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I INTRODUCCION



En la produccién agricola la asociacién simbldtica It
leguminosa ha demostrado ampliamente su beneficion, y ha dado
origen al desarrpllo de la tecnologia de produccidén de
inoculantes cuya aplicacidn es cada vez de mayor snignificado
econdmico dehido a la actual crisis energética.

La conservacidn y manteniniento de una coleccion de cepas, en
la actualidad, es de gran importancia, ya que la formacidon de
un cepario con un criterio estricto de control de la pureza y
actividad de las cepas seleccionadas proporciona un  firme
apoyo a los profesionales vinculados con la microbiplogia y
su aplicacién en las diversas 4reas de la investigacidn,
colaborando en gran medida al desarrollo de la enseRNanza, la
ciencia y la tecnologia.

En México existen varias instituciones de ensafanza e
investigacidn gque realizan e! mantenimiento y distribucidn de
cultivos microbhianos, sin que exista un organismo oficial gue
rija las condiciones bajo las cuales deben ser distribuidas.

Con base en lo anterior una coleccién de cepas fijadoras
simbidticas de nitrdgenn, implica un manejo profesional gque
garantize el mantenimiento de aquellas caracteristicas
esenciales que permiten gue dichas cepas tengan éxito al ser
aplicadas en la agricultura.

Ltos principales métodos de conservacidn qQue se aplican a los
cultivos microbianos son varios y entre ellos se tienen:
refrigeracion, liofilizacidn, gel de silice y suelo estéril.
La mayoria de estas técnicas de conservacidén no tienen una
confiabilidad total ya que las caratcteristicas tipicas de las
cepas pueden variar en periodos prolongados de tiempo, de ahi
la importancia de llevar a cabo una serie de pruebas
periddicas para el control de la coleccién.

Consziderando 1o anterior y la importancia de Rhizobium y
Bradyrhizobjum en la agricultura vy de que el éxito de su
introduccién depende de la utilizacidn de cepas debidamente
seleccionadas y conservadas, en el presente estudio se expone
la metodologia gque se emplea para efectuar el control de una
coleccidn de cepas de Bradyrhizobium. Esta implica ensayos
de laboratorio que permita detectar en forma rapida problemas
de contaminacidn - asi como la pérdida de alguna de las
caracteristicas fisioldgicas. Asi mismo se incluye la
metodologia empleada a nivel de invernadero que constituye la
base de la caracterizacidn de la bacteria y de la seleccidn
de cepas para uso industrial y agricola.

Estos ensayos fueron aplicados a la subcoleccidn de cepas de
interés agricola existente en la Facultad de QRQuimica, UNAM,
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1o que nos permitisé corroborar que el adtodo de conservaecidn
empleado en esta Institucidn es el adecuado, comprobandose
que las cepas conservadas han retenide sus caracter{sticas
iniciales.

Por otra parte a cinco de las cepas en estudio se les realizeé
un ensayo adicional gque en la seleccidn de cepas e
considerado como criterio secundario pero que es de gran
interés en la aplicacién a nivel agricola. De esta manera
conr la realizacidn de técnigas de rutina se epriquecio la
informacidn con 1os resultados de la prueba que se llevé a
cabo por primera vez.



IX ANTECEDENTES



2.1 Caracteristicas de Bradyrhizobjum daponicum.

Las bacterias del género Bradyrhizobjum son bacilos de 0.5 a
0.7 X 1.2 a 3 micras, son Gram negativos, miviles mediante un
flagelo polar o subpolar, aerobios, no producen esperas. En
cultivos viejos o bajo condiciones adversas de crecimienta,
incluyendo bajas concentraciones de calcio y magnesio, las
células se tifen en bandas debido a gque acumulan poali-fi-
hidroxibutirato..

Su temperatura dptima de crecimiento es de 25 - 30 °C:  sin
enbhargo, algunas cepas toleran temperaturas de 30 - 42 °C, el
pH dptimo varia entre & - 7 aungue puede ser mas bajo

tratdndose de cepas de suelos J4cidos. Las colonias son
circulares, blancas raramente rosas, CONVEXAS, cremosas y
opacas, no exceden de un milimetro de  diametro, es
considerada comn una bacteria de crecimiento lento puesto gue
su desarrollo en medio extracto de levadura manitol agar rajo
congo se observa despu#s de 5 — 7 dias de incubacion a 28 °C,

Son quimiocorganotréficas y utilizan como fuente de carbono

diversos carbohidratos entre elloss glucosa, gal actosa,
gluconato, glicernl, fructosa, arabinpsa y tanhitol. La
maltosa es utilizada por un 10% de las cepas, vy la lactosa,
ramnosa, sacarosa, dulcitol y dextrina son raramente
usadas. (21,22,30). Las sales de dcidos orgdnicos tales comos
fumarato, malato, succinato, citrato y piruvato SO0
utilizadas Unicamente cuando en el medio basal existe

suficiente Ca y Mg para inhibir la accidén de estos acidos.

Producen un polisacdrido extracelular, no producen J4cido
sul fhidrico v no forma precipitado en un medio de
glicerofosfato de calcio, no hidrolizan la caseina y el agar,
no requieren vitaminas excepto la biotina, la cual también
puede ser inhibitoria para algunas cepas.

Bradyrhizobium _japonigcum presenta poco o nulo crecimiento en
un medio que contenga 2% de cloruro de sodio.

Como fuente de nitrdgeno utiliza preferentemente las sales de
amonia, aunque también emplea nitratos y algunos aminoacidos
tales como glutamato, histidina, aspartato y prolina. La
peptona es pobremente utilizada a excepcidn de algunas cepas

aisladas de {otonenis.

La inmunodifusian revela que no se comparten antigenos entre
bacterias de crecimiento rdpido v bacterias de crecimiento
lento y este comportamiento se observa con los antigenos
sométicos y los antigenos flagelares ya que en ambos casos
son diferentes.



Algunas cepas de Bradyrhjzobium son reasistentes a cierfos
antibidticos entre ellos: tetraciclinas, estreptomicings,
penicitina B, viomicina y vancomicina, vy su resistencia vafdia
de cepa a cepa. Asi{ mismo se reporta gue algunas cepas
inhibjidas con D-alanina.

Estos organismos se encuentran en forma libre en el sue]

prasentandose como cocobacilos Gram negativos. Se
caracterizan por invadir los pelos radiculares de planfas
leguminosas de zonas tropicales y algunas templafias

llevandose a cabo la formacién de nédulos radiculares.
locatizarse la bacteria como simbipnte intracelular, adquipre
la forma de bastos o clavas y se le denomina bacteroipfie,
Estos hacteroides son los reponsables de la  fijacién
nitrdgenn atmosférico, procedimiento que consiste en
reduccion del nitrégeno elemental a amonio que es una fcrma
quimica utilizable para el vegetal con el que esta
aswciado. (20,34) .,

2.2 Taxonomia.

En la octava edicion del manual de Bergey (1%974) la familia
Rhizobiaceae incluye dos geéneros: Agrobaciarium v Rhizobium,
éate Gltimo esta ubicado en la parte VII abarcando tgdas
aquellas especies capaces de establecer una simbiosis de lipo
mutualista con las leguminosas. Esta clasificacion taxondénica
de las especies se basa en la capacidad de infeccién d¢ un
determinado tipo de leguminosas con la consecuente formadidn
de nédulos. (15)

Graham citado por Elkan, (15), expuso las limitaciones
esta clasificacion:

a) Infeccidén cruzada: Los rhizobia gue infectap un
grupo de leguminosas son capaces de infectar y nodular a
plantas de grupos afinessg este efecto se ha observadp en
forma inducida y natural.

b) Datos insuficientes de nodulacién: €1 manual
Bergey menciona que de 14000 especies conocidas
leguminosas solamente del B al 9% han sido estudiadas d
el punto de vista de nodulacién y solamente del 0,3
estan estudiadas con respecto a sus relaciones simbidticas.

€) Escasez de datos bioguimicos: Muchos de 1os cdatos
bioquimicos derivan del estudio de nameros reducidos de
cepas, dificultando la generalizacidn del significado
taxondmico de diferencias bioquimicas.

de
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Léhnis y Hansen en 1921 dividieron 81 género Bhizpbium erf dos
gruposy Allen y Allen introdujeron en 1950 el término
crecimiento rapido que comunmente era asignado a los rhiiobia



asociados con alfalfa, trebol, #frijol y chicharo debido a que
en el medio de cultivo extracto de levadura manitol agar
crecen mucho mas rdpido que las aisladas de soya, chicharo de
vacd y lupino a las que se denomina de crecimiento lento. En
el manual de Bergey clasifican a los dos grupos ton base en
su velocidad de crecimiento teniendo que las cepas de
crecimiento rdpido alcanzan su maximo desarrollo en 3 a 5
dias, dentro de las cuales estan: tri ii R

m ar. . ha iy R, mgliloti; VY se clasifican
como pertenecientes al grupo I en tanto que el grupo II
incluye a las especies de crecimiento lento alcanzando su
maximo desarrollo en un periodo de 5 ~ 7 dias entre las

cuales tenemos a R, daponigum y R._ lupini. (15).

Las diferencias entre Rhizobium de crecimiento rdpido y las
de crecimiento lento también fueron basadas on:

Evolucidén de la simbidsis (Graham 1964, citado en 20).

Utilizacidn de carbohidratos {Skotnicki y Rolfe 1978,
citado en 20}.

- Estudios metabdlicos (Martinez -~ de - Drets y Arias 1972,
citado en 20).

Cambios en e! pH del medio extra:to de levadura manitol
agar (Vincent 1977, citado en 1S

1

— Composicidn de bases del acido desoxiribonul éico Y
flagelacidon (De Ley y Rossel 1945, citado en 20)

— Serologia (Graham 1963, Humphrey et. al. 1973, Vincent
1977, Vincent y Humphrey 1970, citado en 20)

Otros estudios taxonémicos de Rhizobium incluyen:

- Hibridacidén de J4cidos nucléicos (Gibbons y Gregory 1972,
citado en 20)

— Composicion protéica (Roberts et. al. 1980, citado en 20

- Composicidn del polisacdarido extracelular (Dudman 1976,
Dudman 1978, Kennedy 1976, Kennedy y Bailey 1976, citados
en 20)

— Bensibllidad a bacteridéfagos (Napoli et. al. 1980, citado
en 20)

- Tipo de cuerpos de inclusion bacteroide (Craig et. al.
1973, citado en 20) .



