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X XNTRODUCCJ:ON 



En la producción agrícola la asoc:iación simbiótica R!Jizobium-­
l~wninosa ha demostrado ampliamente su beneficio, y ha dado 
or:lgen al desarrollo de la tecnología de producción de 
inoculantes cuya aplicación es cada ve;: dl2' mayor significado 
económico débido a la actual crisis energética. 

La conservación y mantenimiento de una colección de cepas, en 
la actualidad, es de gran importancia, ya que la formación de 
un cepario con un criterio estricto de control du la pur-eza y 
actividad de las cepas seleccionadas proporciona un firme 
apoyo a los profesionales vinculados con la microbiología y 
su aplicación en la<s diversa• .areas de la investigación, 
colaborando en gran medida al desarrollo de la enset>anza, la 
ciencia y la tec:nologLa. 

En Hitxico existen varias instituciones de ensa.ñanza e 
investigación que realizan el mantenimiento y digtribución de 
cultivos microbianos, sin que exista un organismo o.ficial qun 
rija las. condiciones bajo las cuales debPn s~r dist:ribuidas. 

Con base en lo anterior una colección de cepas fijadoras 
simbidticas de nitrógeno, implica un manejo profesional que 
garantí ze el nianteni mi en to de aquellas caracter l sti cas 
esenciales que permiten que dichas cepas tengan ~xito al ser 
aplicadas en la agricultura. 

Los principales m~todos de conservación que s~ aplican a lofi 
cultivos microbianos son varios y entre el los se tienen: 
rtrlrigeracidn, liofilización, gel de sllice y suelo estéril. 
La mayorta de e5ta~ técnicas de conservación no tienen una 
confiabilidad total ya que las c.;1racterlsticas t:lpicas de las 
cepas pueden variar en periodos prolongados de tiempo, de ah! 
la ift'lportancia de llevar- a cabo una serie deo pruebas 
periódicas para el control de la colección. 

Considerando lo anterior y la importancia de B.IJ.~zobium y 
Bradyrhizobium en la agricultura y de que el éxito de su 
introducción depende dC!' la uti 1 izaci dn dC!' cepas debidi!ll'lttmte 
seleccionadas y conservadas, l!'f'l el presente estudio se e>1pone 
la metodologla que se emplea para efectuar el control de una 
colección de cepas de Bradyrhizobium. Esta implica ensayos 
de labor,utorio que permita detectar en forma r.!.pida problemas 
de contaminación as{ como la pérdid..t de alguna de las 
características fisiológicas. Ast misino se incluye la 
metodología empleada a nivel de invernadero que constituye la 
base de la caracterización de la bacteria y de la selección 
de cepas para uso industrial y agricola. 

Estos ensayos fu~on aplicados a la subcoleccidn de cepas de 
intlff"'•5 agrícola e><lst.ente en la Facultad dl!t Qu:l.mica, UNAH, 



lo que nos per.nitió corroborar que el método de conservación 
empleado en esta Institución e. el adecuado, comprobAndms.~ 
que las cepas conservadas han retenido su9 caracter;sticas 
iniciales. 

Por otra parte a cinco de las cepas en est~dio se les realizó 
un ensayo adicional que en la selecci On de cepas es 
considerado c0at0 criterio secundario pero que es de gran 
interés en la aplicación a nivel aQrLcola. De e5ta manl?f"a 
con la realización de técnicas de rutina se enrique-ele t .. 
in-formaciórt con los resultados de la prueba que se llevó 
cabo pDf"" primera vez. 
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2.1 Características de Bra.dyrhizobium iapgnicum. 

Las bacterias del género Bradyrhizobium son bacilos de 0.5 a 
0.9 X 1.2 a 3 micras, son Gram negativos, móvilas mc-diante un 
flagelo polar o subpolar, aerobios, no producen i:?sporas. En 
cultivos vi e Jos o bajo candi e iones adversas de cr-eci mi en to, 
incluyendo bajas concentraciones de calcio y magnt!sio, las 
células se tiñen en bandas d~bi do a que acumulan poi i -(1-
hid.roxi bu ti rato ... 

Su tE?mperatura óptima de crecimiento e~ dE> 25 - 30 "C: 
embargo, alguna5 cepas toleran temperatura!> de 30 - 42 •e, E!l 
pH dptimo varia entre 6 - 7 aunque puede ser- mas bajo 
trat.lndose de cepas de suelos .\ci dos. Las colonias 
circulares, blancas raramente rosas, convexas, cremosas y 
opaCoil.s, no e>eceden de un milímetro do di.1.mc>tro. 
considerada como una bacteria de crecimiento lento puesto que 
su desarrollo en medio extracto de levadura mani tal a.gar rojo 
congo se observa despues de 5 - 7 dias de incubación a 28 °C. 

Son quimioorganotróficas y utilizan coreo fuente de carbono 
diversos carbohidratos entre ellos1 glucosa, galactosa, 
gluconato, glicerol, fructosa, a.rabi nosa y mani tol. La 
maltosa es utilizada por un 107. de las cepas, y la lactosa, 
ramnosa, sacarosa, dulci tal y dextrina son raramente 
usadas. (21,22,30). Las sales de .leidos org.!nicos tales comos 
fuma.rato, malato, succin&J.to, citrato y piruvato so,"\ 
uti 1 izadas ünicamente cuando en el medio basal e>< i ste 
suficiente ca y Hg para inhibir l&J. acción de estos .\cides. 

Producen un poi i sdc.!r ido extracel ul ar, no producen ácido 
sulfhídrico y no forma precipitado en un medio de 
glicerofosfato de calcio, no hidroliz.an la. casein.:i. y el dgar, 
no requieren vi t&J.min;J.S excepto 1 a bi oti nd, l d cual td.mb l e-n 
puede ser inhibitorid para algunas cepas. 

Bradyrhizobium iaponicum presenta paco o nulo crecimiento 
un medio que contenga 27. de clorura de sodio. 

Como fuente de nitrógeno uti 1 iza preferentemente las sal es d"° 
ClRK>tlio, dunque también emplea ni tratos y algunos aminoácidos 
tales ColftO glutamato, histidina, aspartato y prolina. La 
peptona es pobremente uti l í zada a excepción de algunas cepa!:> 
aisladas de Lotonpnis. 

La iomunodi f:usi ón revela que no se comparten anti gen os entre 
bacterias de crecimiento répído y bacterias de crecimiento 
lento y este comportamiento se observa con los antígenos 
som-Aticos y los antlgenos flagelares ya que en ambos 
son di f~e-ntes. 
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Algunas cep•s de Bradyrht zobium son resi..itentes a cier1.os 
antibi óti ces entre el 1 os• tetraci e 1 i nas, estreptomi ci n• s, 
penicilina G, viomicina y vancomicina, y su resistencia va1·ia 
de cepa a copa. Así mismo se reporta que algunas cepas 
inhibidag, con D-alanina. 

Est.os organismos se encuentran en forma libre en el sue' o, 
presentandose como cocobaci los Gr-am ner;1ativos. Se 
car-a.eterizan por invadir lo~ pelo& ritu:hculal"'e5 de plan ;as 
lei;¡uminosas de zonas tropicales y algunas templaJas 
llevándose a cabo la formación de nódulos radiculares. Al 
localizarse la bacteria como simbionte intracelular, adquic>re 
la forma de bastos o clavas y se le denomina bacteroi :te. 
Estos bacteroides 5on los repensa.bles de l~'.1 fi jo.ción el 
nitrógeno atmosférico, procedimiento que consiste en lo. 
reducción del nitrógeno ulemental a amonio que e.os una fcrma 
qulmica utilizable para el vegetal con el que e ta 
asociado. C20,34). 

