al., 2008), y
dentro del género de Azotobacter sp. encontramos a dos especies capaces de
producir este polimero A. vinelandii y A. chroococcum. Se trata de un polisacarido
extracelular lineal constituido por proporciones variables de acido 3-D-manurdnico
(M) y su epimero, el acido a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces B-1,4 (Hay et. al.,
2014) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica del alginato (Urtuvia et. al., 2017)

Asi mismo, A. vinelandii posee otra caracteristica fisiolégica notable, bajo
condiciones de limitacion de hierro, sintetiza y secreta pioverdinas, una subclase de
sideroforos de la familia de los hidroxamato-péptidos, los cuales son producidos por
diversas bacterias de la familia Pseudomonadaceae y otros géneros para quelar y
adquirir hierro férrico (Fe®*) del medio ambiente (Schalk, et. al., 2012).

Las cepas de Azotobacter spp. empleadas en este trabajo, se aislaron a partir de
los muestreos de la Reserva de Bidsfera de Tehuacan-Cuicatlan y del Estado de
México. La cepa de Azotobacter vinelandii S4Ta se aislo de un tetecho y
Azotobacter chroococcum SM3.2 aislada de una mezquitera. Se realizé la
recoleccion de las muestras de suelo en diferentes zonas ambientales y su posterior

procesamiento mediante tamizados. Para aislar cepas de A. vinelandii, a partir de
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muestras de suelo se utilizaron dos técnicas de aislamiento. La primera técnica
empleada fue el uso de medios de cultivo liquido como Burk-sacarosa (BS). La
segunda técnica de aislamiento se fundamenté en colocar granos de suelo en medio
sélido Ashby-Manitol (Garcia, 2019). Posteriormente, estos aislados se
caracterizaron bioquimicamente, se evidenciaron caracteristicas metabdlicas tipo
PGPR. Ambos aislados son capaces de producir acido indolacético (AlA),

sideroforos y solubilizan fosfatos (Aguilar, 2023; Sanchez Rosas, 2025).

Metabolismo de Alginato

El alginato es un polisacarido lineal compuesto por acido B-D-manurénico y su
epimero, el acido a-L-gulurénico, ampliamente utilizado en industrias como la
alimentaria, farmacéutica, textil y biomédica debido a sus propiedades gelificantes,
espesantes y biocompatibles (Lee & Mooney, 2012).

La sintesis de alginato se inicia por la isomerizacion de la fructosa-6-fosfato a
manosa-6-fosfato mediante la actividad de la enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-
GMP-algA). Posteriormente, la enzima fosfomanomutasa (PMM-algC) convierte la
manosa-6-fosfato a manosa-1-fosfato. El siguiente paso es la conversion de la
manosa-1-fosfato a GDP-manosa por la enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-
GMP-algA). Subsecuentemente, se forma el acido GDP-manurénico por la
oxidacion de la enzima GDP-manosa deshidrogenasa (GMD-algD), la cual es el
sustrato directo y el punto crucial de control cinético para la biosintesis de alginato.
La enzima glicosil-transferasa y c-di-GMP participan en la polimerizacién y el
transporte del &cido GDP-manurénico que es el sustrato que se polimeriza a nivel

de membrana interna para formar acido polimanurénico (Galindo et. al., 2007).

Finalmente, el acido polimanurénico sufre una serie de modificaciones post-
polimerizacién por un complejo de acetilasas constituido por Algl, AlgV, AlgF. Los
residuos de manuronato no acetilados se epimerizan a guluronato por una
epimerasa de manuronato AlgG o ME. La exportacion a través de la membrana
externa por una proteina con actividad de canal idnico AlgE. El polimero exportado
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es convertido a alginato por una familia de siete epimerasas homadlogas AlgE1-7
(Gawin et. al., 2020).
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Figura 2. Diagrama de la biosintesis del alginato A. vinelandii (modificado de Galindo et. al., 2007)

A. vinelandii es uno de los microorganismos que mas se han investigado en cuanto
a su habilidad para producir alginato, ya que puede sintetizar este biopolimero como
parte de su matriz extracelular. Esto le otorga protecciéon y ayuda a que se formen
quistes en situaciones de estrés (Remminghorst & Rehm, 2006). La produccién de

alginato en A. vinelandii varia entre 4.88 y 5.26 g/L (Aasfar et al., 2021).

La produccion de alginato por Azotobacter spp. se ve afectada por diversos factores,
siendo algunos de los mas relevantes la fuente de carbono, el pH, la temperatura,
la composicién del medio de cultivo y la presencia de nitrdgeno (Noar & Bruno-
Barcena, 2018). De acuerdo con Gawin y colaboradores (2020), la cantidad y la
distribucién de los residuos del &cido a-L-guluronico y del acido (1,4)-B-D-

manurdénico determinan las propiedades fisicoquimicas del alginato.

Los alginatos destinados a la aplicacion farmaceéutica necesitan de un contenido de
mas del 50% de (1,4)-B-D-manurdnico, esta composicién quimica limita el uso de

alginato como materia prima en esta industria. No obstante, la epimerizacion in vitro

19



podria aumentar el contenido de (1,4)-B-D-manurdnico mediante las manuronano
C-5 epimerasas que producen algunas especies de Azotobacter (Gawin et. al.,
2020).

Figura 3. Organizacion de los genes involucrados en la biosintesis de alginato en A. vinelandii
(modificado de Galindo et. al., 2007)

El diésel, también conocido como gaséleo o gasoil, es otro de los productos
derivados del petrdleo que se emplea con méas frecuencia en las actividades
humanas. Este es un producto obtenido mediante la destilacion del petrdleo a una
temperatura que varia entre 200 y 380°C (PEMEX, 2006). De acuerdo con
Rodriguez (2017), es un hidrocarburo liquido que tiene entre 10 y 22 atomos de
carbono, asi como compuestos arométicos, naftalénicos y parafinicos, con una
densidad aproximada de 0.832 g/cm3. Conforme a Yoneyama (2015), A. vinelandii
tiene la capacidad de crecer en presencia de hidrocarburos como el petréleo crudo
y sus derivados, lo que indica que podria ser usado para fabricar biopolimeros y
biorremediar al mismo tiempo. La capacidad de este microorganismo para
metabolizar hidrocarburos se debe a la presencia de enzimas como la desoxigenasa
como la monooxigenasa (alkB) esta presente en Pseudomonas y probablemente

este gen también esté presente en Azotobacter (Alotaibi et. al., 2022).

Modelo Vegetal

Raphanus sativus L., comunmente conocido como rabano, es una especie
perteneciente a la familia Brassicaceae (Seo et. al., 2018). Se caracteriza por
hipocdtilos grandes y raices pivotantes, y es cultivada y consumida principalmente
por las raices y las hojas, las cuales presentan un alto valor nutricional (Hara et. al.,
2011; Banihani, 2017).
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Su origen se remonta a regiones de Asia, especificamente en China y el sudeste
asiatico, donde se ha documentado su cultivo desde hace mas de 2,000 afios
(Curtis, 2003). En la medicina tradicional, R. sativus se ha empleado para tratar

diversas afecciones.

Tradicionalmente se sabe que tiene beneficios antiinflamatorios, promueve la
digestion, protege el estbmago y tiene propiedades anticancerigenas (Oh et. al.,
2019). R. sativus se considera un alimento rico en nutrientes, porque contiene
carbohidratos, azucares, fibras dietéticas, proteinas e incluso algo de grasa y flaor.
Ademas, posee diversas vitaminas hidrosolubles (B1, B2, B3, B5, B6, B9 y C),
minerales (calcio, hierro, magnesio, manganeso, zinc, potasio y fésforo) y acido
folico (Khattak, 2011).

Por ejemplo, en la medicina ayurvédica de la India, se ha utilizado para aliviar
trastornos digestivos, como la indigestion y el estrefiimiento, debido a su contenido
de fibra y compuestos bioactivos (Kumar et. al., 2015). Asimismo, se ha reportado
su uso en la medicina tradicional china para tratar enfermedades respiratorias, como
la tos y el asma, atribuyendo estas propiedades a la presencia de isotiocianatos y

otros compuestos sulfurados (Wang et. al., 2010).

El cultivo de R. sativus L. preferentemente se realiza en estaciones con clima frio,
obteniendo una mejor calidad de raices a una temperatura de 10 a 15.5 °C, sin
embargo, también se puede cultivar a temperaturas altas (Ghimire et. al., 2020).
Esta condicion varia su ciclo de cultivo, que puede oscilar desde los 20 a mas de 70
dias (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020). Se adapta a cualquier tipo
de suelo; no obstante, prefiere los suelos profundos y con un buen drenaje, pero
con un alto contenido de materia organica y capaz de retener la humedad

(Hernandez-Villaseiior, 2024).

En México, el rdbano se produce principalmente en los estados de Puebla,
Guanajuato, Michoacan y el Estado de México, donde las condiciones climéticas y
de suelo favorecen su cultivo (SIAP, 2023). Segun datos del Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2023 se cosecharon aproximadamente
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1,364 hectéareas de rabano, con una produccion total de 28,846 toneladas, lo que

refleja su importancia en el sector horticola nacional.

