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Algunas especies vegetales tienen la capacidad de desarrollarse en suelos contaminados con

hidrocarburos y en su rizésfera se encuentran presentes diversos grupos de bacterias de vida libre
degradadoras de hidrocarburos que pertenecen a las bacterias fijadoras de nitrogeno (Pérez,
2000). Algunas leguminosas, como € frijol, que han podido desarrollarse en suelos contaminados
con queroseno presentan en su rizésfera bacterias pertenecientes a género  Azotobacter (Garcia,
2001). Segun Sadoff (1975) este género comprende células Gram-negativas, polimorficas que se
reproducen por fison binaria y presentan la capacidad para sintetizar dos polimeros de
importancia  industrial: aginato y polihidroxibutirato (PHB). Algunas especies como A.
vinelandii y A. chrocoocum presentan ademés la capacidad de diferenciarse en células esféricas
[lamadas quistes. Este estadio se presenta cuando se remueve la glucosa del medio de cultivoy se
adiciona butanol o R-hidroxibutirato (Reush y Sadoff, 1979). En nuestro laboratorio, se aidé
Azotobacter nigricans de la rizosfera del frijol y, mediante observaciones microscépicas, se ha
encontrado que cuando a esta bacteria se le cultiva en medio minera de Rennie (1981) con
queroseno (1%) como sustrato se observa laformacién de células esféricas en las primeras 24 hrs
de incubacion. Por tanto se hizo un estudio de microscopia electronica para conocer la morfologia
celular en presencia de queroseno y encontrar su relacion con la remocion de este contaminante.
Se obtuvieron muestras de cultivos de A. nigricans, crecidas en tres condiciones diferentes. medio
de Rennie conteniendo sacarosa (1%) como cultivo control, medio de Rennie conteniendo

butanol, conocido como inductor de enquistamiento (Lin y Sadoff, 1968) y medio de Rennie
conteniendo queroseno (1%) para relacionar € posible enquistamiento con su remocion. Estas
muestras se centrifugaron a 10 000 rpm por 15 min, para obtener un paquete celular desechando
el medio de cultivo y se lavaron con buffer de fosfatos pH 7.4. El paquete celular se coloco en
glutaraldehido a 2% por 2 h, lavando nuevamente con & mismo buffer y colocandolo después en
tetroxido de osmio 2% por 90 min a 4°C. Después de deshidratarlo con diferentes
concentraciones de etanol se expuso a 6xido de propileno. El paguete celular se infiltro en resina
Spurr a 60°C por tres dias. Cortes ultrafinos contrastados con acetato de uranilo y citrato de
plomo se observaron en un microscopio electronico de transmisiéon JEOL JEM 2000EX. Los
resultados indicaron que a las 9 h de incubacion (Fig. A) en medio con queroseno ya se
observaron células redondas de menor tamafio a compararlas con las células vegetativas crecidas
con sacarosa (Fig. B), presentando ésta Ultima la morfologia tipica de células gram-negativas. En
estas células se ve arededor del citoplasma la presencia de cuerpos periféricos de materia

membranoso, donde se presume se efectla la fijacion de nitrogeno (Sadoff, 1975). A las 24 h

(Fig. C) la presencia de cuerpos periféricos es menor y mayor la presencia de PHB ademés de
observarse un espacio entre la cubierta 'y € cuerpo celular. A las 192 h se aprecié una de las
caracteristicas tipicas del enquistamiento que es la formacion de una capa externa del quiste
(exing) y unaiinterna (intina) asi como una notable acumulacion de PHB dentro del cuerpo central

(Fig. D), lo que indica € estado de madurez del quiste segin Lin y Sadoff (1968). En los cultivos
gue crecieron en presencia de butanol se observaron caracteristicas muy similares a las ya
descritas pero con una mayor induccion de quistes (74.4%) comparandose con € 64.7% que se
obtuvo con queroseno. También se observé que lo quistes que se pusieron en medio Rennie con
sacarosa (1%) germinaron tal cual lo describe Sadoff (1975). De acuerdo a los estadios
observados podemos concluir que € queroseno es un inductor del enquistamiento y que la
remocion de éste no se efectlia por 1os quistes.
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Figuras: Crecimiento de A. nigricans en medio de Rennie con queroseno (1%). A. Cdulascon 9 h
de incubacion. B. Cdulas vegetativas. C. Células a 24 h de incubacién. D. Quistes alas 192 h de
incubacion. cp: cuerpos periféricos;, pc-mc: pared celular-membrana celular; ¢: capsula; mn:

materia nuclear; PHB: polihidroxibutirato; cc: cuerpo centrd; int: intina; ex: exina. En las figuras
A, Cy D labarra mide 200 nm. En lafigura B la barra mide 500 nm.