2.2 Ta>tonOfllía. 

En la octava edtcion del manual de Bergey 0974> la fam li.a 
Rhizobiaceae incluye dos géneross Agrobacl~rium y 8.h.ll.22..!..lli!!.J 
éete óltimo esta ubicado en la parte VII abarcando tedas 
aquellas especies capaces de establecer una simbiosis de 'ipo 
mutualista con las leguminosas. Esta clasificación taxonórrica 
de las especies -se basa en la capacidad de infección d•! un 
determinado tipo de leguminosa'.!. con la consecuente formación 
de nódulos. C15) 

Graham citado por Elkan, ClSl, e1<puso las limitaciones de 
est.a clasificaciónt 

a> Infección cruzada: Los rhizobia que infecta1 un 
grupo de 1 egumi nasas son capaces de i nfec:tar y nodul a~ 
plantas de grupos afineSJ este efecto se ha observad> 
forma inducida y natural. 

b} Datos insuficientes de nodulaciOnt El manual de 
Bergey menciona que de 14000 especies conocida5 de 
leguminosas solamente del 8 al 9:Y.. han sido estudiadas d"sde 
el punto de vista de nodulación y solamente del 0.3 0.4 
estan estudiadas con re~pecto a ~U'!:> relacione~ simbiótic:l.'I • 

e> Escasez de datos bioquímicos: Muchos de los e.ates 
bioquim.i.cos derivan del estudio de nú.meros r"educid s de 
cepas, dificultando lo.. generalización del signif cado 
ta><onómico de diferencias bioquimicas. 

L6hnis y Hansen en 1921 di..,idieron el género Rhizobium er dos 
grupos• Allen y Allen introdujeron en 1950 ~l término 
crecimiento r.!pido que comunmente era asignado a los rhi. obia 



asociados con alfalfa, trebol, frijol y chícharo debido a que 
en el medio de cultivo et<tracto du levadura manito! agar 
crecen mucho m.is r.lpido que las aislcidas de soya, chícharo de 
vaca y lupino a las que Sl? denomina de crecimiento lento. En 
el manual de BerQey clasif.ican a los dos grupos con base en 
su velocidad de crecimiento teniendo que las cepas de 
crecimiento rápido alcanzan su m.!>eimo desarrollo en 3 a 5 
dí as, dentro de las cual es os tan: R tri fol i i R 
l equmi ngs.,..rum R. phasmnl i y R mel i l gti • y se el asi f i can 
como pertenecientes al grupo J en t.:..nto que el grupo JI 
incluye a las especies d~ crecimiento lento alcanzando ~u 
mA><imo desarrollo en un periodo de 5 - 7 di.as entr~ las 
cuales tenemos a R iaognicum y ~-<15). 

Las diferencias entr-e Rhizobium de crocimiento r.1pido y la& 
de crecimiento lento también fuer-on b;t5ad,'1s en: 

- Evolución de la simbidsis <Gr-aham 1964, citado en 20). 

- Utilización de carbohidratos <Skotnicki y Rolfe 1978, 
citado en 20). 

- Estudios metabólicos <Hartínez - de - Orets y Arias 1972, 
citado en 20). 

- Cambios en el pH del medio e>etracto de levadura manitol 
agar (Vincent 1977, citado en 15) 

- Composición de bases del ~cido deso>eiribonuléico 
<flagelación (De Ley y Rossel 1965, citado en 20) 

- Serología <Graham 1963, Humphrey et. al. 1973, Vincent 
1977, Vincent y Humphrey 1970, citado en 20) 

Otros estudios tñ>eonómicos de Rhi zobi um incluyen: 

- Hibridación de .leidos nuclé-icos CG1bbons y Gregory 1972, 
citado en 20> 

- Composición prot~ica CRoberts et. al. 1980, citado en 20> 

- Composición del polisacárido e>etracelular <Dudman 1976, 
Dudman 1978, Kennedy 1976, Kennedy y Bailey 1976, citados 
en 20) 

- Sensibilidad a bacteriófagos <Napoli et. al. 1980, citado 
en 20) 

- Tipo de cuerpos de inclusión bacteroide CCraig et. al. 
1973, citado en 20> 
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- Sensibilidad a lo& antibióticos <Strzelcowa 1969. citadr.. en 
20) 

Ligan an 1982 mediante Ja hibridi".ción DNA-DNA raal:izó 
estudios de ta>conomia genlltica de rhizobia ai!llado de 
chícharo de vaca, indicando que éste grupo compr1rnde di versos 
organismos promiscuos los cuales han sido incluidos 
tr•di ci anal mente en si &tl!!mas de i nocul ación cruzada. El 
rango de hospederos de rhizobia de c:h:lcharo de vaca es amplio 
e incluye una gran variedad de leguminoBi\!l tropicales as:I' 
como el cacahuate que es de i mpor-tanc:i a agrícola. Los 
resultados indican que los rhizobia de chícharo de vaca son 
genfti camente diferentes y que la mayor la de 1 os aisla.dos no 
pertenecen a I a misma espect e. Estos datos sugi e-ren que 
probablemente se trate d& varios generes~ 

En vista de lo anter-.acr y la importancia de Rhizpbium, la 
taxonom{a de este gf!nero fué revisada a fin de reubicarlo y 
en el Bergeys Manual of Sistematic Bacteriology (20) aparece 
rhizobi• dentro de dos géneros separados1 ~ y 
Br-:adyrhi +pbf um. 
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CARACTERIRTICAB DE RHIZOBIUM Y BRADYRHIZOfil.!.ll:1 

Cri ter-~os 

1.- Capacidad de nodulaclOn en 
J egumi no5as 
independientemente de que 
fije o no nitrógeno. 

2.- Infección 
a> Leoumi nosas tropical es 
b) Leguminosas templadas 

3. - En ELHA producen 
a) Acidez 
b) Alcalinidad 

4.- Crecimiento en ELMA 
aJ R.1pido 
b) Lento 

5.- Flagelación 
al Peri tri ca 
b) Subpolar 

6. - Carbohi dratos de preferencia 
a> Pentosas 
bJ He>eosas 

7.- pH óptimo 6.0 - 7.0 

Bradyrhi zobi um 

Actualmente Jordan C20J en el manual de Bergey clasifica a la 
familia Rhizobiaceae cuatro gtneros: Rhizobium. 
Bcadyrhizobium, Aqrpbacterium y et.!.i.LI...Qg~. 

El género Rhizpblum comprende a tres especies reorganizo.das 
comol R. leguminosarum, la cual contiene tres biovares 
Cbiovar tr::.i..f.2lJ.. biovar- ~ y biovar ~> 1 ~ 

O'.lftl..i..!..; y ~- Los miembr-os df:!' t::r'ecimiento r.ipido dE! 
rhi zobi a de chícharo de vaca y 1 os de 1 upi nus han si do 
incluidos en la especie de ~· El nuevo género: 
Bradyrhizodium tiene una especie bien clasificada ih_ 
Japonicum que incluyg a las cepas que -formaban a R. Japonicum 
m-'.g los miembros de crecimiento lento de rhizobia del 
ch:I: charo de vaca. 
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En la siguiente tabla se re5umen la!!!o carac.teris.tlcas mA$ 
i111portante5 de lds géneros de la familia Rhi~obiaceae <20). 