Recientemente el conocimiento sobre las interacciones planta-microbios en suelos
contaminados ha aumentado el interés en su posible uso en procesos de
biorremediacion. Por ejemplo, en la biorremediacion de sitios contaminados por
metales pesados, la aplicacibn de microorganismos puede alterar su
biodisponibilidad y su movilidad ayudando a la absorcién de metales por las plantas
(Jing et. al., 2007). Adicionalmente se ha documentado la utilizacion de diversos
microorganismos como Flavobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter,
Nocardia, Aspergilus niger, Pleurotus ostreatus y Azotobacter en los procesos de
biorremediacion de los cuerpos de agua y los suelos contaminados por metales
pesados, hidrocarburos, entre otros (Gurikar et. al., 2016).

En el trabajo de Sumbul y colaboradores (2020) se destaca la importancia de la
aplicacion de Azotobacter sp. como un potencial elemento en el desarrollo de un
sistema agricola sostenible ya que promueve el crecimiento de las plantas a través
de varios mecanismos como la fijacion de nitrégeno, la produccion de hormonas del

crecimiento como &cido indolacético y la liberacién de sideréforos.

Asimismo, estas caracteristicas ayudan a mantener la fertilidad del suelo, facilitan
el acceso del hierro a las plantas, muestran actividades anti fitopatbgenas y en
general mitigan diversas fuentes de estrés permitiendo el desarrollo de las plantas.
Ademas, Azotobacter sp. es capaz de asimilar una gran variedad de sustratos por
lo cual puede ser de utilidad en la biorremediacién de sitios contaminados por
petréleo (Verma & Kuila 2019), metales pesados (Manoj et. al., 2020), compuestos

aromaticos, fenoles entre otros (Gurikar et. al., 2016).

Villacorta Chiclayo en 2013 demostré un efecto positivo en el crecimiento de las
plantulas de C. annuum L. var longum “paprika” inoculados con A. chroococcum
CALT-01, donde observé un incremento en peso seco radicular, peso seco aéreo,
longitud de la raiz, longitud del tallo, nUmero de raices laterales y longitud de las

hojas, mostrando una diferencia significativa respecto a las plantulas control.
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Justificacion

Los hidrocarburos derivados del petrdleo constituyen contaminantes comunes que
ponen en peligro a los ecosistemas terrestres y acuaticos. Su sedimentacion y
liberacibn en el ambiente afectan significativamente los suelos usados en la
industria agricola, perjudicando los cultivos al impedir el intercambio gaseoso e
inhibir el crecimiento radicular. Paralelamente, el incremento en la tasa poblacional
mundial causa una mayor demanda alimentaria y, por consecuencia, un uso mas
elevado de derivados del petréleo, lo que representa una problemética de escala
global. Actualmente, se implementan diversas estrategias para contrarrestar esta
problematica como la biorremediacion. Entre estas, se destaca el uso de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Estas bacterias no solo
ayudan a disminuir la concentracion de hidrocarburos en el suelo, sino que ofrecen
una ruta mas amigable con el ambiente que evita la generacion de contaminantes
en el suelo; ademas, de aumentar la productividad de las plantas de importancia

agronomica.

Hipotesis

Las cepas de Azotobacter vinelandii AEIV y S4Ta, y Azotobacter chroococcum
SM3.2, toleraran diferentes concentraciones de hidrocarburos como gasolina diesel.
Por otra parte, la utilizacion de fuentes de carbono como fructosa y diésel
combinado con sacarosa, influyen en la produccién de alginato de las bacterias.

Ademas, la inoculacién de estas cepas promovera el crecimiento de Raphanus

sativus L.

Pregunta de Investigacion

e (Cudl es la concentracion maxima de hidrocarburos que los aislados de
Azotobacter sp. puede tolerar sin afectar su crecimiento?

e /lInfluye el tipo de fuente de carbono (sacarosa, fructosa y diésel) en la
produccion de alginato por los aislados de Azotobacter sp.?

e ¢La mono-inoculacién y co-inoculacion de los aislados de Azotobacter sp.

promoveran el crecimiento de Raphanus sativus L.?
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Objetivo General

e Evaluar la capacidad de las cepas de Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) y
Azotobacter chroococcum (SM3.2) para tolerar y metabolizar gasolina y
diésel, asi como su potencial para promover el crecimiento de Raphanus

sativus L. en condiciones de inoculacion.

e Evaluar la tolerancia de los aislado de Azotobacter sp. a diferentes
concentraciones de hidrocarburo; asi como, evaluar la produccién de alginato
en diferentes fuentes de carbono y el efecto de la promocion de crecimiento

vegetal cuando Raphanus sativus L es inoculado con los aislados.

Objetivos Especificos

1. Determinar las concentraciones maximas de gasolina y diésel que toleran los
aislados de Azotobacter sp. sin comprometer su crecimiento.

2. Evidenciar como afectan las diferentes fuentes de carbono (sacarosa,
fructosa y la combinacién de sacarosa y diésel) en la produccion de alginato
por los aislados de Azotobacter sp.

3. Evaluar el efecto de la mono-inoculacién y co-inoculacién de los aislados de

Azotobacter sp. en los parametros de crecimiento de Raphanus sativus L.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Las cepas bacterianas provinieron del Laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana del Instituto de Ciencias Microbiol6gicas (ICUAP-BUAP). Se reactivaron
y cultivaron Azotobacter vinelandii (cepas AEIV y S4Ta) y Azotobacter chroococcum
(SM3.2) en medio sélido Burk con sacarosa. Se sembraron hasta obtener colonias
metabdlicamente activas. Posteriormente, se aislaron colonias con fenotipos
distintivos: A. vinelandii AEIV mostré colonias mucoides; A. vinelandii S4Ta,

mucoides y brillantes; y A. chroococcum SM3.2, puntiformes y blanquecinas.
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Supervivenciay Crecimiento en Presencia de Hidrocarburos

Para evaluar la capacidad de las cepas de Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) y
Azotobacter chroococcum (SM3.2) para tolerar y crecer en presencia de

hidrocarburos, se sigui6 el siguiente protocolo:

Las cepas fueron sembradas en medio minimo Burk con Sacarosa (BS) en estado
sélido, suplementado con acido nalidixico (10 mg/mL). Tras obtener colonias
aisladas y metabdlicamente activas, se utilizé una colonia representativa de cada
cepa para inocular 15 mL de medio PY liquido suplementado con acido nalidixico
(10 mg/mL) en tubos conicos de 50 mL. Estos cultivos se incubaron a 30°C y 190
rpm hasta alcanzar una fase exponencial adecuada (aproximadamente 24 horas),

sirviendo como pre-inéculos.

A partir de los pre-indculos se tom6 1 mL y se determiné la Densidad Optica (DO) a
545 nm en un espectrofotbmetro de luz visible (DLAB SP-V1100). Se ajusto el
volumen de cada pre-in6culo para iniciar los cultivos experimentales con una DO
inicial estandarizada de 0.02. El cultivo se establecié en matraces Erlenmeyer de
125 mL con 25 mL de medio liquido BS. Se establecieron los siguientes tratamientos
realizados por triplicado para cada cepa (A. vinelandii AEIV, A. vinelandii S4Ta y A.
chroococcum SM3.2). El control se realizé en medio BS suplementado con sacarosa
al 2% (p/v) como unica fuente de carbono, para asegurar la viabilidad y crecimiento
Optimo de las cepas en condiciones no estresantes. Para los tratamientos con diésel
y gasolina el medio BS fue suplementado a concentraciones de 2% (v/v; 500 pL),
3% (v/v; 750uL) y 4% (v/v; 1 mL) como unica fuente de carbono. Ademas, se plante6

un tratamiento combinado de sacarosa al 1% (p/v) y diésel al 2% (v/v; 500 uL).

La supervivencia y el crecimiento de las cepas en presencia de hidrocarburos se
evaluaron cada 24 horas durante 168 horas mediante la metodologia de Goteo por
Sellado en Placa Masivo (GSPM), segun lo descrito por Corral-Lugo y
colaboradores (2012). Brevemente, a partir de cada cultivo bacteriano, se tomaron
alicuotas que fueron sometidas a diluciones seriadas decimales con sulfato de
magnesio (MgSO?#) 10 mM esteril. Posteriormente, las alicuotas de estas diluciones

se gotearon sobre placas de medio agar BS. Las placas se incubaron a 30°C, y el
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namero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) se cuantificé tras 24 horas

de incubacion, lo que permitié determinar la poblacion bacteriana.

Determinacion de la Produccion de Alginato

Para evaluar la capacidad de las cepas de Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) y
Azotobacter chroococcum (SM3.2) para producir alginato en presencia de diferentes

fuentes de carbono, se empleo el siguiente procedimiento:

Las cepas de Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) y Azotobacter chroococcum
(SM3.2) se cultivaron inicialmente en medio BS solido suplementado con &cido
nalidixico (10 mg/mL). Tras obtener colonias aisladas y metabdlicamente activas,
se utilizé una colonia representativa de cada cepa para inocular 25 mL de medio PY
liquido suplementado con acido nalidixico (10 mg/mL) en tubos conicos de 50 mL.
Estos cultivos se incubaron a 30°C y 190 rpm hasta alcanzar una fase exponencial
adecuada (aproximadamente 24 horas), sirviendo como pre-indculos.