~ Sensibilidad a lo=m antibléticos (Strzelcowa 1968, citado en
20)

Ligon en 1982 mediante la hibridecidn DNA-DNA realizo
eatudios de taxonomia gendtica de rhizobia aislado de
chicharo de vaca, indicando que éste grupo comprende diversaos
organismos promiscucs  los cuales han sido incluidos
tradicionalmente en sistemas de inoculasién cruzada. El
rango de hospederos de rhizobia de chicharo de vaca es amplio
e incluye una gran variedad de leguminosas tropicales asi
como el cacahuate que es de i{mportancia agricola. Los
resultados indican que los rhizobia de chicharo de wvaca son
genéticamente diferentes y que la mayori{ia de los aislados na
pertenecen a la misma especie. Estos datos sugieren que
probablemente se trate de varios generos.

En vista de 1o anteriocr y la importancia de Rhizobium, la
taxonomia de este género fué revisada a fin de reubicarlo vy
en el Bergeys Manual of Sistematic Bacteriology (20) aparece
rhizobia dentro de dos géneros separados: Rhizebium vy
r
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CARACTERIBTICAS DE RHIZOBIUM Y BRADYRHIZOBIUM
Criterios Rhizobium Bradyrhizobium
t.- Capacidad de nodulacidn en * -

leguminosas
indegendientemente de gque
fije o no nitrégeno.

2.- Infeccién

a) Leguminopsas tropicales - +

h) Leguminosas templadas + -
3.- En ELMA producen

a) Acidez + -

b) Alcalinidad - +
4.~ Crecimiento en ELMA

a) Rapido + -

b) Lento - +
5.~ Flagelacioén

a) Perf{trica + -

b) Subpolar - -
&,— Carbohidratos de preferencia

a) Pentosas - +

b} Hexosas + -
7.~ pH dptimo 4.0 - 7.0 . + +

Actualmente Jordan (20) en el manual de Bergey clasifica a la
familia Rhizobiaceae en cuatro géneros: Rhizobjium,
Bradyrhizobium, Aprphacterium y Phillobacterium.

El género Rhizobjium comprende a tres especies reorganizadas
como: R. legumingsarum, la cual contiene tres biovares
(hiovar  trifolii, biovar phaseoli y biovar vigeae):r R.

loti; vy R. loti. Los miembros de trecimiento rapido de
rhizobia de chicharo de vaca y 1los de lupinus han sido
incluidos en la especie de R. loti. El nuevo género:
Bradyrhizodjum tiene una especie bien clasificada B,
Japonicum_gue incl a S as, e formaban_a R. japonicum
mids los miembros de crecimiento 1lento de rhizobia del
chicharo de vaca.



En 1a siguiente tabla

12

se resumen lam caracteristicas mas

importantes de 1lds géneros de la familia Rhizobiaceae (20).

Caracter isticas

1.~ Arreglo flagelar
Menotrico
tofotrico
Paritrico

2.~ Producclin de nidulos
en rajces

3.~ Producciin de nidulos
4.~ Wctividad de 1a nitrogenssa

So= Wabilidad awra dnlciar
hipertrofia

.~ Producen 3 cetolictoss
7.~ Creciaiento ripido en ELKA®

8.~ keaccita alraling es andin
awcarado

¥.- Prodecciin de Heb

19.~ Respuesta 3 12 biatima

11.- Blucanos -2 en el polisscdrido

extracelular

12.- 2 en ol de guanina y citecina

del dcido desmiridonecldicn

fhizobien  Sradwhizchive Axredaclerive  Philichalstive
1 + - 1]
- - - ]
] - o -
+ * - -
- - - ‘-
+ + -4 -*
. - . -
- - 0
3 - . .
- ' . -
N - -
“ . -
+ + 4

5744 61-85 57-83 §0~b1

s leacciones diferentes en varias tazonosfas {especies de un qinerc o gineros de una fasilia}
41 Ko ocwrre en forsa natural. Cegas wodificadas gentticasente pueden producir nidulos v
peeden teaer actividad actividad de la nitrogenasa

&3 Controversial

g1 Colonias de 2-1 sa, de didnetro en un periodo de 2-3 dias a 20 °C
h1 Puede haber diferencias entre Cepas de algunes especies
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2.3 Ensayos de caracterizacién de Bradyrhizobium japopicum

Como se indicé en las paginas anteriores la caracteristica
determinante de 1os géneros Bhizobium y Bradvrbhizpbjum es 1la
referente a2 la capacidad de infectar leguminosas y formar
nddulos en las raices de las mismas.

Por 1o que la caracterizacién de los gtneros de la familia
Rhizobiaceae se basa en ensayos de infeccidn y nodulacidn.
Sin embargo cuando se efoectua el aislamiento las pruebas
bioquimicas se utilizan frecuentemente como ensayos
presuntivos que permiten seleccionar de un gran ndmero de
aislamientos a aquellas que probablemente pertenecen a la
familia o género de interés y eliminar a las cepas aisladas
que presenten caracteristicas bioguimicas atipicas. Estos
ensayos bioguimicos preliminares ofrecen la ventaja de
reducir el tiempo en Que se obtienen resultados, debido a que
la serie completa de bioquimicas regquiere de un periodo de 15
dias, en tanto que la prueba de infeccidn se observa despuéds
de los 30 dias.

Par otra parte las pruebas bipguimicas aplicadas en forma
periddica para la conservacién y mantenimiento -de una
coleccion de cepas permite corroborar las caracteristicas
propias de 1la cepa en estudio, asi comno detectar posibles
cambios de su actividad. Estos ensayos de rutina tamhién
permi ten detectar la presencia de contaminantes.

Con fines de control de cepas de coleccidn es recomendable
efectuar las pruebas biogquimicas Y las pruebas de
invernadero. Las primeras permiten en perjodos cortos
detectar cualquier posible cambio y con las segundas se
comprobara el mantenimiento de otras caracteristicas tales
como grado de infectividad y efectividad en la fijacién de
nitrégeno.

Las pruebas bioquimicas mas comunes para la caracterizacion
presuntiva vy control de cepas del género  Bradvyrhizobium
corresponden ar

1.~ Desarrollo en glucosa-peptona—agar—parpura [-1:3
bromocresol

2.- Rzaccién en la leche tornasolada

3.~ Desarrollo en citrato de Koser

4.~ Desarrollo en agar sulfito de bismuto

S.— Medio modificada de Bergensen (Utilizacidén de
manganeso)

&.- Desarrollo en extracto de levadura manitol agar
rojo congo

7.— Reaccidén Acida o alcalina en extracto de levadura
manitol agar azul de bromotimol




8.~ Utilizacidn de Xilosa
Una prueba adicional corresponde as

F.~ Actividad de hidrogenasa

paor raduccisén del
tetrazolio

2.3.1 Desarrollo en Qlucosa peptona agar gurpura de

bramocresol
Este medio es Gtil para determinar la presencia de
contaminantes

ya que éstas se desarrollanr en forma abundantes
en periodos de 24-48 h., acidificando el
utilizacisén de la gluvasa,
indicador, (38)

medio por la
1o que determina el vire del

Bradvrhizobium fagoniqum se caracteriza por prodgucir  um
escasg o ningdn desarrollo en este medio despuéds de 24~48
hrs. a temperatura de 28 °C, debido a gque 1.0 @8 capez de
utilizar eficientemente a lo peptona coma fuente de nitrégenc
por tal motiva la prueba se debe de leer 24-4B h.

Este organismo utiliza comn dpica fuente de nitrégenoc o
fuente suplementaria el amonio. Algunas cepas son incapaces
de usar el nitrdgeno inorginico vy generalmente se desarrnllan
con aminocacidos simples como por ejemplo: el arido glutamico.

2.3.2 Reaccidn en la leche tornasalada

Es empleada comng prueba di ferencial de
fermentacion de 1a lactosa,
la taseina.

bacterias:
la casedlisis vy la coagulaci én de

A la leche se le aXade e] indicador tornasol para detectar
cambios de pH en el medio, este indicador tiene la ventaja de
ser reducido rapidamente por ciertas bacterias a su farma
incolora cuando se trata de wna reaccidn Advida y cuando se
trata de una raccidén alcalina el medio se torna de color azul
(tornasol mids oscurol).

Las bacterias que fermentan con rapidez la lactosa producen
suficiente acf{dez para precipitar ¢ coagular la coseina la
cual es wuna proteina capez de reaccionar como Acido débil 6
base poco energética. Algunas bhacterias tieren la capacidad
de segregar wuna enzima parecida a la renina capaz de
hidrolftzar la caseina trasformandola en paracaseina soluble y
en cuerpo similar a la peptona. La paracaseina soluble
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reacciona entonces con las sales cdlcicas disueltas y se
forma un precipitado de paracaseinato de calecio, el liquido
claro que rodea e1 codgulo de paracaseina se conpbce como
suero. {11,19)

Las especies de Rhizohium producen la reaccion alcalina con

formacién de zona de sUSrD, mientras que las de
Bradyrhizobium producen una reaccidn alcalina sin formacion

de zona de suero, (17}

2.3.3 Desarrollo en citrato de Koser

El citrato es wun intermediario del ciclo del Acido
tricarboxilico, Bradyrhizobium japonicum tiene este ciclo
activo (Keele et. 19469, 1970; Mulagoy y Elkan 1977, citado en
15). 8in embargo al estudiar 34 cepas de B, japonicum se
observé gue ninguna utilizé citrato o malato y seolamente dosa
crecieron bien con succinato; y que de 11 carbohidratos

diferentes e intermediarios del ciclo del dcado
tricarboxilico solo emplearon 8; en tanto que Rhizobium
trifolii y Bhizobium 1legumjnosarum utiliaron 20 de las

fuentes de carbono probadas (Elkan y Kwik 1977, citado en
15).

Tuzimura vy Meguro en 19460 estudiaron la oxidacion de varios
carbohidratos e intermediarios del ciclo tricarboxilico por
Bradyrhizobium japonicum provenientes de nédules de soya y
compararon su desarrcollo con un cultivo de B, japonicum
conservado en succinato o glucosa. Ellos concluyeron gue la
fuente de energia de Bradvyrhizobium en estado simbiético es
proporcionada por Adcidos orgdnicos pero no por carbohidratos.

De este modo ) medio de cultivo de citrato de Koser ofrece
un buen sustrato para detectar contaminantes, los . que
utilizan el citrato como fuente de carbono y se desarrollan
en periodos de incubacién cortos produciendo turbiedad. Sole
en casos raros ésta es producida por Bradyrhizobium peroc
necesita de periodos de incubacién mas largos.