CVKlllf"btltH 

l.- Arr .. 1a fh1tlu 
ltlnolrlto 
lirfatrlco 
Ptrltrita 

2.- Prod11CtUt1 ff 11U.ll'll 
en rilen 

3.- Prodvtdh 61 nihlM 

4.- ldbidad d1 h 11llr09t'l'llU 

5.- .-uU1d :ian lalthr 
.i,..trofl• 

•·- Prodllttn J utalu.tflH 

7.- Cndaisto r&,llkl l!I n.M-

8,- kHuU• dtaliH em effia 
u11urdo 

lt.- 6h1u11os t-2 en ti pollwdri'° 
ntnceluhr 

t2.- 'f. en tt1l tle iJll1t1l111 y cilodu. 
dt\ kUo d1"S01irU10MCUiu 

... 

.. 
...... ...... 

11 lutdonn dlfE'ftnlH e. nrlu tullflOlhs ltsf'Kin de un tlntl'o o ,1ntt~ dt una fullhl 
d1 1'o ourn tn forN n1l1tr1l. ee,u tOdlfiudH 9enlUcutntt putden prodlltlr nld1.1lot y 

pedtn ltl\tr atH'fidd adhidul dt la nilroqftllH 
!I CmzlrDY!f'ShJ 
QJ Colciniu deo 2-4 •· lle dibttro tn llll perlado dt 2-l din 1 78 'C 
h1 Puede haffr diftnndu fflln upn de lllJunH espedn 
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2.3 Ensayos de cd.racterización de ~~~l!!!l 

Cocno se indicó en las paginas antcriort;<t:> la característica 
determinante da 105 i;i~nero'!> Rhizobium y Br<1dyrhizobiurn o~ la 
referente a la capacidad de infectar- legumino5as y formar 
nódulos en las ra:l.ces de las mismas. 

Por lo que la caracterización de los g~nerog de la familia 
Rhizobiaceae se bas.i en l::!nsayos de infección y nodulación. 
Sin embargo cuando se efcctua el aislamiento lClS prueba!!t 
bioquímicas se utilizan frecuentemente ensayos 
presuntivos que permiten seleccionar de un gran nómero de 
aislamientos a aquellas que p,-obablemente pertenecen a la 
familia o género de i ntcr és y eliminar a l <.\~ cep.l5 ai sl <ld<'l.S 
que presenten c:aracter.isticas bioqul.micas atípicas. Estos 
ensayas bi oqui micos preliminares o.frecen la vE!'ntaja de 
reducir el tiempo en que se obtienen resultados. debtdo a que 
l.~ serie completa dE:!' bioquímicas requiere? de un período de 15 
dt.as 7 en tanto que lci prueba de infección se obser"a después 
de los 30 d:las. 

Por otra parte las pruebas bioquímicas aplicadas en forma 
periódica para la conservación y mantenimiento ·de una 
colección de cepas permite corroborar las características 
propias de la cepa en estudio, as.i como detectar posibles 
cambios de su acti,..idad. Estos ensayos de rutina también 
permiten detectar lo prl!sencia de c:ont.aminar1te .. ,:,. 

Con fines de control de cepas de col ecci On es rec:omendabl e 
efectuar las pruebas bi oqu:l micas y l .as pruebas de 
invernadero. Las primeras permiten per {.odas cortos 
detectar cualquier posible cambio y con las segundas se 
comprobará el mantenimiento de otras características tales 
como grado de infectividad y efectividad en la fijación de 
nitrógeno. 

Las pruebas bioquímicas más comunes para la c.aracterizaciOn 
pres.un ti va y control de ct:>pas del g~nero fk;or:lyrhi 7ohi L1m 

corresponden a 1 

1. - Desarrol 1 o gl uc.osa-peptona-ag'lr-pUrpura de 
bromoc:resol 

2.- Roacción en la leche tornasolada 
3.- Desarrollo en citrato de Koser 
4.- Desarrollo en agar sulfito de bismuto 
5.- Hedio modificado de Bergensen <Utilizac.ión de 

manganeso) 
6.- Desarrollo en eKtracto de levadura manitol agar 

rojo congo 
7 .. - Rel'acción 4cida o alcalina en e)(tracto de levadura 

mani tol agar azul de brcmotimol 
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a.- Utilización de Xilosa 

Una pruet:ia adicional correopondc AJ 

9.- Ac:tividad de hidrcgeria&a por raduc:clón del 
t:etra%olio 

2.3 .. 1 Oeserrol lo 
bromocresol 

Qluc:osa pepton01 aq.a.r pUrpura d~ 

Este medio es ótil pilra determinar la prcsenci.<t de 
contaminanta-s ya que ~9to!!> se deearr-ol lan en fcrm.a abundant~ 
en peri.odas de 2'4-40 h. acidificando el medio por la 
utilización de la glucosa, lo qua determina el vire dol 
indicador. c:sat 

Bcadyrhizgbium Sapgoicum se c:arac:t.eri::a por proauc1r un 
e?Scaso o ningl1n dei;¡.arrotlo en este medio despué5 de 24-48 
hrs. a temper.atura de 2a "C, debido a que ''º os capaz de 
utiliz•r eficientemente a. la peptona como fuente de nit:.róg~no 
por tal motivo l• prueba &e debe de leer 24-48 h. 

Este organismo ut.tllz:a como Unico fuente de nitrógeno o 
fuente supl eme-ntar i a et amonio. Al gun.as c::epas son i ncap.ac:e-s 
di:! u5ar el nitrógeno inorg..'inico y generdlmante se de-sarr-ollan 
con aminoác.idos simples c:omo por ejemplo; el t.cido glut.ttmico. 

2.3.2 Reacción en la leche tornasolada 

Es empleada como prueba difere-ncial de bacteri<'!-s: 
fermentación de la lactosa, l.a caseólisis y 11'. coagulac.ión de 
1 a t.asetn.;i;. 

A la leche se le aí\'ade- el indicador tornasol para detectar 
cambio~ de pH en el medio, este indicado,... tiene la ventaja, de 
ser reducido rápu.:lamente por e.ter-tas bacter-ias a su forma 
incolora cuando se trata de una rtH1cci.6n át:ida y cuando se 
tra.ta de una racc:ión alcalina el mto>dio se tol""na de color- .;.:ul 
<tornasol mils oscurol. 