Transcurridas las 24 horas, los pre-inéculos se centrifugaron a 4500 rpm durante 12
minutos a temperatura ambiente para la recuperacion de la pastilla celular. La
pastilla se lavd una vez y se resuspendié en 500 pL de sulfato de magnesio (MgSQOa)
10 mM esteril, con el fin de estabilizar las membranas celulares y facilitar la posterior
inoculacién. Un volumen de 100 pL de esta suspension se utilizé para inocular
matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 50 mL de medio liquido BS estéril.
Se establecieron los siguientes tratamientos por triplicado para cada cepa: medio
BS con sacarosa al 2% (p/v), medio BS con fructosa al 2% (p/v), medio BS con
sacarosa al 1% (p/v) y diésel al 2% (v/v; 1 mL). Los cultivos se incubaron a 30°C en

una agitadora orbital a 190 rpm durante 72 horas.

Después del periodo de incubacién, se tomaron 3 mL de cada cultivo y se
transfirieron a tubos conicos de 15 mL. Para facilitar la liberacién del alginato, se
afnadio 500 pL de EDTA disodico 0.01 M y se mezcl6 vigorosamente por inversion.
Las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante 12 minutos a temperatura

ambiente. El sobrenadante, que contenia el alginato disuelto, se recuperd

26



cuidadosamente y se transfirié a un nuevo tubo cénico de 15 mL. La pastilla celular

remanente se almaceno a -20°C para la determinacion del contenido proteico.

Para precipitar el alginato del sobrenadante, se afiadié isopropanol en una
proporcion de 2:1 (v/v, isopropanol:sobrenadante). La mezcla se agit6 suavemente
y se dejo reposar a temperatura ambiente. El precipitado de alginato se recupero
mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 12 minutos a temperatura ambiente. El
isopropanol excedente se decantd cuidadosamente, y los precipitados de alginato
se secaron a temperatura ambiente durante toda la noche para eliminar
completamente el solvente. La solucién de &cido sulfarico-boratos (H2SOas-Boratos)
se preparo un dia antes de su uso. Esta solucion se formul6 disolviendo &cido borico
(H3BO3) al 3.9 M e hidréxido de potasio (KOH) al 1.79 M en un volumen final de 100
mL de agua destilada. De esta solucion concentrada, se tomaron 25 mL y se
mezclaron con acido sulftrico concentrado (H2SO4, 98% p/p) para llevar a un
volumen final de 1 L de H2SOs-Boratos. La mezcla se mantuvo en agitacion
magnética durante toda la noche para asegurar la disolucién completa de los
cristales de acido bodrico. La solucion de carbazol al 0.1% (p/v) se prepar6
disolviendo carbazol en etanol 95% (v/v) y se almacené en oscuridad. El alginato
seco se resuspendié completamente en 1 mL de solucion de cloruro de sodio (NaCl)
al 0.85% (p/v) mediante vortex vigoroso. Para el ensayo, colorimétrico, en tubos de
ensayo de vidrio previamente enfriados en hielo, se depositaron 3 mL de la solucién
H2SOs-Boratos. Cuidadosamente, se afiadieron 350 pL de las muestras de alginato
suspendido sobre la superficie de la solucion acida; evitando la mezcla inmediata.
Inmediatamente después, se agregaron 100 pL de la solucién de carbazol al 0.1%.
Los tubos se mezclaron cuidadosamente mediante vortex, sellando la entrada con

una canica de vidrio para evitar la pérdida de vapores.

Las reacciones se incubaron en un bafio maria a 50°C durante 30 minutos. Durante
este periodo, se observo el desarrollo de una coloracion violeta-bugambilia brillante,
indicativa de la presencia de alginato (la aparicion de coloracién oscura indica
contaminacion o reaccion inespecifica). Transcurridos los 30 minutos, los tubos se

retiraron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. La coloracion obtenida es
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estable por 1 a 2 horas. Finalmente, la absorbancia de cada muestra se midié a 530
nm en un espectrofotometro UV-Vis, utilizando celdas de cuarzo a 1 cm de paso de
luz. Para la cuantificacion del alginato, se construyé una curva de calibracion
utilizando una solucion estandar de alginato puro de 10 mg/ 10 mL. Se prepararon

las siguientes concentraciones de alginato:

Tabla 1. Curva de calibracién de alginato.

Tubo ul de Sol. Stock ul de Hz0 Con(':entraciones de
alginato (mg/mL)
1 350 0 10
2 280 70 08
3 210 140 0.6
4 140 210 0
> 70 280 05
6 35 315 01
7 17.5 3325 0.05
Blanco 0 350 0

Cada estandar se proces6 siguiendo el mismo procedimiento colorimétrico que las
muestras experimentales. Los resultados de la absorbancia de las muestras se
interpolaron en la curva de calibracion para determinar la concentracion de alginato

producida por las cepas de Azotobacter.

Determinacion de Proteinas Totales

Para cuantificar el contenido total de proteinas celulares de las pastillas recuperadas
tras la extraccion de alginato, se utilizd el método colorimétrico de Lowry vy
colaboradores (1951), modificado para su aplicacién en suspensiones celulares. La
cuantificacion de proteinas permite normalizar la produccion de alginato por la

biomasa microbiana.
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Las pastillas celulares (previamente almacenadas a -20°C tras la extraccion de
alginato) se suspendieron en 1 mL de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa.
7H20) a 10 mM. Es esencial para asegurar una suspension homogénea y completa

mediante vortex.

En tubos de microcentrifuga de 1.5 mL se prepard la reaccion de la siguiente
manera: Se adicionaron 190 ul de agua destilada estéril y se afiadieron 10 pl de la
suspension celular resuspendida, obteniendo un volumen final de muestra de 200
pl. Se agregd 1 mL de la solucién reactiva de Lowry (Sol. A: Na2COs 2% y NaOH
0.1N, Sol. B: Tartrato de NaK 2% y Sol. C: CuSOa4 1%). La mezcla se vortexed
vigorosamente y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Transcurridos los 10 minutos, se adicionaron 100 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu
diluido. La mezcla se homogeneizé cuidadosamente mediante inversiébn o vortex
suave y se incubo a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 minutos para
el desarrollo de color. Finalmente, la solucion se vortexeé de manera vigorosa para
asegurar la homogeneidad e inmediatamente se transfirieron las alicuotas a celdas
de cuarzo. La absorbancia se midi6é en un espectrofotémetro UV-Vis a una longitud
de onda de 650 nm.

Simultdneamente a las muestras, se prepard una curva de calibracién utilizando
albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) como estandar, a una concentracion

stock de 2 mg/mL. Se utilizaron las siguientes concentraciones de BSA:

Tabla 2. Curva de calibracion de albUmina.

BSA (uL) Agua destilada (uL) Concentraciones de BSA (ug/mL)
0 200 0
2 198 4
4 196 8
8 192 16
16 189 32
32 168 64
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Las concentraciones de proteinas en las muestras se determinaron por
interpolacién en la curva de calibracion lineal obtenida a partir de los estandares de
BSA.

Desinfeccion y Germinacion de Semillas

Para la obtencién de plantulas de rabano (Raphanus sativus L.) estériles y
uniformes, se siguid un protocolo de desinfeccion superficial y germinacion
controlada. Las semillas utilizadas fueron de la variedad Champion, lote 2330 1590,

con un porcentaje de germinacién del 85% y una pureza del 99%.

Las semillas se lavaron con agua destilada para eliminar los productos
agroquimicos que protegen a la semilla certificada. Posteriormente, se procedio a
la desinfeccion, para lo cual las semillas se lavaron cinco veces con agua destilada
y se sumergieron en hipoclorito de sodio al 6% durante tres minutos. Enseguida las
semillas se lavaron al menos cinco veces con agua destilada estéril para remover
completamente el hipoclorito de sodio. A continuacion, las semillas se sumergieron
en etanol al 70% (v/v) durante 3 minutos. Finalmente, las semillas se lavaron cinco
veces con agua destilada estéril para eliminar el etanol. Los lavados se extendieron
hasta que el olor a alcohol fuera imperceptible.

Las semillas desinfectadas se sembraron asépticamente en placas Petri estériles
que contenian 15 mL de agar agua al 1.5% (p/v). Se colocaron 50 semillas por placa,
procurando una distribuciéon uniforme para evitar el contacto. Las placas Petri se
sellaron con cinta adhesiva para mantener la humedad y un ambiente estéril.
Posteriormente, se incubaron en un cuarto oscuro a 25 + 1°C. La germinacién se
monitorea diariamente, y las semillas se consideraron germinadas una vez que se
observo la emergencia de la radicula, lo cual ocurrid aproximadamente 5 dias
después de la siembra. Las plantulas con radiculas entre 2-3 cm de longitud fueron

seleccionadas para los experimentos posteriores.