2.3.4 Desarrollo en agar sulfito de bismuto

Permite detectar 1a accién enzimatica sobre los aminoacidos
que contienen azufre, el cwal es liberado como d4cido
sulfhidrico vy éste al precipitar al bismuto produce un celor
negro de sulfuros de bismuto.

Algunas especies bacterianas heterotréficas son capaces de
efectuar esta reaccién. La enzima responsable de esta
actividad es la cisteinasa. (11,19}



Algunos organismos cultivedos en un medio organico que
contiene peptona reducen €1 azufre por hidrogenacién,
produciendo el gas H=S. Par 1o tanto dicho gas puede ser
producido por la reduccién de una fuente de azufre jinorganico
como el tiosulfato (Sa20x) © la reduccien de azufre organico
proporcionada por el gyrupo funcional R:=SH del aminvacido
cisteina el cual se encuentra en la peptona

El Acido sul{hidrico es un gas {ncoloro que al entrar en
contactoc con ciertos metales como plomo, hierro o bi=muto
forma con ellos sulfuros los cuales se manifiestan como un
precipitado negro insoluble.

Bradyrhizobjum _jfaponicum =e caracteriza por no producir o
producir muy poco Acido sulfhidrico.

2.3.5 Medio de Bergensen modi ficado (Utilizacion de
manganeso)

La utilidad del manganeso adicionado a un medio de cultivo
que contiene lactosa para diferenciar Bradyrhizobium de
g;oha;ggcium es una prueba de gran importancia debido a que

@s €1 contaminante mds comdn y semejante a
Bra g![n;zobig_m y por lo tante ocasiona confusiones durante

os procedimientos rutinarios de aislamiento. Clark 8
propuso una modificacidén al medio de Bergensen (3) que
contiene lactosa y 20 m.e. de Mn/l3; éste permite el

desarrollo de todas las especies de Agrodacterium y exclye a
Lk izof

2.3.6 Desarrolln en extr.cto Uz levadura manitol agar rojo
congo

Este medic favorece el desarrollo de los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobjum y permite diferenciarlos ya que Rizabium tienc
crecimiento rdapido desarrolldndose en perfodos de 3 a S dias
en tanto gue Bradyrhizobium que corresponde al grupo de
crecimiento lento se desarrolla después de S a 7 dias. (20}

‘El medio es adecuado basicamente para determinar las
caracteristicas macroscépicas de ambos gQrupos. Tambi én
podemos detectar la presencia de contaminantes ya que éstos
toman el colorante, manifestandose una coloracién roja muy
intensa en las colonias.

. i al um presenta las siguientes
caracteristicas macroscdpicas: tolonias menores de | mm., de
didmetro, blancas, convexas, cremosas y opacasj y las de
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Rhizgbium son colonias de 2-4 mm., mucosas, lisas y
brillantes.

2.3.7 Reactién dAcida o alcalina en extracto de levadura
mani tol agar azul de bromotimol

Esta prueba se utiliza para diferenciar a Rhizohium (que es
capaz de degradar al manitol hasta dcido 1o cual se observa
con upn viraje del indicador a amarillp) de PBradyrhizobium
(que produce alcalinidad observdndose un viraje a azul debjdo
a que puede llevarse a caho un desprendimiento de amonio
durante el metabolismo de compuestos protéicos. (28,37}

2.3.8B Utilizacién de Xilosa

Se utiliza pare diferenciar a Bradyrhizobium japopicum = que
no produce acidez - de Bradyrhizpbjum sn (lupinus) - que si

la produce — .(18)

Cuando la Xilosa no es degradada a 4cido sino a otro tipo de
compuesto el medio se nbserva de color raojo en tanto que
cuando se lleva a cabo la degradacidén a dcido se observa un
viraje del rojo de fenol a amarillo.

2.3.%9 Actividad de Hidrogenasa o Reduccidn del tetrazolio

Durante la reduccidén del nitrégeno a4 amoniaco se produce
simul taneamente hidrégeno gaseoso, 1o que constituye una
pérdida de energia. En relacidn a ésto se ha observado que
algunas cepas de Bradyrbizobium japonicum disponen de un gen
determinado llamado hup™, que permite gue las bacterias
sinteticen la hidrogenasa, en2ima gque cataliza la disociacidn
del gas en protones y electrones y éstos son reutilizados en
el proceso de fijacion de nitrdgeno. Se ha reportado (2) que
aguellas cepas que poseen este gen son mids eficientes en la
f1i jacidn de nitrégeno.

Esta prueba es importante porque indirectamente ayuda a
eval uar la fijacion de nitrdgeno por Bradyrbizobium
japopicum, ya Que la actividad de hidrogenasa es directamente
proporcional a la cantidad de nitrégeno fijado (27).

En esta prueba se utiliza el reactivo clorhidrate de 2,3,5-
trifenil tetrazolio el cual es reducido por 1la hidrogenasa.,
Las colonias se aprecian de color rojo encendido si se lleva
a cabo la reaccidn.(24)
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2.3.10 Infectividad

La inoculacidén de la bacteria en semillas de Glycipne max

constituye 1la prueba mds importante en la identificacion de
icum. La aparicidén de nddulus en las raices confirma

que la bacteria inoculada corresponde al género de interés.

En este ensayo se emplean bolsas de plastico & jarras de
Leonard conteniendo un soporte inerte v una solucidn
nutritiva carente de nitrégeno, en estas unidades se colocan
las semillas de la leguminosa y se inocula con la bacteria en
estudio. La formacién de nédulos permite comprobar que la
cepa de coleccién ha conservado su caracteristica ¢ bien la
identificacion de bacterias que se ipcorporaran a 1la
coleccidn.

Con este tipo de pruebas ademds de la caracterizacidén de la
bacteria se puede cobtener informacidén acerca del grado de
capacidad infectiva y eficiencia en la fijacion de nitrogeno.
Caracteristicas que son basicas en 1la produccidn de
inoculantes y aplicacién en la agricultura y para lo cual se
evaluan otros pardmetros.

El grado de infectividad y efectividad varia en las
diferentes cepas de B, japonicum.

Las cepas altamente infectivas dan lugar a un gran ndmerc de
nddulos y promueven la infeccidén temprana apareciendo éstos



preferentemente en 1a parte superior de la raiz.

Sin embargo una cepa altamente infectiva no es necesariamente
efectiva en la fijacién de nitrégeno.

El .grado de infectividad esta dado por el nimero Y
distribucién de nédulos y 1la eficiencia en la fijacidn de
nitrigeno por la cantidad de nitrdgeno elemental que es
incorporadgo a la planta y que se  traduce en  un mayor
contenido de nitrégqgeno total, maycr peso seco del vegetal vy
de masa nodular. (32,3&4)

Lo anterior indica la importancia de esta determinacion que
se describe a continuacidn comoe ensayos basicos de aplicacién
industrial y agricola.

2.4 Ensayos Basicos de Aplicacidn Industrial y Agricola

En la produccidn de inoculantes para leguminosas es esencial
efectuar estudios de seleccién de cepas basados en: las
caracteristicas fisioldgicas de l1a bacteria en presencia y
ausencia del hospedero, asi como en la respuesta de 1la
asociacién sometida a diferentes condiciones
ambientales, (10,25}, De este modo la seleccidon de cepas
implica su evaluacidén secuencial bajo diferentes condiciones
(invernadero y campo) en las que se consideran los siguientes
criterios:

1.~ Infectividad

2.— Efectividad

3.~ Interespecificidad

4.- Efecto sobre la productividad agricola bajo diferentes
condiciones de campo.(iB)

t.as etapas 1,2 y 3 se llevan a cabo a nivel invernadero,
mientras que 1a 4 puede realizarse a nivel invernaderoc o
campo.

l.a nodulacién efectiva es el criterio mas usado en seleccion
de cepas.

Otros criterios que se consideran como complementarios
a los anteriormente citados corresponden a:

S.—~ Comportamiento satisfactorio en el proceso de produccidén
a nivel industrial

&.—~ Tolerancia a fungicidas e insecticidas

7.— Tolerancia a la acidez y altas concentraciones de NaCl,
Al y Mn

tos Altimos permiten establecer en forma presuntiva el
comportamiento que tendran las cepas al ser introducidas a
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suelos con estas caracteristicas. (9,12,13,26,33).,

Los ensayos para determinar efectividad se realizan en jarras
o macetas bajo conpdiciones nutrimentales y microbianas
controladas y los parametros gue se evaluan corresponden a:

De los nédulos: Coleor y pesa seco o fresco

De la plantas Peso seco o fresco de la planta total o de la
parte aérea vy contenido de nitrégeno en
tejido expresado en %. (35)

La coloracién roja en el interior del nédulo indica la
presencia de 1la leghemoglobina cuya funcidn es regular la
tensidn de oxigeno en concentracién tal gque permita ia
manifestacidn optima de la actividad de la nitrogenasa (la
cual es sensible al oxigeno) y a su vez la oxidacidn de los
fotosintatos por la bacteria para obtener los electrones y
energia necesarios para efectuar la reducciéen del nitrégeno
molecular. (5)

Una cepa efectiva mostrard una actividad nitrogenasica
elevada vy por tanto una mayor incorporacion de nitréageno
atmosférico que se traduce en un mayor peso seco de noédulos vy
de tejido vegetal, por 1o que estos pardmetros estan
intimamente correlacionados con el criterio de interés vy
constituyen un i{ndice adecuado pera efectuar la seleccidén de
cepas. (35)

Interespecificidad. La expresién de una simbiosis eficiente
en la flijacién de nitrdgeno es regulada por caracteristicas
genéticas de ambos simbiontes. De este modo se ha reportado
que existen variedades de una especie de leguminosa que
establecen asoci aciones mas eficientes con  una  cepa
determinada. En este sentido las cepas mds dtiles desde el
punto de vista industrial vy agricola son aguellas que
estasblecen asoclaciones eficieptes con un mayor numero de
variedades.

Para evaluar lo anterior se efectdan ensayos en jarras de
Leonard o macetas en donde se evalda el efecto de 1la
inoculacién de numerosas cepas, probando cada una de ellas
frente a diversas variedades del hospedero en estudio y se
procede a evaluar la masa nodular y tejido vegetal fresco o
seco, (18,29).