Las bacterias que f-ermentan con r-apidez la lactosa producen 
sufic.ienta acidez para precipitar ó coagular la CC·5~ina la 
cual es una proteina.. c:apa:z de reaccionar como Acidt1 débil 6 
base poco energ~tica.. Algunas ba.ct.erias tienen la c-apacidad 
de segregar una enzima paracida a. la renina capaz de 
h1dro11.zar la catoei.na tra.sformt.ndola en paracaseina ~ol.uble y 
en cu@rpo similar la peptona. La paraca&e!na soluble 
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reacciona entonces con las sale5 c.ilcicas disueltas y se 
forma un precipitado de paracaseinato de calcio, el 1 i qui do 
claro que r-odea el coágulo de paraca5ein<" se 
suero. (11, 19) 

Las especies de Rhizobium producl?n la reacción alcalina con 
formación de zona de suero, mientras que las de 
E!radyrhizobium producen una re.acción ~lCdlin<J. sin formución 
de zona de suero. < 17> 

2.3.3 Desarrollo en citr.;1.to de Kosl?r 

El citrato es intermediario del ciclo del .ici.do 
tricarboxílico, Bradyrhizobium japonicum Uene este ciclo 
activo CKeele et. 1969, 1970; Nulogoy y Ell<-an 1977, citado en 
15). Sin embargo al estudiar 36 cepas de B. japonicum se 
observó que ninguna utilizó citrato o malato y solcJ.mente dos 
crecieron bicm con succinato; y que de 11 carbohidr-alos 
difert:!-nle!:> int~rmli'dicu'"lO~ del ciclo del ácl.do 
tricarbo><ilico solo emplearon 8; en tanto que Rhizobium 
ttU.2.lll y Rhizobium li::.>guminos<lrum utiliaron 20 de las 
fuentes de carbono probadas <Elkan y 1-.'."wik 1977, c:itado 
15). 

Tuz.imur~ y Heguro en 1960 estudiaron la o><idación de .... arios 
carbohidratos e intermedi.Jrios del ciclo tr-icarboxílico por 
B..-adyrhi zobi um iaooni cum praveni entes de nódulos de soya y 
compararon su desarrollo con un cultivo de B. japonicum 
conser-vado en succinato o glucosa. El 1 os concluyer-on que 1 a 
fuente de energía de 8radyrhizobium en estado simbiótico 
pr-opor-cionada por ácidos or-gAnicos per-o no por- carbohidratos. 

De este modo el medio de cultivo de citrato de Koser- of..-ece 
un buen sustrato para detectar contaminantes, los que 
utilizan el citrato como fuente de carbono y se des.:1rrollan 
en periodo& de incubación cortos produciendo turbiedad. Solo 
en casos raros ésta es producida por s..-·adyrhizobium pero 
necesita de periodos de incubación más 1 argos. 

2.3.4 Desarrollo en agar sulfito de bismuto 

Permi le detectar- la acción en:;: i máti ca sobre 1 os aminoácidos 
que contienen azufre, el cual es liberado como dcido 
sulfhídrico y éste al precipitar al bismuto produce un color 
negro de sulfuros de bismuto. 

Algunas especies bacterianas heterotróf i cas son capaces de 
efectuar esta reacción. La enzima responsable de esta 
actividad es la cisteinasa. <11,19} 
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Altgunos organig,mos cultivados en un medio orgolnico que 
contiene peptona reducen el azufre por hidrogenación, 
produciendo el gas H:..S. Por lo tanto dicho gd.s puede ser 
pr-oducido por la reducción de una fuente de azufre inorgánico 
como el tiosulfato <S:zO,,,.) o la reducción de azufre orc;;i.l.nico 
proporcionada por el grupo funcional R,-SH del aminoai;;ido 
cisteina el cual se encuentra en la peptona. 

El .icido sul<hfdrico es un ga~ incoloro que al entrar ~n 
contacto con ciertos metales como plomo, hierro o b1 5muto 
forma con ello!!. !iUlfuros los cualh's su m<lnifiestan como un 
precipitado negro insoluble. 

Bra.dyrhizobium fé1;pontcum 'Se c""racteriza por no producir o 
producir muy poco Acido sul fhidrica. 

2.:S.5 Medio de Bergensen modifica.do <Utilización de 
manganeso) 

La utilidad del mangane1So adic:ionado a un medio de cultivo 
que contiene lactosa para diferenciur Bradyrhi2obium de 
Agrobastgrium es una pr-ueba de gr-an importancia debido a quo 
Aarpbac;terium es el contaminante mJ.s com\ln y semejante a 
Bradyrhizobium y por lo tanto ocasiona confusiones durante 
los procedimientos rutinarios de aislamiento. Clark (8) 
propuso una modificación al medio de Berge-nsen <4> que 
contiene lactosa y 20 m. e. de Mn/l ¡ éste permite el 
desarrollo de todas las especies de Aqrot?acterium y exclye a 
Bradyrbi zobi um. 

2.3.6 Desarrollo en extr:. ... 1:.o J;¡ levadura manitol ag .. u­
congo 

Este medio favorece el desarrollo de los g~nercs ~y 
Bradyrhizgbium y permite di-fer-enc1arlo!ii y_. que ~ tiene 
crecimiento rápido desarrollándose en per-1.odcs de :S a S días 
en tanto que Br<ldyrhi •gbi11m que corresponde al grupo de 
crecimiento lento se desarrolla después deo S a 7 df.as. (20> 

·El ml!dio es B.decuado b.isicB.mente par<l determinar las 
características macrcscópi cas de ambos grupos. También 
podemos detectB.r- la presencia de contaminantes ya que éstos 
toman el colorante, manifest.tr.ndose una coloración roja muy 
intensa en la.s colonias. 

Br.ndyrhhgbium iagontcum 
caracteristicas m•croscópicas: 
di.imetro, blancas, convexas, 

presenta 1 as sigui entes 
colonias menores de 1 mm. de 
cremosas y cpacasf y 1 as de 
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lisas y 

2.3.7 Reacción d.cida o alcalina en extracto de levadurd 
ma.ni tol agar azul de bromoti mol 

Esta prueba se utiliza para diferencia.r a Rhizobjum (que es 
capaz de degradar al manito! hasta d.cido lo cual se observa 
con un viraje del indicildor a amarillo) de Bradyrhizobium 
(que produce alcalinidad obser-vándose un viraje a azul debido 

a que puede llevarse i! cabo un desprendimiento de amonio 
durante el meta.bol ismo de co1npuestos probH cos. <28, 37) 

2 .. 3.B Utilización de Xilosa 

Se utiliza pif.l''"cJ diferenciar a Brai.Jyrhizob1um 1aponicum - que 
no produce acidez - de Bradyrhizpbium sn Clupinus) - que si 
la produce - • C 14) 

Cuando la Xilosa no es deg..-adad• a acido sino a otro tipo de 
compuesto el medio se observa de color rojo en tanto que 
cuando se lleYa a cabo la degradación a .tcido se observa un 
viraje del rojo de fenal a amarillo. 

2. 3. 9 Acti Yi dad de Hi drogenasa o Reducción del tetrazol i o 

Durante la reducción d~l nitrógeno a amonáac:o se produce 
simultáneamente hidrógeno gaseoso, lo que constituye una 
pérdida de energia. En relación a l!-sto se ha observado que 
algunas cepas de Brady(hizobium japonicum disponen de un gen 
determinado llamado hup- 1 que permite que las bacterias 
sinteticen la hidrogenasa, enzima que cataliza la disociación 
del gas en protones y el ec::tr-ones y éstos son reuti 1 izados en 
el proceso de fijación de nitrógeno. Se ha reportado C2) que 
aquellas cepas que poseen este gen son mc'\s eficientes en la 
fi Jaci dn de nitrógeno. 

Est".a prueba es i mport.:mto por qui=- indirectamente ayuda 
evaluar la fiJctción de nitrógeno por Bradyrhizobium 
iapooic:um, ya que la actividad de hidrogenasa es directamente 
proporcional a lu cantidad de nitrógeno fijado C27>. 