30



Condiciones de Invernadero y Riego

Una vez que las plantulas de rdbano (Raphanus sativus L.) desarrollaron su radicula
fueron cuidadosamente trasplantadas a bolsas negras de vivero (15 x 25 cm),
previamente esterilizadas mediante exposicion a luz UV durante 7 minutos. Cada
bolsa contenia turba estéril, donde se sembraron dos plantulas por bolsa;
transcurridos 10 dias post-trasplante, se selecciond la plantula de mayor tamafio y
vigor, descartando la de menor desarrollo para evitar la competencia por nutrientes

y asegurar la uniformidad en el experimento.

Las bolsas fueron colocadas en condiciones de invernadero, en donde recibian luz
solar (no directa) por un maximo de siete horas diarias, con un rango de temperatura

minima de 8°C y una maxima de 27°C.

El régimen de riego consistié en dos aplicaciones diarias (por la mafiana y por la
noche) con agua destilada estéril. Se suministré un volumen aproximado de 100 mL
de agua por planta en cada riego, ajustandose este volumen para mantener la turba
a capacidad de campo y evitar la saturacioén hidrica, monitoreando visualmente la
humedad del sustrato. Adicionalmente, se aplicé la solucién nutritiva de Murashige
y Skoog (MS) cada 72 horas después del trasplante a la turba estéril. La primera
aplicacion se realizé a las 72 horas, la segunda a las 144 horas y la tercera a las
288 horas post-trasplante. Este programa de fertilizacion se mantuvo durante todo
el periodo experimental de 41 dias.

Preparacion de los In6culos

Los inéculos bacterianos se prepararon de manera individual a partir de las cepas
seleccionadas de Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) y Azotobacter chroococcum
(SM3.2). Las cepas se sembraron en placas Petri que contenian medio minimo BS

sé6lido por la técnica de sembrado masivo, y se incubaron a 30°C durante 72 horas.

El crecimiento celular de cada una de las cepas bacterianas se ajusté a una
poblacion de 1x108 UFC/mL y se resuspendié en 30 mL de agua destilada estéril en
botellas en vidrio de 400 mL. La co-inoculacion se preparé con 33% de cada uno de
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los in6culos individuales en un volumen total de 30 mL. Para determinar la poblacion
bacteriana se realizd el método de goteo en placa (drope plate). Esta técnica se
fundamenta en la realizacion de diluciones decimales seriadas, donde se toman 100
pL de los indculos y se diluyen en 900 uL de sulfato de magnesio heptahidratado
(MgSOa4. 7H20) a 10 mM, hasta alcanzar las diluciones deseadas. Finalmente, se
sembraron 20 pL de cada dilucién adecuada en placas con medio de cultivo sélido

(medio BS), y se incubaron a 30°C por 48 horas para el conteo de colonias.

Inoculacion de Bacterias

La inoculacion de las plantulas de rabano con las cepas bacterianas se realizé a los
20 dias posteriores al trasplante a las bolsas de vivero. Se aplicé un volumen de
500 pL del in6culo bacteriano directamente sobre la turba estéril, lo mas cercano
posible al tallo de cada planta. Las plantas fueron inoculadas de acuerdo con los

siguientes tratamientos experimentales:

Tabla 3. Poblacion bacteriana registrada para la inoculacion.

Poblacion
. _ . bacteriana
Tratamiento Tipo de inoculo _

aplicada

(UFC/mL)
Grupo control Sin in6culo Sin presencia
Azotobacter vinelandii AEIV (E) Mono-inoculacion 3.09 x 107
Azotobacter vinelandii S4Ta (4T) Mono-inoculacion 2.49 x 108
Azotobacter chroococcum SM3.2 (3.2) | Mono-inoculacion 2.43 x 107
Azotobacter vinelandii (AEIV y S4Ta) ]

Co-Inéculo 4.5 x 107

Azotobacter chroococcum (SM3.2)

Cosechay Toma de Datos Morfométricos

Las plantas de R. sativus L. se cosecharon 41 dias después de haber sido

trasplantadas a la turba contenida en bolsas negras para vivero.
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Para la evaluacion de la biomasa, cada planta fue retirada cuidadosamente. Las
raices se sumergieron en un recipiente con agua para quitar el exceso de turba
adherida, evitando dafar las estructuras radiculares. Inmediatamente después de
la limpieza, se procedidé a determinar el peso fresco de la parte aérea (tallo y hojas)
y de la raiz por separado, utilizando una balanza analitica (Bonvoisin). Para obtener
el peso seco tanto de la parte aérea como de la raiz de la planta, se colocaron en
sobres de papel individuales y debidamente etiquetados. Los sobres se llevaron a
un horno de secado a una temperatura de 75°C por 120 horas, hasta alcanzar un
peso constante, lo que asegurod la eliminacion total de la humedad. Una vez frias,
las muestras se pesaron nuevamente en la balanza analitica para registrar el peso

seco.
Se registraron los siguientes parametros de crecimiento y desarrollo de las plantas:

Longitud total de la planta: Medida desde la base del tallo hasta el apice de la hoja

mas larga, utilizando una regla milimetrada.
Estas medidas se corroboraron utilizando el programa ImageJ (version 1.54q).

Longitud de la raiz: Medida desde la base del tallo hasta la punta de la raiz principal,

utilizando una regla milimetrada.

Evaluacién de la Presencia de Bacterias en la raiz

Para determinar la capacidad de colonizacion de las cepas bacterianas inoculadas
en las raices de las plantas de rabano (R. sativus L.), se realiz6 un muestreo
aleatorio de cinco plantas por cada tratamiento experimental a los 41 dias después

de la siembra en bolsas de vivero.

En un ambiente estéril, las raices de cada planta seleccionada se retiraron de
manera cuidadosa, eliminando el exceso de turba adherida. A continuacion, cada
sistema radicular, se colocé individualmente en un tubo estéril de 50 mL que
contenia 35 mL de solucion de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa. 7H20)

a 10 mM. Los tubos se agitaron vigorosamente en un vortex durante tres minutos
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aproximadamente para desprender las células bacterianas asociadas a la superficie

radicular y luego se dejaron reposar por 10 minutos.

La cuantificacibn de bacterias recuperadas de la raiz se realiz6 mediante la
metodologia de Goteo por Sellado en Placa Masiva (GSPM) descrita por Corral-
Lugo et al., 2012 en los siguientes medios: medio BS suplementado con acido
nalidixico (10 mg/mL), para el recuento general de los aislados de Azotobacter sp.,
en medio Agar Triple Azucar (TSI) para recuperar especificamente la cepa
Azotobacter vinelandii AEIV, aprovechando sus caracteristicas metabolicas

distintivas en este medio.

Andlisis Estadistico

Para evaluar la supervivencia ante la presencia de diferentes concentraciones de
hidrocarburos se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey.
Por otra parte, para evaluar la produccién de alginato se desarroll6 un analisis de
varianza (ANOVA) para comparar la diferencia de medias entre grupos y una prueba

de Tukey.

Finalmente, para evaluar los datos morfométricos de Raphanus sativus L., se aplico
un analisis de varianza (ANOVA) para comparar la diferencia de medias entre las

cepas y una prueba de Tukey.

Resultados

Supervivencia Bacteriana a Hidrocarburos.

Se evalud la capacidad de supervivencia de las cepas A. vinelandii AEIV y S4Ta, y
A. chroococcum SM3.2 en presencia de hidrocarburos (gasolina y diésel) en
concentraciones de 2%, 3% y 4%. Adicionalmente, se prob6 una combinacion de

dos fuentes de carbono: sacarosa al 10% y 2% del hidrocarburo.

El analisis del crecimiento de A. vinelandii AEIV en presencia de los distintos

tratamientos reveld patrones diferenciados, mostrando diferencias estadisticas
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(Fe,15 = 1392, P < 0.0001) al ser tratada con la combinacion de fuentes de carbono.
La cepa exhibié su mayor densidad poblacional (8.53 x 102 UFC/mL) a las 24 horas
cuando se cultivé con la combinacion de sacarosa al 1% y diésel al 2%. Este
resultado mostré una diferencia significativa frente al control (7.9 x 10" UFC/mL, P
< 0.0001) (Figura 4, D). Por el contrario, la combinacién de sacarosa al 1% mas
gasolina al 2% presenté una marcada inhibicion del crecimiento durante las
primeras 48 horas, lo que se registro también una diferencia significativa con el
control (P < 0.0001; Figura 4, D).

En los tratamientos individuales con diésel y gasolina al 2% y 3%, se observaron
tendencias contrastantes. Mientras que el crecimiento en diésel, a estas
concentraciones se mantuvo similar o cercano al control, el crecimiento en gasolina
mostré una disminucion significativa en la poblacion bacteriana durante las primeras
72 horas (P = 0.0001, Figura 4, A y B). Finalmente, a la concentracion del 4%,
ambos hidrocarburos ejercieron un efecto inhibitorio considerable. La poblacion
maxima en diésel al 4% fue de 6.35 x 10” UFC/mL a las 48 horas, mientras que en
gasolina al 4% fue de 6.8 x 10" UFC/mL en el mismo punto de tiempo. Ambos
tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (P < 0.0001, Figura 4, C).