Existen algunas pruebas adicionales que se realizan cuando el
inoculante va a ser utilizado en suelos gue presentan
condicliones especificas como soni  altas concentraciones de
sales, aluminio, manganeso; asi como tambien un pH Acido o
alcalino, puesto que se ha visto que no todas las cepas de
Bradwyrhizpbium toleran tales condiciones.
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Hay que hacer hincapié¢ de que estas prueshas no aseguran que
el comportamiento de la cepa in vitro se va a reproducir
igual en campo, ya que esta prueba sdélo nas proporciona una
jidea de como va a ser dicho comportamiento.

51 una cepa no es tolerante "in vitro" no tiene caso usarla
en campo cuyo sueln tenga las caracteristicas menciecnada
anteriormente. {(1,%,12, 13,24, .

ta validacién en campo es fundamental, debido a que en el

suela existen otros factores Que pueden anular el
tamiento d 4o de la bacteria, entre é¢stos se tienent
microorganismos antagdnicos a Bradyrhizobium o depredadores

del mismp, caracteri{isticas fi{sicas especialmente el pH vy
quimicas en donde se incluyen la copcentracidn de  lon
diferentes compuestos gue pueden actuar estimul anda o
limitando a1 desarrollo de la bacteria y el establecimiento
de la simbiosis .,
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Cansiderando la {mportancia que tiene el mantenimiento v
conservacion de una coleccidn de cepas en el desarrollo de la
ensefanza, la ciepcia vy la tecnolegia y vya que en el
laboratorio de Microbiolagia Experimental se cuenta con  una
subcoleccidn de interés agricola a 1la fpue se aplican
perifdicamenie ensayos estrictos de control para la buena
conservacion asi como la recomendacisn de su uso a nivel
agricola en este estudio se establecid como obietivor

~Contribuir a la canservacidn de la coleccion de cepas de
Bragyehizobium japopicum existentr en la Facultad ge Guimica,
UNAM.

Mediante

sia comprobacién de las caracteristicas de 1% cepas de
fum _japonjcum a través de una serie de pruebas
bioguimicas y ensayos de infectividad y efectividad, vy

~ £ enriguecimiento de la informacidn de la subcoleccidn de
cepas de intereés agricola perteneciente a la Facultad de
Quimica, UNAM; a través de la determinacién de la tolerancia
a la salinidad.



24

IV PARTE EXPERIMENTAL




4,1 Material y métodos

4.1.1 Cepas de PBradyrhiyobjium_ Sfaponicum

Las cepas empleadas pertenecen al cepario de la Facultad de
fuimica, UNAM. BSubcoleccién de Microbiologia Experimental.
Las claves y procedencia de estas se registran en la tabia .

4.1.2 Activacidn de las cepas Yy preparacién de cultivo
madre

Las ampolletas con las cepas liofilizadas se desinfectaron
externamente con una solucidén de fenol al S¥. En condiclones
de asepsia se procedié a la hidratacién de cada una mediante
la adicidn de una gota de caldo extracte de levadura manitol.
Este voldmen se vertidé en tubos gue contenian el mismo medio
de cultivo y se incubaron a 28 °C durante S dias.

Posteriormente cada une de las cepas se propagé en 5 <tubos
que contenian el medic de cultivo antes mencionado adicionado
de agar y rojo congo (ELMARCY.

Los tubos con crecimiento en agar inclinado se conservaron en
refrigeracién y constituyeron el cultive madre con el cual ce
inocularon los diferentes medios empleados en las pruebas de
control de caracteristicas morfolégicas, bioguimicas, de
infectividad v efectividad.

4,1.3 Ernsayos de caracterizacién

El control de cepas de una colecciden de Bradvrehizobium
involucra las siguientes determinaciones basicass
sMorfologia microscdépica y reaccidén al colorante de Gram

*Morfologia colonial en extracto de levadura manitol agar
rojio congo

e Produccién de alcalinidad en extracto de levadura manitaol
agar azul de bromotimol

e Ausencia de desarrollo o desarrollo escaso en glucpsa
peptona agar
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*Infectividad

»Efectividad

Otras caracter{sticas gue presentaron algunas cepas de
se refieren a:

Capacidad de producir hidrogenasa

Capacidad para crecer en presencia de concentraciones
elevadas de sal

La efectividad y la capacidad de producir hidrogenasa son
caracteristicas fundamentales en aguellas cepas que se
enpleardn en la industria productora de inoculantes, en tanto
que la capacidad de desarrollarse en condicionps criticas
ofrece la posibilidad de introducir exitosamente este tipo de
cepas en suelos cuyas propiedades fisicas o quimicas limitan
el establecimiento de los inoculantes.

En este estudio se realizaron las pruebas anteriores vy
adicionalmente otros ensayos bioguimicos que se utilizan en
1os procedimientos de aistlamiento y que permiten diferenciar
a BPradyrhizeobium de Rhizoblum, asi comp de otras bacterias
frecuentes en la rizésfera y que sec decidid aplicar a fin de
camprobar las caracteristicas inicialmente determinadas en
las cepas en estudio.
Para un mejor entendimiento de las pruebas realizadas, éstas
s€e agrupan eng
~Pruebas bioquimicas para:

» Diferenciacién

* Cantrol o caracterizacion basica y

» Especiales

—~Ensayos de invernadero para observar Y comprobar
caracteristicas de infectividad y efectividad

4.1.3.1 Pruebas biogquimicas de diferenciacioén

En 1a tabla ndmero 2 se describen los ensayos que permiten
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diferenciar a Bradyrhizobjum de bacterias afines.

En la ‘tabla numeroe 3 se exponen las 5 pruebas de
diferenciacién empleadas, las condiciones de incubacién y los
resul tados obtenidos en trabajos previos y en el estudio
actual.

4.1.3.2 Pruebas de control o caracterizacién basica

Incluyen la pbservacidn microscépica y reaccién al colorante
de Gram, determinacion de caracteristicas coloniales y tiempo
de desarrollo en el medio de cultivo extracto de levadura
manitol agar rojo congo (ELMARC).

Praoduccién de alcalinidad en extracto de levadura manitol
agar azul de bromotimol y desarrollo en glucosa peptona agar
(BPA)Y .

Es conveniente mencionar que adn cuando estos ensayos son
empleados también en la diferenciacidn se han adoptado como
pruebas de control ya que la produccién de acido en ELMA o el
desarrnllo en OGPA dentro de las primeras 48 horas de
incubacion constituyen pruebas inequiveotas de la presencia de
microrganismos diferentes a Bradyrbjzobium.

Las condiciones de incubacidn y resultados obtenidos se
exponen en la tabta 4.

4.1,3.3 Pruebas especiales

» Produccidn de hidrogenasa. Las cepas Hup~ son mas eficientes
en la fijacidn de nitrégeno.

Para determinar la presencia de esta enzima, las cepas se
inocularon en un medio de cultivo que contenia como indicador
clorhidrato de 2,3,5-trifeniltetrazolio como indicador y se
incubd a 28 °C durante 10 a 20 dias, despuéds de los cuales se
observé la coloracién roja o blanca de las colonias. El
color rojo indica wna pruesba positiva para la hidrogenasa que
redujo al clorohidrato 2,3,5 trifeniltetrazolio. Los
resul tados de este ensayo se exponen en la tabla 5.

*Tolerancia a altas concentraciones de =sal. Se determing
tnizamente en las cepas: FQ S5, FQ 8, FQ 12, FQ 17 y FQ 18.
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s Propagacisén de la cepa

Pe los cultivos madre de cada una de las cepas
anterlores se tomé una azada y se inoculés en caldo
extracto de levadura manital, incubdndose a 28 'C y
200 rom durante 7 dias. A cada cultivo se le ajustd
la poblacidn microbiana a una concentracidn de 1 X 10%
células por mililitro mediante la adicidn de medio de
cultivo estéril hasta obtener una turbiedad gque
correspondia a 100 UK.

» Determinacidn de curvas de crecimiento en caldo extracto de
levadura manitol.

Se empled una serie de matraces nefelometricos de 250 ml
conteniendo 50 ml del medio de cultivo adicionAndose las
siguientes concentraciones de clorurc de sodiot 0.01% (medio
de referencial), 0.1%, C.5%, 1%, $.5% y 2%.

Todos los matraces ' fueron inoculados con 1.0 mililitro de
los cultivos cuya poblacién microbiana se habf{a ajustado
previamente y se incubaron a 28 °C y 200 rpm, procediéndose a
determipar la turbiedad cada 24 hrs hasta la obtencién de
lecturas estables o decrecientes 9, tiempo que fue
alcanzado entre los 7 v 7 dias.

La turbiedad se determiné en un fotocolorimetro Kliett
Sumerson can filtro verde. fara calcular la poblacién celular
se utilizé la curva estandar de McFarland.(6). Tabla & v
grafica 1.

Los resultados de este ensayo se exponen en las tablas 7 a 11
y graficas 2 a &.

4.1.3.4 Ensayo de invernadero para control de caracteristicas
de infectividad y efectividad en la fijacién de
nitrégeno.

Las cepas en estudio fueron propagadas © inoculadas en
semillas de @Glvgine max a fin de comprobar su infectividad y
comparar su eficiencia en la fijacion de nitrdgeno.y Para ello
se instald un experimento con 21 tratamientos Y S
repeticiones de cada uno, las Que se distribuyeron en un
diseX¥o completamente al azar. En el esquema | 3e resumen las
actividades realizadas.
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®» Preparacidén de las semillas

En el experimento se utilizaron semillas certificadas de
Glycine max, variedad Jupiter.(31) Se seleccionaron semillas
que no poseian daRo aparente y de tamafo uniforme. Se
desinfectaron por tratamiento con etanol al 95% e hipoclorito
de spdio al S%. Se llevaron a cabo varios lavados con agua
estéril con el obieto de eliminar el exceso de desinfectante.

Las semillas desinfectadas fueron colocadas en cajas Petri
conteniendo algodén himedo, toro en condiciones estériles, vy
se dejaron dinacubandn a 28 °C durente 3 dias pars su
germinacidn.

e Preparacidén de las unidades experimentales
Cada unidad estuvo constituida por una maceta de 20 com de

didmetro la cual Ffue lavada vy desinfectada con alcohol
cubriéndola con papel estraza.