En esta prueba se utiliza el reactivo clorhidrato de 2,3.5-
trifenil tetr-azolio el cual es reducido por la hidrogenasa. 
Las colonias se aprecian de color rojo encendí do si se 11 eva 
a cabo 1 e. reaci...i ón. <24 > 
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Clorchidrato de 2,3,5-
tr i feni l tetrazol Lo 

(amari 11 o p.11 i dol 

2.3 .. 10 Infectividad 

IB 

Tri.fenil form-..:An 
CroJo> 

La inoculación de la bacteria en semilla5- de Glycine ma}( 
constituye la prueba más importante en la identificación de 
B. 1aogntcum. La aparición de nódulc.is er. las raict?S confirma 
que la bacteria inoculada corresponde al género de interés. 

En este ensayo se emplean bolsas de plástico ó j.:i.rras de 
Leonartf contenJ endo un sopor te i ne..-t~ y una solución 
nutritiva carente de nitr-ógeno, en estas unidades 5e colocan 
las semillas de la leguminosa y se inocula con la bacteria iJn 
estudio. La formación de nódulos permite comprobar que In. 
cepC\ de c:ulec:ción ha conser-va.do su carc\c:teristica 6 bien la. 
identificación de bacterias que se incorporaran la 
colección. 

Con este tipo de pruebas ademAs de la caracterizilción de la 
bacteria se puede obtener información acerca del grado de 
capacidad infec:tiva y eficiencia en la fijación de nitrógeno. 
C.aractertsticas que son básicas en la producción de 
i nocul antes y aplicación en 1 a agricultura y para 1 o cual 
evaluan otros parámetros. 

El orado de infectividad y efectividad varia las 
diferentes cepas de B. iaponicum, 

Las cepa& altamente infectivas di\n lugar a. un gran mlmero de 
nódulos y promueven la infección temprana apareciendo éstos 
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preferentemente C'n la parte supet""ior do la raíz. 

Sin embargo una c:epa altamente infectiva no us necesariamente 
efecti..,a en la fijación de nitrógeno. 

El grado dt! infe-ctividad ei:;.ta d.ido por el nómero y 
distribución de nódulos y la eficiencia en la fijación dl!­
nitrógeno por la cantidud de nitrógeno elemental que es 
incorporado a la planta y que s~ traduce en un mayor 
contenido de nitrógeno total. maye,~ peso seco del vegetal y 
de masa nodular. (32, 36) 

Lo anterior indica la importancia de esta determinación que 
se describe a cent inuaci On como ensayos bAsi cos de apl i cae i ón 
industrial y agrícola. 

2.4 En!3ayos Básicos de Aplicación Industrial y Agr-ic:ola 

En la producción de inoc:ulantes para leguminosas es esencial 
efectuar estudios de selección de cepas basados en: las 
características fisiológicas de la bacteria en presencia y 

ausencia del hospedero, así como en la re5puesta de la 
asoc.iac.ión sometida a diferentes condiciones 
ambientales. Ct0,25>, De este modo la selección de cepas 
implica su evaluación secuencial bajo diferentes condiciones 
(invernadero y campo) en las que se consideran los siguientes 
criterios: 

1.- Infectividad 
2. - Efect.i vi dad 
3 .. - Interespecificidad 
4.- Efecto sobre la productividad .igr:i.cola bajo diferentes 

condiciones de campo.< 18> 

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

La nodulación efectiva es el criterio m~s usado 
de cepas. 

selecc1 ón 

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

5.- Comportamiento satisfactorio en el proceso de producción 
a nivel industrial 

6.- Tolerancia a fungicidas e insecticidas 
7.- Tolerancio. a la acidez y altas concentraciones de NaCl, 

Al y Mn 

Los ll.ltimos permiten establecer en forma presuntiva el 
cDfllPortamiento que tenc.Jr<tn las cepas al introducidas 
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•uelos con estas caracterLstica5. C9, 12, 13,26,33). 

Los ensa.yos para determinar efectividad se realizan en Jarra'.!> 
o macetas bajo condiciones nutr-imentales y microbian.a.s 
controladas y los parAmetros que se evaluan corresponden a1 

De los nódulos: Color y peso seco o fresco 

De la planta1 Peso seco o fresco de la planta total o de la 
parte aérea y contenido de nitrógeno 
tejido eKpresado en r.. <35> 

l..a coloración roja en el interior del nódulo indica l<"l 
presencia de la leghemoglobina cuya función es regular la 
tensión de 0>1!geno en concentración tal que permita la 
manifestación óptima de la activitJad dl:' la nitrogenasa (la 
cual es sensible al oxigeno) y a i::.u vez la o~i.d<tclón de los 
foto~intatos por la bacteria para obtener lo5 electrones y 
energía necesarios para efectuar la reduc:c:iOn del nitrógeno 
molecular. (5) 

Una. cepa efectiva mostrar-A una actividad nitrogenásica 
elevada y por tanto una mayor incorporación de nitrógeno 
atmosférico que se traduce en un mayor peso seco de nódulos y 
de tejido vegetal, por lo que estos parAmetros e~tan 
íntimamente correlacionados con el criterio de interés y 
constituyen un indice adecuado pürd efectuar la selección de 
cepas. C35> 

Interespecificidad. La expresión de una simbiosis eficientP 
en la fijación de nitrógeno es reguli\da por características 
genéticas de ambos simbiontes. De este modo 5e ha reportado 
que mdsten variedades de una especie de leguminosa que 
establecen asociaciones m.ts eficientes con una cepa 
determina.da. En este sentido las cepas m.As Uti les desde l?'l 
punto de vista í ndustr i al y agr i col a son aquellas qul?' 
estasblecen asociaciones eficientes con un mayor nó.mero de 
variedades. 

Para evaluar lo anterior se efecblan ensayos en jarras de 
l..eonard o macetas doru..le se cval\la el efecto de la 
i nocul aci On 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 veget~l fresco o 
seco. ( 18 1 29). 

EKisten algunas pruebas adicionales que se realizan cuando el 
inoculante va a ser utilizado en suelos que presentan 
condiciones especificas como sena altas concentraciones de 
5ales, aluminio, manganeso, asi como tambi f)n un pH Acido o 
alcalino, puesto que se ha visto que no todas las cepas de 
9cadyrhizQbium toleran tales condiciones. 
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Hay que hacer hincapié de que esta~ p,..ueba§ no iUiS!'guran que 
td comporta.miento de la cepa in vi"tro se v• a reproducir 
igual en c::ampo, ya que esta pru~ba sólo nos proporciona una 
idea de c::ómo va a ser dicho coinportainiento. 

Si una cepa no e!> tolerante "in vitro" no tiene ta.!!'>o usarla 
en campo cuyo uuelo tenga lan c:aracter/.5tica.s mencionadu 
ant.er'iormente. ( 1.9, 12, t3, 2b>. 