A) AEIV 2% B) AEIV 3%
10 10
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E E
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5 5
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0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Horas Horas
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C) AEIV 4% D) AEIV 1% S/ 2% H
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Figura 4. Promedio de las poblaciones de Azotobacter vinelandii AEIV. A: concentracién de la fuente
de carbono al 2%; B: concentracién de la fuente de carbono al 3%, C: concentracion de la fuente de
carbono al 4% y D: concentracién de la fuente de carbono combinada, sacarosa al 1% y 2% de
hidrocarburos (linea con circulos negros (control positivo), linea con cuadrados rojos (gasolina), linea
con triangulos azules (diésel). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas,
tomando en cuenta que el analisis estadistico se realiz6 por punto (en cada hora) de evaluacién
entre las tres cepas.

El andlisis del crecimiento de A. vinelandii S4Ta reveld una notable tolerancia y una
mejora en el crecimiento (Fe15 = 13.22, P = 0.0005) en presencia de los
hidrocarburos. La cepa mostr6 una mejora significativa con la combinacién de
sacarosa al 1% mas diésel al 2%, y alcanz6 una densidad poblacional maxima de
856 x 10® UFC/mL a las 72 horas Este valor presentd una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0.0005) frente al control (7.74 x 10" UFC/mL)
(Figura 5, D). Por su parte, la combinacion de sacarosa al 1% con gasolina al 2%

mantuvo un crecimiento similar al del control durante el periodo de incubacion.

En los tratamientos individuales con diésel al 2%, la cepa registré una poblacién
maxima de 8.23 x 108 UFC/mL a las 48 horas, mostrando también una diferencia
significativa respecto al control (P < 0.0001). En contraste, el crecimiento en
gasolina al 2% se mantuvo similar al control durante las primeras 72 horas (Figura
5, A).

A concentraciones mas altas (3% y 4%), la cepa present6 tendencias diferenciadas
entre los hidrocarburos. En diésel, se observdO una mejora significativa en el
crecimiento durante las primeras 72 horas, con poblaciones maximas de 8.04 x 107
UFC/mL (a las 48 horas) para el 3% (P = 0.0004) y 8.30 x 108 UFC/mL (a las 48
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horas) para el 4% (P < 0.0001). Por el contrario, en gasolina a estas mismas
concentraciones (3% Yy 4%), el crecimiento bacteriano se mantuvo similar al control
durante las primeras 72 horas, y se observo una disminucion poblacional posterior

a este tiempo (Figura 5, By C).
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Figura 5. Promedio de las poblaciones de Azotobacter vinelandii S4Ta. A: concentracion de la fuente
de carbono al 2%; B: concentracién de la fuente de carbono al 3%, C: concentracion de la fuente de
carbono al 4% y D: concentracion de la fuente de carbono combinada, sacarosa al 1% y 2% de
hidrocarburos (linea con circulos negros (control positivo), linea con cuadrados rojos (gasolina), linea
con triangulos azules (diésel). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas,
tomando en cuenta que el analisis estadistico se realiz6 por punto (en cada hora) de evaluacion

entre las tres cepas.

El andlisis de la cepa A. chroococcum SM3.2 revel6 que en presencia de diésel al
2%, mostro una mejora significativa en el crecimiento durante las primeras 24 horas
(P < 0.0001). Alcanz6 una densidad poblacional de 9.71 x 10° UFC/mL, valor
estadisticamente significativo y superior al del control (7.66 x 107 UFC/mL). Por el
contrario, en gasolina al 2%, el crecimiento se mantuvo por debajo del control,
registrando una poblacién maxima de 8.14 x 10 UFC/mL a las 96 horas (Figura 6,
A).
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Al exponer la cepa a una concentracion del 3% de los hidrocarburos, se observé
que el diésel promovié un mayor crecimiento bacteriano, alcanzando 9.02 x 10°
UFC/mL a las 48 horas (P = 0.0008). En cambio, el crecimiento en gasolina al 3%
se mantuvo cercano a los niveles del control durante el periodo de incubacion
(Figura 6, B).

Finalmente, al combinar los hidrocarburos al 2% con sacarosa al 1%, la cepa mostro
un crecimiento similar al control en la condicion de sacarosa mas diésel. No
obstante, en la combinacion de sacarosa al 1% con gasolina al 2%, la cepa floculd

a las 24 horas de incubacion, lo que impidio su analisis posterior (Figura 6, C).
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Figura 6. Promedio de las poblaciones de Azotobacter chroococcum SM3.2. A: concentracion de la
fuente de carbono al 2%; B: concentracidn de la fuente de carbono al 3% y C: concentracion de la
fuente de carbono combinada, sacarosa al 1% y 2% de hidrocarburos (linea con circulos negros
(control positivo), linea con cuadrados rojos (gasolina), linea con triangulos azules (diésel). Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas, tomando en cuenta que el andlisis

estadistico se realizé por punto (en cada hora) de evaluacion entre las tres cepas.
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Evaluacion de la Produccion de Alginato.

Se cuantifico la produccion de alginato de las tres cepas de Azotobacter sp. al
exponerlas a diferentes fuentes de carbono; fructosa al 2%, una combinacion de
sacarosa al 1% mas diésel al 2%, y sacarosa al 2%. Esta Ultima se emple6 como

control positivo, debido a que es la fuente de carbono 6ptima para las cepas.

Los resultados obtenidos de las cepas de A. vinelandii (AEIV) mostraron una mejora
estadisticamente significativa (F,17)=692.4, P<0.0001) en la produccion de alginato.
La produccion del polimero por parte de la cepa A. vinelandii AEIV usando como
fuente de carbono fructosa al 2% (16.35 mg alg/mg prot) fue cuatro veces superior
en comparacion a su produccién en sacarosa al 2% (4.02 mg alg/mg prot), su fuente
de carbono optima (P < 0.0001). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entres estos tratamientos ( P < 0.0001, Figura 7). De manera similar
se observé un incremento en la produccion de alginato con la fuente de carbono
combinada de sacarosa al 1% mas diésel al 2% (8.94 mg alg/ mg prot) al comparar
con sacarosa al 2%, donde la produccién del polimero se duplicé ( P < 0.0001). Esto

evidenci6 diferencias estadisticamente significativas (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion de la produccion de alginato de la cepa A. vinelandii AEIV, en diferentes
fuentes de carbono (Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas. Tukey post-hoc (F,17) = 692.4, P < 0.0001)

Los resultados obtenidos de las cepas de A. vinelandii (S4Ta) mostraron una mejora
estadisticamente significativa (F@,12=111.2, P< 0.0001) en la produccion de
alginato. La produccién de alginato por parte de la cepa A. vinelandii S4Ta mostro
una mejora utilizando fructosa al 2% como fuente de carbono (23.84 mg alg/mg
prot). Esta condicion duplicoé la produccién del polimero en comparacion con el
alginato obtenido con sacarosa al 2% (12.29 mg alg/mg prot; P < 0.0001). Sin
embargo, cuando la bacteria empled la combinacion de sacarosa al 1% mas diésel
al 2% como fuente de carbono (10.07 mg alg/mg prot) la produccion disminuyo (P =
0.1503). Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar la

fructosa con las otras dos fuentes de carbono (P < 0.0001, Figura 8).
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Figura 8. Cuantificacion de la produccién de alginato de la cepa A. vinelandii S4Ta, en diferentes
fuentes de carbono (Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas. Tukey post-hoc (Fe12) = 111.2, P < 0.0001).

Los resultados obtenidos de las cepas de A. chroococcum (SM3.2) mostraron una

mejora estadisticamente significativa (F2,8=163.0, P< 0.0001) en la produccion de
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alginato. La produccién del polimero en la cepa A. chroococcum SM3.2 también
presentd un incremento de alginato utilizando fructosa al 2% como fuente de
carbono (9.45 mg alg/mg prot). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar este valor con la fuente de carbono éptima sacarosa al
2% (2.36 mg alg/mg prot; P <0.0001). Ademas, con la fuente de carbono combinada
de sacarosa 1% mas diésel al 2% (2. 34 mg alg/mg prot) la produccion de alginato

fue similar a la obtenida con sacarosa al 2% (P = 0.9983; Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion de la produccion de alginato de la cepa A. chroococcum SM3.2, en diferentes
fuentes de carbono (Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas. Tukey post-hoc (F,s = 163.0, P < 0.0001).

Al comparar las tres cepas, se observd una mayor produccion de alginato en la cepa
A. vinelandii S4Ta utilizando sacarosa al 2% como fuente de carbono. Esta
produccion fue cuatro veces superior en comparacion con la cepa A. vinelandii
AEIV. Respecto a A. chroococcum SM3.2, la cepa A. vinelandii S4Ta mostré una
produccion seis veces mayor. En ambas comparaciones se presentaron diferencias

estadisticas significativas (P < 0.0001; Figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion de la producciéon de alginato con sacarosa como Unica fuente de carbono
(Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey
post-hoc (F2,13) = 122.0, P < 0.0001).

De manera similar, esta tendencia se mantuvo al comparar la produccion del
polimero cuando la fuente de carbono fue fructosa al 2%. La cepa A. vinelandii S4Ta
volvié a presentar la mayor produccion del polimero en comparacion a las cepas A.
vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2. Ademas, se observo que la cepa A.
chroococcum SM3.2 posee la menor produccion de alginato en comparacion con A.
vinelandii AEIV y A. vinelandii S4Ta. Estos resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.0001; Figura 11).