S5¢ empled como soporte tezontle, el cuval s lavéd y se le
ajusto el pH a 7. Posteriormente se colocé en bolses de
polipropilenc desinfectandose por exposici on a  vapor

corrjente durante 90 minutos. Asépticamente se llenaron las
macetss corn el tezontle se humedecidron con 350 ml de
solucidn d= Jensen.

e Preparacidn del indculo

Se llevdéd a cabo la activacién de las cepas y posteriormente
la propagacidon de las mismas en caldo extracto de levadura
manitol incubando a una temperatura de 28 ¢C en un agitador
rotetorio, ajustando la poblacidén a 1 X 10° células por
mililitro de cul tivo. Esto fue determinado
turbidimétricamente en el fotocolorimetro.

e Inoculacidn y siembra de las semillas

Con pinzas o0 una espdtula estériles se colpcaron 6 semillag
germinadas por maceta, se adiciond a cada una un mililitro de
cultivo conteniendo 1| X 10% células por mililitro. Se dejaron
en el invernadero y a las dos semanas se dejaron dos plantas
por maceta.

Las unidades experimentales se pusieron en el invernadero
durante 45 dias para detectar la presencia o ausencia de
nédulos. En el periodo de crecimiente las macetas se regaron
en forma alternada con soclucidn nutritiva de dJensen vy agua
destilada estéril.
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¢ Cosecha
La cosecha se pfectud a los 45 dias
-Parametros de evaluacién
e Infectividad

Se detectd la presencia de nédulos
» Efectividad

Esta caracter{stica esta correlacionada con el pesc de los
nédulos y de la parte aérea.

Determinaci én de peso por nodulo. Estos se separ-aron de la
raiz y s secaron a 70 *C durante 72 horak, se pesaran y el
pesp se dividié entre el numero total de nédulos.

Determinacién del peso seco de la parte adédrea. Para elleo se
separd la fracciéen radicular de la del follaje y édste
dltimo se secd en la estufa en las mismas condiciones y se
procedié a evaluar el peso seco.

lLos resultados vy anadlisis estadistico se observaen en
tablas 12, 13, 14, 15 y 1é,

Para evaluar 1la eficiepcia en la €ijacidén de nitrégeno se
tomé como base el peso seco de los tratamieptos testigos,

considerando como el 100% el peso obterido en el
tratamiento al que se agregd nitrégeno mineral debide a que
las plantas se desarrolleron en presencia de los

nutrimentos necesarios, y como referencia minima el peso
obtenido en el testigo negativo. Con base en 1o anterior se
agrupd a las cepas en 4 categorias que corresponden a cepas
altamente eficientes en 1la fijacién de nitrdgeno,cep-s
eficientes, de baja eficiencia e ineficientes. En la tabla
17 se registran los datos comparativos de 1os resultados
obtenidos en estudios previes vy en el estudio actuwal
respecto al grado de eficiepcia en la fijacion de
nitrdgenc.
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TABLA 1 Dascripcity» de claves y procedencia
de ias cepas utilizadas
Clave Clave Institucion
interna sintnima donante
Fa 3 ENCB S11 E.N.C.B., Il.P.N.
FQ 4 ENCB 515 E.N.C.B.,, 1.P.N,
FQ@ 5 cc - 709 CINVESTAV., I.P.N
Fa & gc - 717 CINVESTAV,., 1.P.N.
F@ 7 cp - 21 Colegio de Posgraduades, Chapingo
FRa B TAL- 3102 Niftal, Universidad de Hawaii
FR 9 TAL- 379 Niftal, Universidad de Hawaii
FQ 10 TAL~ 411 Niftal, Universidad de Hawaii
F@ 13 TAL- 415 Niftal, Universidad de Hawaii
FQ 12 SEMIA-S53IS Ipagro, Brasil
Fo 13 SEMIA-527 Ipagro, Brasil
Fa 16 SEMIA-5B87 Ipagro, Brasil
FQ 17 Iy I8 110 Universidad Autdnoma de Tamaulipas
FG 18 31 1B 136 Universidad Autbtnoma de Tamaulipas
FQ 19 31 IB 14T Universidad Auttmoma de Tamaulipas
FQ 34 VMR 30 Colegio de Posgraduados, Chapingo
Fa 45 Aislada de nddulos Fac. Ouimica, U.N.A. M,
FQ 46 Aislada de nddulos Fac. Guimica, U.N,A. M.
FO NIT J Aislada de inoculante Fac. Qulmica, U.N.A.M.

Nitragln

. = [P— = =



TABLA 2 Caracteristicas bioqﬁimicas de Ia

Familia Rhizoblaceae
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Pruebas Bioqulmicas BRADYRH1ZOBIUM RHIZOBIUM ABROBACTERIUM
Glucosa-peptona-agar + + 0 - ++t
Leche tornasolada b c
Citrato de Koser - +
(pelicula
superficial)
+ o - et

Sulfito de bismuto-agar +

Medio de Bergensen
modi ficado

Extracto de levadura

manitol agar roio congo
¢ ELMA-RC )

ELMA-Azul de bromotimol

Colonjas menores
a 2 mm.,
cremosas,
y opacas

convexas

Alcalinidad’

- ++

Colonias
de 2 mm. o
mayores,
mucosas,
lisas y
brillantes.

CONDICIONES DE INCUBACION:

Temperatura 28 grados centigrados
Para Bradyrhizobium de 3 a 14 dlas excepto en 1a prueba d
Glucosa pepfnna agar en la que se ihcuba de 24 a 46 hrs..

Tiempa

Para Rhizohium y Agrobacterium,

las E&SG5T

CLAVES DE INTERPRETACION:

Desarrollo  +++ abundante
+ escaso
- ausente

En leche tornasolada:

24 a 48 brs. en todos

a Reaccidn alcalina sin zona de suero
b Reaccibn alcalina con zona de suerg
c Reaccibtn peutra o alealina con zona de suero

Preduccitn de Acido sulfhidrico
+t++

abundante
+ escaso
- ausente
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TAERLA 3: Resultados comparativos de las pruebas diferenciales
{Incubacion 26 °C) ‘

Prueba dplicada y Cenad Tepas de Bradyrhizodiue probadas

Tieapo de Incubacidn Tipo 3 4{ Y 6] 7| 8 9QiopispI2bis1ala7[18119138 45 86 RIL I

Leche tornasclada djajajajalaafafaqaqatalalata

5-10 dias) alal ab al al aj ap @) a) a) af 3] af af a} 3] al 3f a

Desarrollo en Citrato RO S N B S N C S O ENN N N SO O

de Kuser (5-10 diast [ Y [ [ Y ) Y S T Y Y Y (Y (T ) (Y Y

Produccidn de HS en DO P B N B N DR T B3 B B S P B B
sulfito de bisauto -
agar £5-10 dias) I [ Y Y (N I Y

Desarralln en eedio de B D B R B S B O Bl S S S O Sy Y
Bergensen acdificada -
118 dias) RS S0 R B S0 B B ) IO B N B AR P A Y B -

Proguccidn de acidez O L O3 CO R BN PR E R P PR BN B P

en Jilosa (5-10 dias) B IR AR T S Y B Y I

* = Caractericticas descritas por Jordan (€1 Ledo en
a = Reaccion alealina cin fona de suworo
+ & - = Foco o nulo desarrolle
~ = Mulo dessrrollo
Cuadro superior = Resultados on estudios previos

Cundro inferior = Resultados actuales



TABLA 4: Resultados comparativos de las pruebas de control
tlncubacidn 28 °C)

Prueba apliceda y Cepas Cepas de Bradyrhizodius probatas
Tieapo de lacudaciln Tipo bf THRE aliol i piz[a3f1a] L1818 34 45 bkt D
Ror fologia sicroscépica BRIRISIRI R EIRIRIN] B
x
y reaccida al Gras PR PR 1R P IR P MO PR PIR P PR PR PO PO R Y
Moriologia colonial ¥ URIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRI
tiespo de cesarrollo
ELRA-RE 5-10 R RIRIRIRIRI R IR I
15-10 gias) dias SIS e T |7\ IS b q ST 5B (65
Producci én de 33 K 2 Y I Y S R S IS I
alcalinidad en ELRA-AB +
15-10 dias) T T30 OO OO PERT R T30 230 T3 P3N T PO £ 38 T O
.
Desarrollo en glucusa B T Tt T T e O T A e B
peptona agar parpura de -
broaccresol (24-42 trs) S DO C R T OO CO R O SR GO SN E
* = Caracteristicas descritas por  Jordan {Citado &n
Bergey) )
x = Cocobaci los Gram negativos
T = Colonias tipicas. Colonias menores a 2 mm, Cremosas,

converas y opacas

>
U

Colonias atipicas

+ = Prueba positiva

Frueba negativa

Cuadro superior

Cuadro inferior

Resultados en estudios previos

Resultados actuales



TABLA S5: Resul tados comparativos de la determinacién de
hidrogenasa

N Hidrogenasa Coloracién de las
Cepas Experimentos colonias a los 10
Anterior Actual dias de incubacidn
3 + + Rojas y blancas
P + + Rojas
S - - Bl ancas
& + + Rojas v blancas
7 + + RKojas y blancas
=] + * Rojas y blancas
9 + n Rojas y blancas
10 + + Rojas y blancas
11 + - Hlancas
1z + + Rojas
13 + - Fojas
16 + + Rojas v klancas
17 + + Roias vy blancas
18 + + Rojas y blancas
19 + + Rojas vy blancas
34 + Fojas y blancas
45 + Rajas y blancas
a8 & Rojas y dlancas
Nit J + Rojas vy blancace

Nota: Al aumentar el periodo de incubacion se observe qua
las cepas que. mostraron simultineamente colonias blancas y
rojas se torparon rojas en su toralidad
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TABLA & Curva Patrdn de McFarlang

No. Tubo Sol. Acunsa Sol. Acuonsa No. de Bacterias
17 HySOy 1% Bally, 310* /m1 taprow’
m) m.