La, val ida.c:i dn en c:ampo es fundatn~ntal, debido a que en el 
!Suelo e>eisten otros factores qua pueden .ati.ular el 
comport.amiento de&eado de la bacteria., entre éstos se tienen.t 
mic:roo;-ganismos antagónicos a Sradyrhizobium o depredadcre5 
del mismo, cara.cterlsticas .f1'.<Eica9 espccialmt>'nte el pH y 
qu.imica.s en donde ~~ incluyen la conc:rmtr-ac:ión de lo~ 
diferentes compuestos que pueden actuar estimula11do o 
limitando el desarrollo de! la bacteria y el e~tablecimiento 
de la sirnbiosi s • 



22 

:t X :C OBJETIVOS 
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Considerando la lmpoct:anc.ia que tiene el mantenimiento y 
conservac:i ón de una col ecc:.i ón de cepar. ~n el des.a.rrol lo de la 
enseña.nz•, la ciencia y la t.ecnologia y ya que en el 
laboratorio de Microbiologla EMpedmental se cuenta con una 
sub.colacc.iOn de inte-rés aqr{cola a l.a Que se aplican 
periódicamente ensayos estrictos da control para la buena 
conservación asi como lll recomendación de !r.U uso a nivel 
agrlcol !ll en este estudio se est.abll?ci 6 como objeti voi 

-Contribuir a la. conservación di:!' la c:olecc:i.ón de cepas de 
fk:Arlychizpbium japooicum e~istc-nt.u en 1.- Facultad d.:! Ouímic:a, 
UNA>!. 

Mediante 

•La comprobación de las ca;ra.c:teristicu.s. de 19 cepas de 
Bcadyrhizgbium iaoontcum a travl!os de una serie de prueba!> 
bioquímicas y ensayos de infectivida.d y efectividad, y 

.. El enriquecimiento de la inforinac:ión de la subcoleccidn de 
cepas de interós agrir:ola perteneciente a la Facult.:id de 
G!uimica, UNAH¡ a través de la determinación de la tolera.neta 

a la sa.linidad. 
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4. 1 Material y métodos 

4.1.1 Cepas de Bradyrhizobium japonic:um. 

Las cepas empleadas pertenecen al c:epario de la Facultad de 
Qu!mica, UNAN. Subc:olección de Hicrobiolog{a E)(perimenlal. 
Laos claves y procedencia de estas se registran en la tabla 1. 

4.1.2 Activación de l<t!°• cepas y preparación de cultivo 
madre 

Las ampolletas con las cepas liofilizadas se desinfectaron 
externamente con una solución de fenol al SY.. En condiciones 
de asepsia se procedió a la hidratación de cada una mL~diante 

la adición de una gota de caldo e~tracto de levadura rr.oanitol. 
Este volómen se ,•ertió en tubos que contenían el mismo medio 
de cultivo y se incubaron a 28 oc durante 5 días. 

Posteriormente cada un;:o de las cepas se pr-opagó en 5 tubos 
que contenían el medio de culti>10 antes mencionado adlcionado 
de ag:"I.- y rojo congo CELMARC>. 

Los tubos con crecimiento en agar inc.1 inado se con°"'erv;aron 
refrigeración y constituyeron el cultt•10 mctdre con el cual 
inocularon los diferentes medios empleados en las pruebai;. de 
control de caracteristica.s morfolOgica1::., bioquímii::as, de 
infectividad '/ efectividad. 

4.1.3 E!"'Sayoo;. de c:"'rac:terización 

El control de cepas de una colección de Bradyrht;ot>iu"" 
involucra las siguientes determinaciones b.isic.as1 

•Mo~+'ología microscópica y reacción al colorante de Gram 

•Morfología colonial en ex.tracto de levadura manitol agar 
r-oJo congo 

• Pr-oduc::ci 6n de a leal inidad 
agar azul de bromotimol 

ex tracto de levadura mani tol 

•Ausencia de desarrollo o desarrol 1 o escaso en glucosa 
peptona agar 



26 

•·Infacti vi dad 

•Efectividad 

Otras caracter!stica5 que presentaron algunas cepas de 
sradyrhizobium se refieren a: 

Capacidad de producir hidrogenasa 

Capa.el dad para 
elevada& de sal 

en presenci.:i de concentraciones 

La efectividad y la capacidad de producir hidrogenasa son 
caracteri sti cae fundamentales en aquel 1 as cepa& que se 
emplear4n en la industria productora de inoculantes, en tanto 
que la capacidad de de5arrollarse en c:ondicione!5 criticas 
ofrece Ja po5ibilidad de introducir exitosamente este tipo de 
cepas en suelos cuyas propiedades físicas o químicas limitan 
el establucimiento de los inoculantes. 

En este estudio SE? realizaron las pruebas anteriores y 
adicionalmente otros ensayos bioquímicos que se uti 1 izan en 
los procedimiento5 de aislamiento y que permiten diferenciar 
a Bradyrhizobium de Rhizobium, asi como de otras bacterias 
Trecuentes en la rizósfera y que !5C decidió aplicar a fin d~ 
comprobar las caracteristicas inicialmente determinadas en 
las cepas en estudio. 

Para un meJor entendimiento de las pruebas realizada5, ~stas 

se agrupan en1 

-Pruebas bioquímicas paraz 

• Di ferenci ación 

•Control o caracterización básica y 

• Especial es 

-Ensayos de invernadero para observar y comprobar 
caracterl.sticas de infectividad y efectividad 

4. 1 .. 3 .. 1 Prueba5 bioqu{ micas de di ferenciaci On 

En 1 a tabla ndmero 2 se describen los ensayo& que permiten 
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diferenciar a Br@dvrhizpbium de bacterlas afines. 

En la tabla mlmero 3 
diferenclaci ón empleadas, 
resultados obtent dos en 
actual. 

se exponen 1 as 5 pruebas di!' 
las condiciones dl! incubación y los 
trabajos previos y en el estudio 

4.1.3 .. 2 Pruebas de control o caracterización básica 

Incluyen la ob!!iervación microscópic.a y reacción al colorante 
de Gram, determinación tJ~ carélcterísticas coloniales y tiempo 
de desarrollo en el medio de cultivo e1<tracto de levadura 
manito! agar rojo congo CELMARCl. 

Producción de C\lcalinidad en extracto de l~vadL•ra manitol 
agar azul de bromotimol y dl!s<J.rrol lo en glucosa peptona agar 
CGPA) .. 

Es conveniente mem:i onar que a\l.n cuando estos ensayos 
empleados tambi~n en la diferenc:iac:ión se han adoptado c:omo 
pruebas de control ya que la producción de ácido en ELHA o el 
desarrollo en GPA dentro de las primeras 48 horas de 
incubación constituyen pruebas inequívocas de la presencia de 
microrganismos diferentes a ~_bjzobium. 

Las candi cienes de incubación y resul t.:..dos obtenidos 
exponen en la t."bla 4. 

4.1.3.3 Pruebas especiales 

•Producción de hidrogenasa. Las cepas Hup- son más eficientes 
en la fijación de nitrógeno. 

Para determinar la presencia de esta en;:ima, las cepas se 
inocularon en un medio de cultivo que contenía como indicador 
clof""hidr-ato de 2,3,S-trifc:niltetrazolio como indicador y se 
incubó a 28 ºC dur-ante 10 a 20 días, después de los cuales se 
observo la color-ación roja o blanca de las colonias. El 
color- rojo indica una pruebo positiva para la hidrogenasa que 
redujo al clorohidrato 2,3,5 trifeníltetrazolio. Los 
resulta.dos de este ensayo se exponen en 1 a tabla 5. 