42



Fructosa

30
a
§_20- b
g
)
< c
2 10
0_
Q 2> Vv
N A e
N AR

Figura 11. Cuantificacion de la produccion de alginato con fructosa como Unica fuente de carbono
(Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey
post-hoc (F2,15 = 147.7, P < 0.0001).

Por otra parte, al comparar la produccion del polimero en la fuente de carbono
combinada de sacarosa al 1% mas diésel al 2%, se observdé una diferencia
Gnicamente con la cepa A. chroococcum SM3.2. Esta cepa present6 una produccion
inferior en comparacién con A. vinelandii AEIV y A. vinelandii S4Ta, lo que resulté

en diferencias estadisticamente significativas (P < 0.0001; Figura 12).
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Figura 12. Cuantificacion de la produccion de alginato con la combinacion de sacarosa al 1% mas
diésel al 2% como Unica fuente de carbono (Medio BS, 72 horas a 30°C). Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas. Tukey post-hoc (F,9 = 128.9, P < 0.0001).

Promocién de crecimiento de la PGPR en Raphanus sativus L.

Los datos morfométricos de R. sativus L. se evaluaron a los 41 dias posteriores a la

siembra. Se determiné el peso seco de la biomasa de la parte foliar y radicular; asi
como la longitud foliar y radicular.
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Figura 13. Comparacion del desarrollo de Raphanus sativus L. tratado con las cepas de A. vinelandii

AEIV, A. vinelandii S4Ta y A. chroococcum SM3.2.
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Las plantas tratadas con la co-inoculacion presentaron un mayor peso seco foliar
(0.315 @), seguido de las plantas inoculadas con A. vinelandii S4Ta, A. vinelandii
AEIV y A. choococcum SM3.2 respectivamente. Estos tratamientos mostraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control, que presento el
menor peso foliar (0.237 g; P < 0.0001) (Figura 14).
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Figura 14. Media del Peso Seco Foliar (P.S.F) presentes en Raphanus sativus L. a los 41 dias
después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; AEIV: inoculacion con A.
vinelandii AIEV; S4Ta: inoculacién con A. vinelandii S4Ta; SM3.2: inoculaciéon con A. chroococcum
SM3.2 y Co-Inéculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey post-hoc
(Fa,145) = 7.726, P < 0.0001).

En cuanto al peso seco radicular, la co-inoculacién produjo el mayor peso de la raiz
(0.223 g), seguida por la cepa A. chroococcum SM3.2 (0.151 g). Este ultimo valor
mostré un peso seco radicular estadisticamente significativo en comparacion del
control (0.114 g) (P < 0.013). En contraste las cepas A. vinelandii AEIV y S4Ta no
presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control, aunque
si presentaron una diferencia estadistica con la co-inoculacion (P < 0.0001; Figura
15).
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Figura 15. Media del Peso Seco Radicular (P.S.R) presentes en Raphanus sativus L. a los 41 dias
después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; AEIV: inoculacion con A.
vinelandii AIEV; S4Ta: inoculacién con A. vinelandii S4Ta; SM3.2: inoculacidon con A. chroococcum
SM3.2 y Co-Inéculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey post-hoc
(Fa,145) = 27.99, P < 0.0001).

La longitud foliar registré una tendencia similar entre los tres tratamientos de mono-
inoculacion (16.777 cm). De igual manera se observdO una diferencia
estadisticamente significativa en el co-inéculo (13.974 cm) con respecto a las cepas
A. vinelandii AEIV y S4Ta. El control presentd la menor longitud foliar (11.884 cm)

al compararlo con todos los demas tratamientos (P < 0.0001; Figura 16).
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Figura 16. Media de la Longitud Foliar (L.F) presentes en Raphanus sativus L. a los 41 dias después
de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculaciéon; AEIV: inoculaciéon con A. vinelandii

AIEV; S4Ta: inoculacién con A. vinelandii S4Ta; SM3.2: inoculaciéon con A. chroococcum SM3.2 y
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Co-Indculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey post-hoc (Fa,145) =
19.58, P < 0.0001)

En la longitud radicular, se registré una mayor longitud en la cepa A. vinelandii AEIV
(13.552 cm), seguida de la co-inoculacién (13.180 cm). Por otro lado, las cepas A.
vinelandii S4Ta y A. choococcum SM3.2 no presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (11.268 cm) (P = 0.0006,
Figura 17).

Figura 17. Media de la Longitud Radicular (L.R) presentes en Raphanus sativus L. a los 41 dias
después de la siembra e inoculadas con PGPR: Control: Sin inoculacién; AEIV: inoculacién con A.
vinelandii AIEV; S4Ta: inoculacién con A. vinelandii S4Ta; SM3.2: inoculacion con A. chroococcum
SM3.2 y Co-Inéculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Tukey post-hoc
(F,145=5.178, P = 0.0006).

Evaluaciéon de la Presencia de Bacterias en la Raiz de R. sativus L.

Se observd una eficiente colonizacién por parte de las tres cepas Azotobacter spp.
La inoculacién de las plantulas se realizé con una poblacién en el orden de 10’
UFC/mL para A. vinelandii AEIV y S4Ta, A.chroococcum SM3.2 y la co-inoculacion
de las tres cepas. Se registré una alta supervivencia de las cepas bacterianas que
colonizaron la rizésfera de la planta en su ultima etapa de crecimiento, alcanzando

poblaciones del orden de 10° UFC/mL tanto en las cepas individuales como en la
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co-inoculacién. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la

colonizacion entre los cuatro tratamientos ( P = 0.7313; Figura 18).
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Figura 18. Colonizacién de la raiz de Raphanus sativus L. a los 41 dias después de la siembra e
inoculada con PGPR. Tukey post-hoc (F .26 = 0.4328, P = 0.7313).

Discusion
Supervivencia Bacteriana a Hidrocarburos

Los resultados de este estudio demuestran diferencias significativas en la capacidad
de dos cepas de A. vinelandii AEIV y S4T, para tolerar y utilizar hidrocarburos como
sustrato. La cepa AEIV alcanzd su maxima densidad poblacional a las 24 horas
Unicamente en presencia de sacarosa al 1% y diésel al 2%. Este patron sugiere que
un sustrato facilmente asimilable es necesario para activar los sistemas enzimaticos
iniciales requeridos para la degradacion de hidrocarburos mas complejos (Parthipan
et. al., 2017). Por el contrario, la cepa S4Ta exhibié una tolerancia superior, al
mostrar mejoras significativas en el crecimiento tanto en combinacion con sacarosa
como en presencia de diésel puro a concentraciones de hasta 4%, donde alcanzo

poblaciones del orden de 102 UFC/mL a las 48 horas.

La capacidad de la cepa S4Ta para desarrollarse en altas concentraciones de diésel
resulta particularmente notable al compararla con reportes previos. Muiioz de la

Cruz y colaboradores (2024) observaron que A. vinelandii ATCC 12837, en diésel
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al 8%, alcanzé 5.85 x 108 UFC/mL después de 50 dias de incubacion. Nuestra cepa
S4Ta logré una densidad poblacional comparable en solo 48 horas y a una
concentracion del 4%, lo que sugiere una cinética de adaptacion y degradacion
significativamente mayor. El incremento de la poblacion bacteriana podria estar
relacionado con una mayor produccion de biotensioactivos, como ramnolipidos y
surfactina, mecanismo que Parthipan y colaboradores (2017) identificaron como
crucial para la emulsificacion y posterior asimilacion de hidrocarburos por bacterias

degradadoras como Pseudomonas sp.

La respuesta de los aislados de Azotobacter contrastante a la gasolina, mostro
efectos inhibitorios mas marcados en ambas cepas, puede atribuirse a la mayor
proporcion de compuestos aromaticos toxicos (BTEX) en este combustible. Xu y
colaboradores (2018) destacaron que estos compuestos, mas solubles y
biodisponibles que los alifaticos del diésel, pueden dafar irreversiblemente la
integridad de las membranas celulares. La disminucion poblacional de A. vinelandii
S4Ta después de 72 horas en gasolina al 3% y 4% sugiere que, a pesar de sus
mecanismos de tolerancia, la exposicibn prolongada conduce a un estrés

metabolico.

Cabe destacar que ambas cepas de este estudio superaron ampliamente los niveles
poblacionales reportados por Ikechukwu y Onwurah (2004) para A. vinelandii en
mezclas de hidrocarburos al 5% (6.09 x10® UFC/mL). Esta superioridad en el
desempefio de cepas nativas AEIV y S4Ta resalta su potencial para aplicaciones
en biorremediacion, especialmente en sitios con contaminacién por diésel donde la
adicion de co-sustratos podria no ser necesaria, optimizando asi las estrategias de

intervencion.