1 9,9 o, 1 300
2 2,8 Q,2 400
3 7 0,3 900
4 9,6 0,4 1240
S 9,5 9,5 1500
& P4 O,8 1800
7 9,3 0,7 2100
8 9,2 @8 2400
4 Py1 0,% 2760
10 2,0 1,0 3000

! CURVA DE McFARLAND, GRAFICA 1

; Y. K. BACTS. * 10”6/ml
30 300
a7 &00
84 200

: 105 1200

: 140 1500

! 165 1800

; 168 2100

! 225 2400

: 242 2700
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TABLA 7 Efecto de concentraciones variables de sal sobre
el desarrollo de Bradyrhizobium jagonicum

Capa FQ S

Tiempo de Concentraciones de Cloruro de Sodio

incubacitn Log del namero de celulas /7 ml

Dias concsi 0,01% 0, 107% 0,507 1,00% 1,50% 2,00%
o4 &, 00 7,87 7,87 7.87 7,47 7,77
1 8,43 8,47 8,02 7,87 8,98 8,29
2 9,00 9,05 8,35 7,87 8,98 8,43
3 9,24 9,24 B,41 7,87 8,17 8,47
4 9,32 9,33 8,47 7,87 B,17 8,29
S 2,32 9y 35 8,41 7587 8,17 8,29
& 9,35 2,43 8,43 7,87 7,87 8, 35
7 2,38 ?,43 8,43 7,87 B, 02 8,35
8 F,81 9,44 8,43 7,87 7,95 8,35
? 9,43 P, 45 8,45 7,87 7,95 8,35
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TABLA B Efecto de concentraciones variables de sal sobre el
desarrollo de Bradyrhizobium japonicum

Cepa FQ 8
Tiempo de Concentraciones de Cloruro de Sodio
incubacibtn Log del namero de células / ml
Dlas concs: 0,01% 0,10% 0,50% 1,00% 1,50% 2,00%
o 7,77 7,17 &, 00 6,00
1 7,77 7,87 7,82 8,17
2 2,75 8,72 8,35 8,17
3 9,27 9,27 8,86 8,29
4 P, Tb F,40 8,75 8,29
S 9,38 9,41 B,73 8,65
& ?,41 47 8,73 8,89
7 7,43 9,49 B, 48 7,00
8 9,43 9,49 8,66 2,00
9 9,43 9,49 8,64 9,00
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TABLA @ Efecto de concentraciones variables de sal sobre el
desarrollo de Bradyrhizobium japonicum

Cepa FQ 12

Tiempo de Concentraciones de Cloruro de Sodio

{incubacidn tog del namereo de celulas /7 ml

Dlas concs: D,01% O, 10% 0, S0% 1,00% 1,50% 2,00%
o 7,465 7,95 8,02 8,02 8,02 8,02
1 8,57 8,86 8,55 a,27 B,%8 8,35
2 8,90 8,92 . B,75 9,35 8,47 8.437
3 9,08 9,08 8,97 8,53 8,47 6,49
4 P10 F,12 8,98 8,43 8,47 8,57
5 9,22 9,21 9,00 8,43 B,47 8,57
& 2,27 7,25 7,00 8,43 8,47 8,57
7 9,31 9,34 9,00 8,432 8,47 a,57
8 9,33 9,33 ?,00 8,43 8,37 8,57
9 9,33 9,33 9,00 9,43 8,47 3,57




TABLA 10 Efecto de concentraciones variables de 2al sobre el

desarrollo de Bradyrhizobium japonicum

Cuepa F@ 17

Tiempo de Concentraciones de Gloruro de Sodio

incubacitn Log del namero Jde celulas / ol

Dlas concs: 0,01% 0,10% o, 1.00% 1,307 2,00%
o 8,17 8,35 8,17 8,29 a,2t 8,25
1 8,47 2,82 8,35 8,35 e,21 8,21
2 F, 08 ?,12 8.&5 B8, 29 8,21 8,21
- 9,20 2,25 8,75 8,29 7,87 3,17
Ed F, T 2,37 3,79 B, 21 T,87 7867
5 Q, a4 7,49 8,47 8,17 8,17 7,87
z 2,48 9,50 8,47 2,17 B,17 7,87
z %, 49 .51 8,47 8,17 8,17 7,87
5 7,49 9,51 8,47 8,17 8,17 7,87
=3 9,49 e,51 3,47 6,17 2,17 7,87
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TABLA 11 Efectp de concentraciones variables de sal sobre el
desarrollo de_Bradyrhizobium japonicum

Cepa FQ 18
Tiempo de Concentraciones de (;1 oruro de Sodio
{incubacibn Log del ndmert de celulas / ml
Dlas concs: 0,01% O, 10% 0,50% 1,00% 1,90%
] 7,87 7,82 7,87 7,87 8,02
1 8,17 8,17 a, 29 7,87 8,29
2 8,93 8,92 8,41 8,02 8,35
3 9,22 9,26 8,49 8,17 7,95
4 9,30 9,52 8,40 8,17 7,95
S 9,33 9,386 B, &0 8,13 7,95
) 7,40 9,40 8,480 7,47 7477 8,21
7 7,40 9,81 8,41 7447 7,30 7y 55
8 9,43 9,43 8, 41 7,587 7,30 7,85
5

9,45 9,43 8,41 7,47 7430 7,65
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TABLA 12 Resultados del nimero de nddulos

Repeticiones

Tratamiento 2} B [ D E Xt D
1 (FR 3} 89 34 B3 134 143 P& abc
2 (FR &) 85 86 110 161 &4 101 a
3 (FR 35 106 74 &9 34 BS 74 abcd
4 (FR & 33 S8 108 92 = 65 abcd
5 (FQ 7% 138 115 70 S8 110 98 ab
& (FR B) 109 7% 56 55 78 75 abed
7 (F@ 9 2 74 101 b1 &9 77 abcd
8 (F& 10} 7 44 43 73 43 59 cd
9 (FQ 11)

10 (FB 12) 95 71 44 112 8% B& abcd

11 (FOQ 13 45 &8 b6 S8 106 &8 abed

12 (FD 16) 128 19 75 23 4% 57 abcd

13 <FQ t7) 121 107 87 73 53 a8 bcd

14 (FB 1B} 36 103 3= 101 79 70 abecd

15 (F@ 19) 68 as 3 74 42 55 d

16 (FQ 34) 92 84 6B 37 74 71 abce

17 (FQ 35) &0 33 53 7 26 &0 bcd

18 (FQ 46} 76 £ 70 111 us 7& abed

19 (Nit ) 130 Tt 93 7& 34 81 sbed

20 ¢ T + 3

21 ¢ T -

NOTA: Lows tratamient

se consideran iguales entre si.

Analisis de varianza

we

qQue compar ten una misma letra

¢ alfa = 0,05 3

fuente de variacibn GL sC cH F P
Total B? 77939,028 1,11500C 0,;35767
Tratamientos 17 16238,6768 955,21438

Error 72 61700,350 B8F6,78531
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TABLA i3 Resultados de masa nodular ( mg )

Repeticiones

Tratamiento ] B c D E XL o
1 (Fa ) 196,5 52,0  142,3 233,060 252,0 1751 abede
2 (FR & 189,5 243,0 a53,0 315,0 197, 5 279,46 a
3 (Fa 99,0 96,1 108,0 50,0  127,S 96,1 e
4 (FQ &) 68,0  142,8  240,0  156,0 78,0  138,9 cde
S (FQ 7 173,0 267,0 172,0 126,0 147,0 177,0 abcde
& (FQ B 177,5 177,0Q 111,0 134,0 110,0 137,7 de
7 (FQ 9 146,5 267,0 281,0 123,0 175,0 198,55 abede
8 (FQ 10) 3I35,0 263,0 137,59 255,0 230,0 238, 1 abe
F (F@ 11)

10 (F@ 12) 232,0 124,5 55,0 232,95 124,0 153, 6 bede
11 {FQ 13) iBO,0 t&4,3 142,5 90,0 245,0 164,33 bede

12 (FO 1&) 191,5 50,0 139,0 387,0 179,0 187, 3 abcde
13 (FQ 17} 216,0 150,0 80U, 0 1G2,0 130,73 145, 7 cde

14 (FO 18) 60,0 149,0 55,0 264,0 207,0 147, cde
15 (FQ 1%) 412,0 70,0 112,60 229,0 174,73 199, 4 abede

16 (FQ 3D 124,0 201,0 182,00 73,0 162,0 148, 4 cde
17 (FO a5) 195,0 65,0 23%5,0 428,60 88,0 262,77 ab
1B (FO a&) 312,55 201,0 250,0 173,4 15,0 210, 3 abcd
19 (Nit 3 321,06 1S&,0 01,0 103,5 85,0 193, 3 abede

20 ¢ T + )

21 (T -

NOTA: Los tratamientos que comperten una misma letrax
sa consideran iguales entre si. ( alfa = 0,05 )
Analicis de varianza
fuente de variacibn 6L sc [o1,] F P
Total g% 0,70478970
Tratamientos 17 0,18342000 0,010787940 1,49000000 0, 12322000

Error 72 0,52136970 0,00724:20
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TABLA 14 Resultados de peso seco / nddulo ( mg )

Repeticiones

Tratamiento 2] B c D E Xt D
1 (FQ. 3) 2,200 1,520 1,710 1,730 1,780 1,788 d

2 (FR 4) 2,220 2,820 4,110 1,950 3,080 2,836 bed
3 (F@ 5 0,930 1,330 1,560 1,380 1,480 1,336 d

4 (FR &) 2,000 2,460 2,220 1,800 1,410 1,978 cd
S5 (FR 7y 1,250 2,320 2,450 2,170 1,330 1,904 d

& (FQ B) 1,620 2,240 1,980 2,430 1,410 1,936 c

7 (F@ %) 1,780 3, 600 2,780 2,010 2,530 2,540 hcd
8 (FQ 10) 3,450 5,970 3,190 3,590 5,380 5,308 ab
? (FQ 11

10 (FG 123 2,440 1,360 1,250 2,070 1,390 1,702

11 (PRI 4,000 2,506 2,150 1,550 2,310 2,502 bed
12 (FQ 16} 1,490 2,630 1,850 16,820 4,160 5,355 a
13 (FB 17 1,780 1,300 2, 080 2,450 1,727 d
13 (FQ 18) 1,660 1,440 2,612 2,620 1,998 cd
15 (FR 15 b, 050 1,550 3,050 o, 3¢ Ty 44L abod
16 "FC 32) 1,340 2,3%¢ 1,970 2,180 2,110 cd
17 (FQ 253 3, 250 S;otl0Q 4,310 3, 3E0 2,216 13
18 (FO 456) 4,110 DpR1D 1,560 2,050 2,84% bcd
19 (Nit J) 2,460 2,170 1,380 2,500 =316 bed
20 ¢ T + )

2t (T -}

NOTA: Los tratamientos que comparten una misma letra

se consideran iguales entre si.