•Tolerancia a altas concentraciones de sal. Se determinó 
üni::amente en las cepas1 FQ 5, FQ 8, FQ 12, FQ 17 y FQ 18. 
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•Propagación de la cepa 

De 1 os cultivos madre dE' cada una de las cepas 
anteriores se tomó una azada y inoculó en caldo 
extracto de levadura manitol, incubándose a 28 •e y 
200 rpm durante 7 d!as. A cada cultivo se le ajustó 
la población microbiana a una concc-ntración de 1 X 10 ... 
células por mililitro mediante la adición de medio de 
cultivo estéril has.ta obtener un.:i. turbiedad quEI' 
correspondí a a 100 UK. 

•Determinación de curvas de crecimiento en caldo extracto de 
levadura mani tol. 

Se empleó una ser-ie de matraces nefelométricos de 250 ml 
conteniendo !JO ml del medio de cultivo ddicion~ndose las 
5iguientes concentraciones de cloruro de sodior O.OlY. (medio 
de referencia>, O.lX, 0.5~, 17., 1.5Z y 2%. 

Todos 1 os matraces fueron i noc:ul ados c:on 1. O mi 1i1 i tro de 
los cultivos c:uya población microbiana se había a.justado 
previamente y se incubaron a 28 ° C y 200 rpm, proc:edi éndose a 
determinar la turbiedad cada 24 hrs hasta la obtención d<:­
lecturas estables o decrecientes <9> • tiempo que fue 
alcanzado entre los 7 y 9 dias. 

La turbi edi>;d se determinó en un .fotoc:ol or·i metro l<l et t 
Bumerson con filtro verde. Para calcular la pobl.:ición celular 
se utilizó la c:urv<J. estandar de McFarland. C6), Tabla b y 
grAfi ca 1. 

Los resultados-. de este ensayo 
y gráfic:as 2 a á. 

exponen en las tablas 7 a 11 

4.1.3.4 Ensayo de invernadero para control de c:arac:teristicas 
de infec:tividad y efectividad la fijación de 
nitrógeno. 

Las cepas en astudio fueron propagadas e inoculadas en 
semi 11 as de Gl yc:i ne ma)( a fin de comprobar su i nfet;:ti vi dad y 
comparar su eficiencia en la fijación de nitrógeno.• Para ello 
se instaló un experimento 21 tr-atamientos y 5 
repetic:ioneG deo c:ada une, las que se distribuyeron en un 
diseño completamente al azar. En el esquema 1 ::>e resumen las 
actividades realizadas. 
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• Preparac:i ón de 1 as semi 11 as 

En el e1'pt=-,..imento se utilizaron semillas cerlificadC\s di! 
Glycine ma>1., variedad .Jópiter. C31> Se seleccionaron se-millas 
que no poseían da~o aparen le y de tamaño uniforme. Se 
desinfectar-en por tratamiento c:on E.>tanol eil 95~ e hipoclorito 
de sodio al 57.. Se llevaron a c:.;i:bo Véffios lavados con agua 
e~l~ril con el objeto de elimindr el f.!')(ceso de desinfectante. 

Las semillas desinfectadas furron colocddas en cajas Petri 
conteniendo algodón hómedo, t_l)rJo en condicionr>s estér-iles. 
se dejaron incubcmdo a 28 ºC dur,_,.nte 3 dlas petrr 
gern.i pac:i ón. 

• Prepdración de las unidades eJ1.periment"'-lE>'S 

Cada unidad estuvo consti tui'. di' por una maceta de 20 cm de 
di~metro la cual fLH~ lavadet y desinfectada alcohol 
CL1br i éndol a con papel estraza. 

Se empl~O como soporte tezontl e, el CL•..-11 se 1 "1vó y ·.;e l"'° 
ajusto el pH a 7, PosteriormerilE> se colocó bolsao;;. d~ 

polipr-opileno desinfectándose por exposición "" v._.ipor 
corriente durante 90 minutos. Asépticamente s~ l l1:tnaron lds 
macet ?S COí'\ el tezont le humedec i éron con 350 ml de 
sol uc i ,,)n d:=o Jensen. 

• PreparCtción del in6culo 

Se llevó a cabo la activ¿\ci6n de las cepas y posteriormente 
la propagación de las mismas en caldo extracto de l~vaduri". 

mani tol i nc.ubilndo a unil temperatur .:t de 28 e C en un agitador 
rot.,._torio, ajustando la población 1 X 109 células por-
lhill:;.ilru de cultivo. Esto fue determinado 
turl.Jidin•étricamente en el fotocolori.metro. 

• Inoculaciórt y siembra de las semillas 

Con pinzas o una espátula estéri 1 es se colocaron 6 sE-mi l la~ 
germinadas por maceta, se adicionó a cada una un mililitro de 
cultivo c.onteniendo 1 X 10• células por mililitro. Se dejaron 
en el invernadero y a las dos semanas se dejaron dos plantas 
por maceta. 

Las unidades eMperi mental es se pusieren en el invernadero 
durante 45 días para detectar la presencia o ausencia de 
nódulos. En el período de crecimiento las macetas se regaron 
en forma al terna.da con sal uc:i dn nutritiva de Jensen y aoua 
destilada estéri 1. 
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•Cosecha 

La cosecha 15e efectuó a los 45 días 

-ParAmetros de eval uaci On 

• lnfecti vid ad 

Se detecto la presencia de nódulos 

• Efectividad 

Esta caracteri sti ca esta correlacionada con el peso de los 
nódulos y de la parte a~rea. 

Determinación de peso por nódulo. Esto~ St? sepa·~aron de la 
raiz y se secaron a 70 ºC durante 72 horas, se pesaron y el 
peso se di vi di O entre el nómero total de nódulos. 

Determinación del peso seco de la parte aérea. P.:i.r.;1. el lo se 
separó la fracción radicular de la del follaje'/ éste 
•l.ltlmo se sec.0 en la estufa en la& mismas condiciones y 
procedió a evaluar el peso seco. 

Los resultados y analisis estadí.stico se obser-vc1:n en : ... s 
tablas 12, 13 1 14 1 15 y 16, 

Para evaluar la eficienci.:>. en le- fijación de nitrógeno =-e 
tomó como base el peso seco de los tratamientos testigos, 
considerando como el 100Y. el pes:.o obtenido en el 
tratamiento al que se agrego nitrógeno mineral debido a que 
las plantilS se desarrollaron en presencia de los 
nutrimentos necesarios, y como referencia minima el peso 
obtenido ef"I el testigo negativo. Con base en lo anterior se 
agrupó a. los c~pas en 4 c""tegor!as que corresponden a cepas 
altamente eficiente!:" en la fijación de nitrógeno,cep-:; 
eficientes, de baja eficiencia e ineficientes. En ta tablc1. 
17 se registran los dalos compd.rativos de los resulti\d0'3 
obtenidos en estudios previos y en el estudio actl.•al 
respecto al grado de eficienci.:a en la fijación de 
nl trógeno. 
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TABLA 1 Dascripc:itn de claves y precedencia 
de las cepas utilizadas 

Clave Clave 
intarna sint:nima 

FQ 3 
FQ 4 
FQ 5 
FQ 6 
FQ 7 
FQ B 
FQ </ 
FQ 10 
FQ 11 
FQ 12 
FO 13 
FQ 16 
FQ 17 
FQ 18 
FQ 19 
FO 34 
FO 45 
FQ 46 
FO NIT 