Los resultados de este estudio demuestran que la cepa A. chroococcum SM3.2
presenta una capacidad notable para utilizar el diésel como sustrato, evidenciada
por una estimulacion del crecimiento a concentraciones del 2% y 3%
estadisticamente significativas. El hecho de que la densidad poblacional supere en
dos ordenes de magnitud al control, asi como los valores reportados por Thavashi

y colaboradores, (2006), quienes observaron un maximo de 9.08 x 108 UFC/mL para
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A. chroococcum en diésel al 0.5%, sugiere la presencia de mecanismos de
degradacion y adaptacion metabolica particularmente eficientes en las cepas de
este estudio. Este desempefio superior podria explicarse por una robusta
produccion de biotensioactivos, los cuales, son secretados por Azotobacter para
emulsificar a los hidrocarburos, lo que aumenta asi su biodisponibilidad para la

asimilacion celular (Thavashi et. al., 2006).

Por el contrario, la respuesta inhibitoria observada con la gasolina, donde el
crecimiento se mantuvo por debajo o cercano al control, puede atribuirse a la mayor
presencia de compuestos aromaticos toxicos y altamente voléatiles (como el
benceno, tolueno y xilenos), los cuales son mas abundantes en la gasolina que en
el diésel (Xu X. et. al., 2018). Estos compuestos pueden dafiar las membranas
celulares e interferir con procesos metabolicos esenciales, donde la floculacion y el
cese del crecimiento indican un estrés metabdlico severo o una posible toxicidad
sinérgica. Este hallazgo coincide con lo observado por Thavashi y colaboradores
(2009), quienes identificaron que una concentracion del 2% era el limite adecuado
para la supervivencia de aislados marinos de la misma especie, aunque obtenidos
resultados en este trabajo indican que este umbral es dependiente del tipo de

hidrocarburo y de la cepa bacteriana.

Para la cepa A. chroccocum SM3.2 la adicién de sacarosa al 1% con diésel al 2%
no produjo un efecto sinérgico en el crecimiento, el cual se mantuvo similar al

control.

Evaluacion de la Produccion de Alginato

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la cepa A. vinelandii AEIV
presento una produccion diferencial de alginato en funcion de la fuente de carbono
utilizada. En particular, la produccion alcanzada con fructosa al 2% fue
significativamente mayor en comparacion con sacarosa al 2%, superando en cuatro
veces su rendimiento. Este hallazgo presenta una tendencia similar reportado por
Lépez-Pliego (2018), quien trabajo con la misma cepa bajo condiciones similares.
Se observo una produccion del polimero similar cuando la cepa fue expuesta a la
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sacarosa como fuente de carbono, mientras que ante fructosa la autora reporta una
produccion del polimero en un rango de 3.7 a 4.5 mg alg/mg prot. La tendencia del
incremento de la produccion de alginato en fructosa es similar; sin embargo, en el
presente estudio se report6 cuatro veces mayor posiblemente debido a una cuestion
metodoldgica.

Asimismo, al evaluar la produccion del metabolito en la cepa A. vinelandii AEIV con
la fuente de carbono combinada de sacarosa al 1% mas diésel al 2%, se observo
una produccion intermedia que duplico la cantidad del metabolito respecto al
emplear la sacarosa al 2%. Este incremento resulta particularmente relevante, ya
gue sugiere un posible efecto sinérgico de la fuente hidrocarbonada en la
estimulacién del metabolismo secundario, lo que favorece la biosintesis del

polimero.

La cepa A. vinelandii S4Ta incrementd significativamente la produccién de alginato
cuando se utilizo fructosa al 2% como fuente de carbono, alcanzando valores casi
el doble de los observados con sacarosa al 2%. Este comportamiento coincide
parcialmente con lo reportado por Trujillo-Roldan (2015), quien encontré que la
fructosa permitia una produccién de 5.11 g/L de alginato, mientras que la sacarosa
alcanzaba 2.1 g/L en la cepa A. vinelandii ATCC 9046, lo que demuestra la eficiencia
de la produccién del alginato en presencia de fructosa como fuente de carbono.

Al comparar con el estudio de Garcia (2019), quien reportdé una produccién de la
cepa A. vinelandii S4Ta de 10.41 mg alg/mg prot en condiciones de cultivo similares
utilizando sacarosa, nuestros resultados muestran una ligera mejora en el
rendimiento con esta misma fuente de carbono. Esto indica que bajo nuestras
condiciones experimentales (tiempo de cultivo 72 horas) la cepa A. vinelandii S4Ta
presento un desempefio superior. Por otro lado, cuando se utilizé la combinacion de
sacarosa al 1% con diésel al 2% como fuente de carbono, la produccion de alginato
disminuy0 significativamente, resultando inferior a lo observado con fructosa y con
sacarosa de manera individual. Esta disminucion sugiere que la presencia de

hidrocarburos puede limitar la sintesis del polimero, posiblemente debido a un
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desvio metabdlico hacia rutas de adaptacion al estrés o a la toxicidad parcial del

diésel sobre la bacteria.

La cepa A. chroococcum SM3.2 mostr6 una produccion de alginato
significativamente mayor cuando se utilizo fructosa al 2% como fuente de carbono,
en comparacion con las fuentes de carbono sacarosa al 2% y la combinacién
sacarosa 1% mas diésel 2%. Estos resultados evidencian una preferencia
metabdlica marcada por la fructosa en esta cepa, ya que las diferencias observadas

fueron estadisticamente significativas.

Al contrastar estos hallazgos con lo reportado por Garcia (2019), quien obtuvo una
produccion de 4.5 mg alg/mg prot utilizando sacarosa como fuente de carbono en
la cepa A. vinelandii SM3, se observa que la produccion obtenida en el presente
trabajo con A. chroococcum SM3.2 cultivada en fructosa resulta superior. Esto
sugiere que, aunque ambas especies pertenecen al mismo género, su capacidad
de sintesis de alginato puede estar influenciada de manera diferencial por la fuente
de carbono empleada. Asimismo, cabe destacar que el valor obtenido en este
estudio con sacarosa es inferior al registrado por Garcia (2019), lo cual podria

deberse a diferencias en las condiciones experimentales.

Al comparar los resultados entre las cepas y las fuentes de carbono se evidencia
gue la cepa A. vinelandii S4Ta presenta una capacidad significativamente superior
de produccién de alginato en comparacién con las cepas A. vinelandii AEIV y A.
chroococcum SM3.2, tanto en medios suplementados con sacarosa al 2% como con
fructosa al 2%. En el caso de la sacarosa, la cepa S4Ta produjo aproximadamente
cuatro veces mas alginato que AEIV y seis veces mas que SM3.2, lo que demuestra
una mejora en su produccion consistente de esta cepa frente a otras especies y
cepas evaluadas. Estos resultados coinciden con lo reportado por Garcia (2019),
quien observo que S4Ta alcanz6 una produccién de 10.41 mg alg/mg prot, nueve
veces mayor que AEIV (2.5 mg alg/mg prot). En este sentido el aumento en la
relacion encontrada en nuestro trabajo respecto a AEIV (4 veces) es menor a la

reportada por dicho autor, aunque ambas observaciones refuerzan la tendencia de
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que S4Ta posee un potencial de produccion marcadamente mayor que AEIV bajo

distintas condiciones de cultivo.

Asimismo, al emplear fructosa como fuente de carbono, la tendencia se mantuvo,
siendo S4Ta la cepa con mayor rendimiento y A. chroococcum SM3.2 la que

presento la menor produccion.

En cuanto a la condicion combinada (sacarosa 1% mas diésel 2%), se observé que
Gnicamente A. chroococcum SM3.2 mostr0 una produccion significativamente
menor respecto a S4Ta y AEIV. Esto sugiere que las cepas de A. vinelandii son mas
eficientes en el aprovechamiento de fuentes mixtas de carbono en comparacion con
A. chroococcum. Estos hallazgos se relacionan con lo reportado por Yoneyama
(2015), quien observo que A. vinelandii ATCC 12837 fue capaz de producir 0.5
mg/mL de alginato en presencia de glicerol al 2%, un subproducto del diésel,
mientras que en sacarosa al 2% la produccion fue de 0.3 mg/mL. De manera similar,
Yoshida (2022) describié que la misma cepa, al crecer en glicerol crudo al 0.2%,
produjo 44 pg/mL de alginato, lo que confirma la capacidad de la especie para
metabolizar compuestos derivados del diésel. Nuestros resultados son superiores a
los reportados por Yoshida (2022) y Yoneyama (2015), en términos de
concentracion, dado que la produccion de nuestras cepas fue significativamente

mayor bajo condiciones combinadas de sacarosa y diésel.

Aunado a esto, la cepa AEIV permiti6 comparar la produccion de alginato
empleando sacarosa al 2% con la fuente de carbono con la combinacion de
sacarosa al 1% mas diésel al 2%; en este caso, se observaron diferencias
estadisticas. Sin embargo, tanto en la cepa S4Ta y SM3.2 no hubo diferencias
estadisticas entre ambas fuentes de carbono, lo que evidencia que, aun
disminuyendo la concentracion de sacarosa y afadiendo otra fuente de carbono
como el diésel, la produccion entra ambas condiciones fue similar, lo que representa
un ahorro del 50% de sacarosa sin sacrificar la produccién del polimero. Asimismo,
los resultados obtenidos por Trujillo-Roldan (2015) con la cepa A. vinelandii ATCC
9046 evidencian que existen diversas fuentes de carbono alternativas capaces de

sostener la produccion de alginato, como la glucosa (3.1 g/L), la galactosa (2.2 g/L),
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el suero de leche (1.20 g/L) e incluso subproductos agroindustriales como el jugo
de cafa de azucar (0.45 g/L). Estos hallazgos abren la posibilidad de explorar
fuentes de carbono de bajo costo o provenientes de residuos industriales y
agricolas, lo cual no solo podria incrementar la viabilidad econémica del proceso,
sino también contribuir a un enfoque mas sostenible en la produccion de

biopolimeros como el alginato.