Analisis de varianza

{ alfa = Q.05 )

fuente de variaci®n GL sC cH F F
Total a7 310,44016 0, 02163
Tratamientos 17 $9,88971 5,3758772 Z,00520

Error 72 210,355025 2,9243090
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TABLA 15 Resultados del peso seco de la parte adrea ( g}

Repeticiones

Tratamiento A B e o =3 Xt D
I (FQ 3} 1,305 0:710 1,045 1,485 1,905 1,290 ab

2 (FR &) 0,720 0,965 1,395 1,030 G, 825 0,987 abcd
3 (FQ ) 0, 5BS 0,437 0, &35 0,430 0,700 a, &37 cde

4 Fa &) 0,650 0,665 6,570 1,190 Q, 380 0,767 cde

5 (F@ 7 0,950 1,505 1,080 0,815 0,389 1,067 aboa
& (F 8) 0,950 1,135 0,775 1,370 0,740 0,994 abcd
7 ka7 1,005 2,740 1,405 3,855 0,65 1,374 a

8 (FQ 10} 1,990 1,415 G, 765 1,300 1,3%0 1,372 a

? FQ t1) 0,575 T, 419 0, 640 Q, 460 0,620 0,582 de

16 (FR 12 1,785 0,875 Q, 460 1,700 abc
11 (F@ 1T 2,370 1,421 0,835 1,160 a

12 (FR 16} G, 720 0, &20 0,580 1,110 bode
i3 (FGQ 17) 1,320 Oy P35 1,010 1,830 ab

14 (Fo 168} 0,930 1,095 0,940 1,925 ab

15 (FQ 19 1,580 0, 430 0,850 0,930 abcde
14 (FO 343 ©,815 1,230 1,180 1,020 abc
17 (FR 43) 0,76% 1, 300 0,995 1,440 avcde
1B (FD 46) 1,165 0,770 1,115 G, 800 bede
17 (Nit 3 7595 1,035 1,070 0,730 ab
20 (T « 2 0, 655 G, S0 0,410 1,490 cde
2t LT - 0, 485 0,430 3,510 0,565 e
NOTA: Los tratamientos gque comparten unae minma letea

se consideran iguales entre si. ( alfa = 0,05 )

Andlisis de varianze

fuente de variaciin GL sc joi ] = IS
Tatal 104 21,6513020

Tratamientos 20 B,1056680 ©0,4052834 2,5130000 0,0018300
Error 84 (3J,5456740 0, 1612575
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TABLA 14 Resultados de infectividad ¢y efectividad de

19 cepas de Bradyrhizobium japonicum
{ se expresa la media de 5 repeticiones )

Tratamientos No, de Masa Pesa/s FPeso seco
nodul os nadul ar néddulo parte agrea
t mg ) t mg 3 t mg )

1 (FO 3 Ty, ODO 175,100 1,788 1,290
Z (FR B 101,000 279,600 2,836 0,987
3 (FR Sy 74,000 96,100 1,334 0,637
4 (Fg &) &9, 000 138,700 1,978 Ll Y4
5 «(FQ ¥ 98, 000 177,000 1,904 L,067
& (FR 8. 75,000 137,700 1,238 0,994
7 (FB 9% 77,000 198,500 2, 580 1,394
8 (Fo 10) 59,000 238, 100 4,308 1,372
9 (FQ t1) 0,582
10 (FQ@ 12) 86,100 153, 600 1,702 1,107
1t Fe 13 &8, 000 144,300 2,802 1,321
12 (FQ t6&} 57,000 189,300 5,390 0,860
13 (FG 7)Y 88,000 145,700 1,727 1,195
14 (F@ 18 760,000 147,000 1,998 1,280
15 (FO 19y 55, 00Q 197,400 T, 846 0,937
1& (FO 343 74,000 148,400 2,110 1,104
17 (F@ 35) &G, 000 262, 200 4,214 0,972
18 (FQ 45) T, 000 210,300 z,848 0,858
19 (Nit 33 B1,000 193,300 2,316 1,284
20 (T + ) Q,768

21 (T~ 0,471




TABLA 17 Resultados comparativos del rendimiento en
materia seca y grado de

Tratamientos

%

Rendimientos

eficiencia

53

Grado de eficiencia

Experimentos

Anterior

Actual

QAN BUN-

Experimentos

Anterior Actual
(FQ 3 168
(FR &) 101 128
(F@ 5 92 a3
(FR &) 124 29
(F@ 7Y 129 139
(FQ  B) 110 129
(F@ 9 142 161
(FQ 10} 21 178
(FG {1) 79 75
(FQ 12y 164 144
(Fe 13} 112 18%
(FQ t&) 1S 112
(FO 17y J0 155
(FD 18) 135 1566
(FQ 19> 107 122
(FO 34) 111 143
(FO 45) 126
(FG 46) 111
(NiE 33 109 167
(T +) R

Altamente eficiente
Baja eficiencia

Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Baja eficiencia

Baja mficlencia

Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficlente
Altamente eficienle

Altamente eficiente

Altamente eficiente
Altamente eficiente
Baja eficiencia
Eficiente

Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Al tamente eficiente
Baja eficiencia
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Altamente eficiente
Al tamente eficiente

Criterioss:

Altamente eficiente > 100 %
= 1007 % 5
Baja eficiencia < 100 % y > T -

Eficiente

Ineficiente

<
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S.1 Pruebas bloguimicas de diferenciacidn

S.i.1 Los regultados obtenidos en 1la leche tornasolada,
citrato de Koser, sulfito de bismuto agar, medio de Bergensen
modificado y caldo Xilosa, indican que las cepas conservaron
las caracteristicas tnicialmente determinadas (tabla 3).

5.2 Pruebas de control
S5.2.1 Caracteristicas microscédpicas y coloniales

En las 19 cepas en estudio se observaron cocchacilos Gram
negativos y colonias con un didmetro menor a Z mm, Cremnosas,
convexas y opacas} caracteristicas que demuestran gue no hay
alteraci én alguna respecto a lo anteriormente registrado. Se
observé que las cepas en estudio dieron un desarrollo de
colonias evidentes a diferentes periodos de incubacion los
que fructuaron entre S y 6 dias lo que coincide con el tiempo
de incubacién para Bradyrhizgbium faponjicum que es
considerado de desarrollo lento.

l.os resultedos de la produccién de alcalinidad en extracto de
levadura manitol agar azul de bromptimol y de desarrollo en
glucosa peptaona agar pirpura de bromocresol coinciden con los
reportados inicialmente (Tabla 4).

5.3 Pruebas especiales
5.3.1 Actividad de hidrogenasa por reduccién del tetrazolio

En este ensayo con respecto a los resultados anteriores se
registré variacién en las cepas S y 11,

Es importante mencionar que la velocidad de sintesis de
hidrogenasa parece estar influida por el tipo de cepas vy
condiciones ambientales.

De este modo a los 10 dias, que es el tiempo recomendado por
el metodo (24) para efectuar la lectura, se observé gue las
cepas 4, 12 y 13 dieron lugar a colonias rojasj en tanto que
en las otras cepas, desarrollaron el color sélo las colonias
que estaban incluidas en el medio y las superficiales se
observaron blancas, lo que podria considerarse como un
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resul tado dudosp, por lo que se incubé por periodos hasta de
20 dias durante los cuales fue reducida l1a sal de tetrazolio
por las cepas 3%, &6, 7, B, 9, 10, 14, 17, 18, {9, 34, 45, 4& y
Nit J (Tabla 5).

5.3.2 Tolerancia a la salinidad

Se determind en S5 de las 19 cepas en estudio. Los resul tados
indican que todas 1las cepas crecen adecuadamente en
concentracion de O.1% de cloruro de sodio, en donde el
desarrollo fue similar al ocbtenido en el medio de referencia.

Soln la cepa 12 mostrd cierta tolerancia a la concentracion
0.5% en la que se registrd un comportamiento similar al

mnstradn con  concentraciones menores, en tanto gque a
concentraciones mayores adn cuando se registré turbiedad,
ésta estuvo dada por la produccidn de polisacédridos
extracelulares y ne por el aumento de la poblacidén

microbiana.

En estos casos habria sido conveniente efectuar la cuenta de
microrganismos viables a diferentes periodos de incubacidén
para determinar en forma confiable el aumento de poblacian.

ta eepa B fud la que mostrd mayor sensibilidad por lo gue ho
crecid en las concentraciones mas altas probadas (1.5-2.0 %),
observandose que en la concentracidn de 1% produjo abundante
polisacérido extracelular (Tablas 7 - 11 y graficas 2 - &),

S.4 Ensayos de invernadero

En las tablas 12, I3 y 14 se observa que la cepa 11 perdid su
capacidad infectiva. Encontrandose que este resultado esta
estrictamente correlacionado con el peso sece de la parte
adrea que resultd similar al testigo negativo,

En relacidén a las otras cepas probadas, todas conservaron su
capacidad infectiva y efectiva como lo demuestra la presencia
de nddulos y el mayor contenido de peso seco de la parte
adrea respecto al testigo 8in nitrégeno o testigo
negativo, (16,

La comparatidn de medias indica que las cepas en estudio
tienen diferentes grados de infectividad y efectividad. Sin
embargo el andlisis estadistico no mostrd diferencias
sighificativas por 1o gque no fué posible establecer la
.separaci dn de grupos gue  se esperaba, lo que indica que el
modelo estadistico utilizado no es 1o suficientemente
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sensible para detectar estas diferencias. (23),(Tablas 12 a
Y.

Considerando lo anterior la discusién de resultados se hizo
con base en la comparacidn de medias, a través de lo cual fué
posible corroborar los informes de la literatura referentes a
Qque una cepa altamente infectiva y que origina un mayer
nimero de nadulos y masa nodular no es necesariamente
eficiente en 1la fijacién de nitrégeno (10), en tanto que
existen cepas que dan lugar a un nimero reducido de nodulos
pero que an éstos la actividad de la nitrogenasa es muy
elevada lo gue se traduce en una mayor incorporacion de
nitrégeno y, mayor peso por nddulo y parte aérea de la
planta.

En la tabla 14 use observa que el ndmero de nodulos fructud
entre 5S y 101 por plantaj ta masa nodular varid de 96.1 a
279.6 mg por planta; el peso por nédulo de 1.3 a 5.3 mg vy el
peso de 1a parte aédrea resultd de 0.47 g vy 0.75 g en los
testigos sin nitrdégenc y con nitrégeno respectivamente, en
tanto que en los tratamientos inoculados fructud entre 0.58 g
y 1.42 g por planta lo gque corresponde a incrementos de 23% y
2017 respecto al testigo negativo.