En conjunto, los resultados confirman una alta produccién de alginato de la cepa
SA4T respecto a A. vinelandii AEIV y A. chroococcum SM3.2 en distintas fuentes de
carbono y aportan evidencia adicional de la capacidad de A. vinelandii para
metabolizar combinaciones de azucares y derivados del diésel, aunque con
rendimientos que, dependiendo de las condiciones de cultivo, pueden ser inferiores

0 superiores a lo previamente reportado en cepas de referencia.

Promocion de Crecimiento de la PGPR en Raphanus sativus L.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran un efecto promotor del
crecimiento vegetal significativo del rabano cuando se emplea una co-inoculaciéon
de cepas de A. vinelandii (S4Ta y AEIV) y A. chroococcum (SM3.2) superior en
comparacién con las mono-inoculaciones de las plantas. Se observé un incremento
notable en los parametros morfométricos como peso seco foliar, peso seco

radicular, longitud foliar y longitud radicular.

Varios estudios han reportado que A. vinelandii y A. chroococcum mejoran el
crecimiento de plantas de la familia Brassicaceae, incluido R. sativus, en mono-
inoculaciéon. Por ejemplo, Sun y colaboradores (2022) observaron que la co-
inoculacion de cepas A. vinelandii spp. incremento la biomasa seca de R. sativus
de 22 a 30% en condiciones de invernadero, dependiendo de la cepa. De igual
forma el estudio realizado por Martinez-Viveros y colaboradores (2010) reportd que
en la cepa A. vinelandii produjo un incremento del 18-27% en Brassica spp. en
condiciones de invernadero. Si bien el incremento total de biomasa observado en
este estudio (10%) fue menor que los valores maximos reportados por dichos
autores, es importante destacar que el aumento en la biomasa aérea (27%) se
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encuentra dentro del rango superior documentado previamente. Por otra parte, el
aumento de la biomasa radicular (16%) podria estar relacionado con la distribucion

de nutrientes en la planta.

La cepa A. chroococcum SM3.2 presenté un aumento en biomasa total del rabano
(23%). Este porcentaje es menor comparado con lo obtenido por Kizikaya (2009),
quién reportd un aumento del 28-32% en peso seco total en Triticum aestivum (trigo)
al ser mono-inoculado con 11 aislados de A. chroococcum. Asi mismo, al analizar
el incremento de biomasa, los datos obtenidos se asemejan parcialmente a los
hallazgos de Egamberdieva y colaboradores (2017), quienes observaron un
incremento del 25% en la biomasa aérea y 34% en radicular en Brassica juncea
(mostaza india). En este trabajo, el aumento de la biomasa radicular fue de 32%, lo
gue se aproxima al valor reportado por dichos autores, mientras que el incremento
en la biomasa aérea (18%) fue inferior, lo que puede deberse a las diferencias

metabdlicas de cada tipo de planta utilizadas en estos trabajos.

El tratamiento de la co-inoculacion de A. vinelandii y A. chroococcum mostré un
efecto promotor mas pronunciado que las mono-inoculaciones, lo que demuestra
una interaccion sinérgica entre ambas cepas evaluadas. Esto evidencia un
incremento de la biomasa radicular en un 95% en comparacién con el control no
inoculado. Este valor superé de manera notable lo reportado por Egamberdieva y
colaboradores (2017), quienes registraron que la co-inoculacion de A. vinelandii y
A. chroococcum sp. en B. juncea incrementé la biomasa total en un 45-48%
respecto a los controles no inoculados, debido que la interaccion PGPR- planta
induce una mayor eficiencia en la utilizacién de recursos. En contraste, la biomasa
total en el rabano present6é un aumento del 53%, observandose un mayor desarrollo
de planta en la co-inoculacion en comparacién de los mono-in6culos, de forma
similar a lo reportado por los autores, donde se observa un aumento en la biomasa
de B. juncea en su tratamiento de co-inoculacion en contraste a las mono-

inoculaciones.
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Evaluacién de la Presencia de Bacterias en la Raiz de R. sativus L.

Las dos cepas de A. vinelnadii (AEIV y ST4a) y A. chrococcum SM3.2 lograron
establecerse de manera consistente, manteniendo poblaciones altas y estables en
la rizésfera de las plantas. Esta persistencia sugiere una buena capacidad de

colonizacion de la raiz.

Estudios previos han demostrado que A. vinelandii y A. chroococcum poseen una
notable capacidad de colonizar la rizosfera de plantas de la familia Brassicaceae, a
la que pertenece R. sativus. Por ejemplo, Martinez-Viveros y colaboradores (2010)
reportaron que A. chroococcum A4 puede colonizar eficientemente la rizésfera de
cultivos como Brassica oleracea (col silvestre), formando biofilms y compitiendo con
la microbiota nativa gracias a su produccién de exopolisacaridos y sideroforos. En
dicho estudio, la densidad maxima de colonias bacterianas alcanzé valores en el
orden 107 UFC/g de suelo en condiciones de tierra esterilizada. Otro estudio
realizado por Liew y colaboradores (2015) reportd que la mono-inoculacion de A.
vinelandii ATCC 12837 mostré complicaciones en la colonizacion de la rizésfera de
la planta Oryza sativa (arroz), al observar una poblacién bacteriana de 108 UFC/mL
y culminar el experimento con una poblacién bacteriana de 10 UFC/mL, al cabo de
dos semanas de inoculacién de rizosfera. En contraste, en el presente estudio se
registré densidades bacterianas superiores, al alcanzar de dos a tres 6rdenes de
magnitud superior a la poblacién que se inoculd, lo que indica que las cepas

utilizadas presentan una mayor eficiencia de colonizacion de la raiz.

Por su parte Narula y colaboradores (2007), reportaron que la mono-inoculacion de
A. chroococcum Mac 27 puede colonizar de manera eficiente la rizosfera de T.
aestivum (Trigo). Cuantificaron una poblacién inicial de 10° UFC/mL y una
colonizacion final de 1.32 x 107 UFC/mL a los 28 dias del experimento con estrés
hidroponico, mientras que en condiciones de invernadero a los 60 dias de la
inoculacion se reporté una poblacién bacteriana de 3.48 x 107 UFC/mL dependiente
del tratamiento de nutrientes (fésforo y nitrogeno). Los resultados obtenidos por
Narula (2017) son similares a los obtenidos en el presente estudio; sin embargo,

debemos resaltar que tanto el periodo de tiempo del experimento como los
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nutrientes del suelo difieren de los utilizados en este estudio, donde el desarrollo del
rabano fue de 41 dias, y la aplicacion de una mayor cantidad de nutrientes en el
sustrato. Se observé que a mayor cantidad de nutrientes en el suelo menor sera el
tiempo requerido para el crecimiento de la planta, y la poblacion bacteriana no se
vera tan afectada.

Conclusiones

El presente estudio permitié establecer que los aislados de Azotobacter vinelandii
S4Ta y Azotobacter chroococcum SM3.2 presentaron diferentes niveles de
tolerancia a hidrocarburos, siendo mas resistentes al diésel que a la gasolina. Esto
confirma su potencial para aplicaciones en biorremediacion de entornos
contaminados con este xenobidtico. Asimismo, se evidenciéo que la fuente de
carbono influye de manera decisiva en la produccién de alginato, destacando la
fructosa como la fuente més eficiente para estimular su sintesis, y la cepa A.
vinelandii S4Ta como la de mayor rendimiento. La combinacién de sacarosa con
diésel mostré6 un efecto variable segun la cepa, incluso permitiendo un ahorro
significativo de sacarosa sin comprometer la produccién del polimero en ciertas
condiciones. Finalmente, se comprob6 que tanto las inoculaciones individuales de
A. vinelandii AEIV y S4Ta, y A. chroococcum SM3.2 como la co-inoculacion de las
cepas, ejercen un efecto promotor significativo en el crecimiento de Raphanus
sativus L. Dicho efecto se correlaciona con una eficiente colonizacion radicular, lo
que resalta el valor de estas bacterias no solo como agentes degradadores de
hidrocarburos, sino también como biofertilizantes con aplicaciones prometedoras en

la agricultura sostenible.

Perspectivas

e Evaluar la promocién de crecimiento vegetal bajo estrés por hidrocarburos.
e Evidenciar si hay diferencia entre la calidad y composicion del polimero al cambiar

la fuente de carbono.
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Identificar la presencia de genes y la expresion de estos, que contribuyan con la
oxidacion de hidrocarburos y la promocion de crecimiento vegetal.
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