La mayor infectividad corresponde a la cepa 4 con la gue se
obtuvo el mayor ndmero de nédulos y masa nodular, en tanto
que respecto a la eficiencia en la fijacién de nitrdégeno que
se evalud a través del peso por nddulo y pest seco de la
parte aérea, los valores obtenidos corresponden a 2.83 mg vy
0.98 g 1los que estan ubicados en la parte media de los
extremos obtenidos.

Ltos resultados del peso seco indican que las cepas con mayor
eficiencia en la fijacidn de nitrégeno corresponden a 2, 10 y
133 y como confirmacidn a los informes de la literatura en
1os valores obtenidos con la cepa 10 se observa una estrecha
correlacidén entre peso seco de la parte aérea, peso por
nédula vy masa nedular, en tanto que el nuimero de nddulos fué
de 59 que ctorresponde a los mads bajos obtenidos.

Una situacién similar se observa con la cepa S cuyo peso seco
de la parte aérea fud de 0.63 g, valor gue es superior al
testigo negative pero inferior con respecto al testigo
positive lo 4que indica baja eficiencia en la fijacioén de
nitrédgenn. En este tratamiento se observa que el peso seco de
la parte aérea, el peso por nédulp (1.33 mg) y la masa
nodular (94,1 mg) corresponden a los mds bajos obtenidos, en
tanto que @] namern de noedulos fué intermedio (74).

Respecto al grado de efectividad relacionado con el
porcentaje de incremento de materia seca respecto al testigo
positiva se tiene que de 1% cepas, 146 son altamente
eficientes, 1la & es eficiente y las cepas 5 y 11 poseen baja



eficiencia (Tabla 17).
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t.- Los resultados de las pruebas bioquimicas de
diferenciacion y de control permitieron corroborar que las
cepas pertenecen a Bradvrhizobium vy gque los resultados
actuales concuerdan con los registrados previamente.

2.— Los resultados de la hidrogenasa permiten recomendar a
las cepas 4, 12 y 13 para la produccidén de inoculantes.

3.~ Para este ensayo se recomienda optimizar la metodologia a
fin de eliminar el efecto de variacion en 1la tensian de
oxigeno que parece influir sobre la manifestacion de la
actividad de la hidrogenasa

4.— Los resultados de tolerancia a salinidad indican que las
cepas probadas no poseen esta caracteri{stica y gue por tanto
no puede recomendarse su introduccion a suelos con problemas
de salinidad. Se sugiere efectuar este ensayo con las otras
cepas.

S.— Para la cepa i1 se recomienda repetir 1os ensayos de
control con otras ampolletas a fin de comprobar si esta cepa
perdid sus caracteristicas por efecto de 1la liofilizacién o
este problema se origind al azar.

6.— Se observé correlacidn entre peso seco e hidrogenasa
dnicamente en la cepa 13. Es recomendable repeaetir esta
determinacién a fin de rectificar o ratificar los resultados
obtenidos.

7.—- De las 19 cepas en estudio se comprobé que 14 conservaron
su grado de eficiencliai en 2 de ellas se registrd variaciéon y
se galificé a 3 de ellas spbre las cuales no existia
informacidn previa.

8.— Para la produccién de inotulantes es factible recomendar
a 12 de las cepas probadas cuyo comportamiento ha permanecido
estable en cuanto a ipfectividad y eficiencia elevada en 1la
fijacidn de nitrdgeno
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lLos ceparios proporcionan un firme apoyo a laos profesionales
vinculados con la microbiologia y su aplicacidén en las
diversas Areas de la investigacidén, colaborando enh gran
medida al desarrollo de la enseianza, Jla ciencia y la
tecnologia.

La conservacidén y mantenimiento de una coleccién de cepas
implica la realizacidn de pruebas de rutina periddicas que
permitan corroborar las caracteristicas establecidas asi como
detectar posibles cambios de su actividad.

En la produccién agricola los microorganismos fi jadores de
nitrégenc han demostrado Jampliamente su beneficio, dando
origen al desarrollo de la tecnologia de produccion de
inoculantes cuya aplicacidn es cada vez de mayor significado
econdmico debido a la actual crisis energética.

Con base en lo anterior, una coleccion de cepas fi jadoras de
nitrdgeno implica un control de calidad en 21 mantenimiento
de ciertas caracteristicas que aseguren gque dichas cepas
tengan #xito al ser aplicadas en la agronomia,

Considerando la importancia de lo anteriormente expuesto vy
que dentro de las bacterias fi jadoras de nitrégenc las de
mayor importancia actual corresponden a las de la familia
Rhizobi aceae, en dode se epcuentra incluido el género
Bradyrhizobium; en este trabajo se expone 1a metodologia de
los ensayos de rutina empleados para el control de cepas y
los resultados que se obtuvieron al aplicarlos.

Estos incluyen nueve pruebas bioquiumicas y ensayos de
infectividad y efectividad gque se aplicaron a {9 cepas de
Bradyrhizohium japonicum que forman parte de la coleccidn de
cepas del Laboratorio de Microbiologia Experimental de la
Facultad de Quimica, UNAM.

Una prueba  adicional corresponde a la determinacién de
salinidad en S de las cepas anteriores.

Los resultados obtenidos constituyen una contribucidn para
alcanzar los objetivos establecidos en el Laboratorio de
Microbiologia Experimental en donde se pretende:

= Mantener y conservar adecuademente la subcoleccidn de cepas
de interés agricola

— Establecer el comportamiento de las mismas bajo diferentes
condiciones mediante pruebas especiales

- Integrar informacidén sobre caracteristicas generales y
especiales a fin de usarlas en los estudios realizados en
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la propia Facultad o de distribuirlas a otras instituciones
para apoyar actividades de docencia, investigacién o para
81 uso industrial y agricola.

En este estudio se verificé mediante los ensayos rutinarios
que los métndos utilizados en la conservacidén y manejo de las
cepas es el adecuado, detectdndose, variacién en una sola de
las cepas.

8e incorpord informacién acerca de la tolerancia a 1la
salinidad de 5 cepas.
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GLUCOSA~-PEPTONA—-ABAR

Glucosa 10.0 g
Peptona 20.0 g
Nall 5.0 g
Agar 15.0 g
POrpura de bromocresol 10,0 ml 7/ 1
(salucieén alcoh. %)
Agua destilada 1000,0 m!
pM 7.0

Vincent J. M. 1975
LECHE TORNASOLADA
Se hidrata con agua destilada estéril
105 g 7 1000 ml de agua
pH = 7.0
CITRATO DE KOSER
Fesfato monopotdasico 1.0 g
Fosfato de sodio vy amonio 1.5 g
Sulfato de magnesio 0.2 g
Citrato de sodio 3.0 g
Ague destilada 1000.0 ml
Vincent J. M, {775

AGAR SULFITO DE BISMITOD

Se hidrata con agua destilada esteéril
S2 g /4 1000 ml de agua

Después de hidratar este medio no se esteriliza.
debhe de prepara el mismo die de la siembra,
reposar durante dos horas después de la preparacion

70

Se
dejar



MEDIO MODIFICADO DE BERGENSEN

Lactosa 5.0
KNOx 1.0
MgS0a 7H=2D 0.1
Na:aHPOa o.i8
FeEDTA(O.25%> 10.0
MnSGa (33.5%) 0.2
NaCl 0.1
Mani tol 10.0
Extracto de Ievadura G, 4
RoJo congo (Sol. ac. 131400) 10,0
Agar 15.0
Agua destilada 1000, 0
pH .8
0.2 g
NaCl 0.1
tHani tol 10,0
Extracto de levadura c.4
Rojo congo (Sol. ac. 1:400} 10.0
Agar 15.0
Agua destilada 1000,0
pH 6.8

Vincent J.

300 g0
=

sO3vo0a
=

™

a300@
EA

ml

M.

1975
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ELMAAB. Extracto de Levadura Manitol Agar Azul de Bromotimal

KaHPOa

MgSOa 7Ha0

Nar1

Manitol

Extracto de levadura
Azul de bromotimol
(Bol. alcoh. 0.5%)
Agar

Agua destilada

pH

Vincent J.

M.

1975



CELX.

MEDIC

CALDO EXTRACTO DE LEVADURA XILOSA

Xilosa

KaHPO.

MgB80as 7H20

NaCi

Extracto de levadura
Rojo de fenol

(conc. 0.018 g /7 1)
Agua destilada

pH

_
copo0p®

Do OhmNUO
@
[-X-X-K-F-x-]

_
o
(o]

e8

3
=

SINTETICO PARA REIMWCCION DE TETRAZOLIUM

NaaHPOa 0.15
CaCla ZHa0 0.15
19504 7H=0 0.25
NaFeEDTA ©.028
HnS0a. 7Ha0 0.010
HsBOx 0.010
Blutamato de Sodio
Inositol

Extracto de levadura
Arabinosa

Sacarosa

Gluconato de sodio
Trifeniltetrazolium
Agar

Agua destilada

pPH

300NCENOO0GoOayp

o

on
NOOoOOMNOmO

2

oCco~udoo-ou

/
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BOLUCIONES FARA LA COLORACION

BOLUCION A (CRISTAL VIOLETA)

Crital violeta
Oralato de amonio
Alcohol absoluto
Agua destilada

SOLUCTION B (LUSDL)
Yodo
Yoduro de potasio
Aluohol absoluto
AAgua destilada
SOLUCION C (ALCOHOL YDDADG)
Solucién de vado (B)
Alcohol absolute
SOLUCION D (SAFRANINAY
Safranina

Etanol
Agua destilada

DE BRAM

1.0
2.0
25.0
100.0

2.5
1G.0
100, 0

ml
Ml

ml
ml

mi
ml
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SOLUCION NUTRITIVA DE JENSEN

CaHPOL

KaxHPD«

MgS0s 7H=0

NaCl

FeClxs

Agua destilada
Micronutrientes
pH

Micronutrientes

HxBOx
MNS0a
ZnS0a.
NazxMoOa
CuS0a

CAL DO EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL

2

o
=00000=

74

COC=NNNO
-

13300000

0.002 %

Medio utilizado para la prueba de tolerancia a la

salinidad

K=HPDa

MgSO04 7H20

NaCl

Mani tol

Extracto de levadura
Agua destilada

pH

Se afade la cantidad de NaCl
diferentes concentraciones usadas
1.0%, 1.5% y 2.0% de NaCl)

1

10006, O

deseada para
(0.01%,

0.5

0.2

Q
a
0.0 g
C.4 g
m

=

7.0

abtener las
S.1%,  0.5%,
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