ENCB 511 
ENCB '515 
ce ..:. 709 
ce - 7t7 
CP - 21 
TAL- 102 
TAL- 379 
TAL- 411 
TAL- 415 
SEHIA-535 
SEMlA-527 
SEMIA-587 
31 IB 110 
731 IB 136 
31 IB 143 
VHR 30 
Aislada de nOdul os 
Aislada de nbdulos 

J Ai sl <'Ida de i nocul ante 
Ni trag\n 

Institución 
donante 

E.N.C.B., I.P.N. 
E.N.C.B. 1 l.P.N. 
CINVESTAV. 1 1, P. N 
CINVESTAV., t.P.N. 
Colegio de Posgrddu,:i,dos, Cha.pingo 
Niftal, Universidad de Hawaii 
Ni ftal, Uni ver si dad de Hctwai i 
Ni f tal, Uni ver si dad de Ha¡,.¡ai i 
Niftal, Univl!'rsidad de Hawaii 
!pagro, Brasil 
Ipac;¡ro, Brasi 1 
Ipagro 1 Brasil 
Universidad AutOnoma de Tam~ul :i.pas 
Uni ver si dad Autbioma d~ T am.:1ul i p.:1.s 
Universidad Auttnoma de Tamaul ipeo.s 
Colegio de Posgr<!duados, Chapi ngo 
Fac. Qui mica, U. N.A. M. 
Fac. Qufmica, U.N.A.M. 
Fac. Qulmica, U.N.A.M. 

===:""========::a:•:a:=.=c=<===>"'°"""'=========:==========.::===:;:;:=="'-=' .. "'"=""====:==-= 



TABLA 2 Car-·acterlsticas bioqi°JJ'micas de la 
Fa.mil¡ a Rhi zobl acede 
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Pruebas Bi oqulmi cas BRADYRHIZOBIUN RIHZOBIUM AGROSACTERIUM 

Glucosa-peptona-agar 

Leche tornasol ado::1. 

Citrato de Koser 

Sulfito de bi smuto-agar-

Medio de Bergensen 
modi.ficado 

+ o -

+ o -

Ex tracto de 1 eY"'dura Col onj as 
mdni tal agar rojo conc;;io a 2 mm~, 

( ELMA-RC > cremosas, 
y opacas 

ELHA-4zul de br-ornotimol Alcc'\linidad· 

CONDICIONES DE INCUBACION: 

Temperatura 28 grados centfgrados 

+ o -

+ o -

Coloni .:is 
de 2 mm. o 
mayores, 
mucosas, 
lisas ':' 
bri 11 antes. 

Aci c!t::-: 

+ 
<pel tcul a 
superficial) 

Tiempo Para Bradyrhizobium de :::; a 14 dlas excepto en la prueba d 
Glucosa pepfona agar en l.a que se lncuba de 24 d. 48 h...-:. •• 
Para Rhizobium y Agrobacterium, 24 a ~8 hrs. en todos 
los CéASOS. 

CLAVES DE INTERPRETACION: 

Desarrollo abundant~ 

escaso 
ausente 

En leche tornasolada: 
a ReacciOn alcalina sin zona de sueort1 
b Reacci tri alcalina con zona de suerc1 

ReacciOO neutra o al cal i nci con zona de 

PrcduccHn de Acido sulfhfdrico 
+++. abundante 
+ escaso 

ausente 



TABLA 3: Rest1ltados cornpi!.r,"lt1vos dli' las pt·uebas dtferenci,<l<'..'S 
( IncLlbi•CÍ ón 28 ºC> 

Prurb•AplJcid•y Cf:ii• Crp•sdt~probulu 

He.pode lncub•o'n __ ~~.~.~ ..!.._ 1 ~~¡¡o 11 12 JJ 16 17 lB 19 H 4::. tb 1'1l J 

Leche tornuol•d• • • • • 1 • • • r. • • _• ,_•_,__• _,_•_,_•-l-+-f-1·--l 
f5-!0diul • • • • • • • • • • • • • • • 

lleurrolloenCitnto 

drt:11srr 15-JOdi;ul 

Producci6ndelf:rS rn 
sulfito de bis1ulo 
19.r f~!Odó1d 

Du1rrollo E-11 •rdio dr 
Serge115rn •~dilic1do 

fH diul 

Producci6n deu1dr1 

··-

+ 6 - "' Poco o nulo dC!Si"•,..•'Ol lo 

8 Cuad..-o SLtperior = ResL•l t.ados en Gstud1os 

CL1•~dro infer-ior- = Resultudos .;\ctuales 

prev1 o~ 



IABLA 4: Resultado~ comparativos de l•A':i pruobil~ de conlrol 
<Incubación 28 ºC) 

Cl'pU Crpasdr~prnb~Gas 

llpo 3 ( S L 1 B q 10 ti 12 ll ~l; ~r;-; ;~ r.;~~ 

l\adolOl)ia tcilt111id y 1 1 1 1 t 1 1 1 T T 1 t T 1 1 
littpo dr (turrcillo 
re ElJ\:Hlt 5-10 T 1 1 1 T 1 T l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T 1 

15-10 lliasl din 6 a " s s 5 li 1 1 1 5 b " s 7 s e ¡, s 

Prod61ctitndr 
dnlintdad tn Etr;-1.B 

lS-10 1Hasl 

' •• t ••••• ·¡· .••. ¡,._ 
:-:-:- :- • 1 + • 11 :¡.- .- :-:- :--:- 1 ¡• ~ 

ne~rollotnr;h:u.sa - - - - - - - - - - - - -,_-~ _ _LC 
prptona ªQ•u pli.r¡:i11ra dr T[ .-- - , - ·rl i 

,__''-"-"-'-H-Ol_l_,._-•_2_'_"_' .c__ __ _l_ - -( .· - - - ¡- - ~[_J_-_t:__J~lt=-.J 

C .. ""1ructcrist1c.:.s descrita;; por- Jor-dan (Cit.:<do 
8t.>rgey> 

Cocobaci los G..-am nc•gr.ti vos 

35 

T Coloni«s t.'.oicas. Colonii-S m'2no..-es .:< Z mrn, -=:r.:;.mosa~. 

y OpüCi\S 

A = Colon1ns dtipica;:; 

Prueba positiva. 

Prueb13 n¡;og.:.ti •1.-:1. 

8 Curi.d..-u superior 

CuAd..-o i nf erial'"" 

Re.,.ulti1das en estudios previos 

Resul t.:,dOs actuales 
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TABLA 5: Result<'.dos compar~•tivos da li\ determinación de 

Cepas 

3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 

10 
11 
12 
13 
16 
17 
18 
19 
34 
45 
46 

Nit J 

hi dr ogenat>a 

Hi droganasa 
E>1perimt->nlo'::> 

Anterior Actual 

Color<.-1ci6n de las 
colonia~ ""' los 10 
dí 0\5 da i ncut.J<.•t:l ~n 

RoJ.o<S y b l anc;:.~ 
Rojas 
Ble.ne•~~ 

Ro Ja~ v bl .::.nc<'<E. 
ROJL>S y bl unCi•S 
Roj.-.s y b 1 c""lnCi-\S 
r.:c.jas y bl.::.nc.:~s 

Rojas y bl ,:,.neas 
Bl i'lnc.:.s. 
ROJi"•S 
f::OJCIS 

RoJas. ., t;;l C<nc .. --.<;; 

Rc,Ja-r. y bl<'lrlC<•S' 

Roji'ls ,, bl ¿,ne.o<~ 
Rojc.s 'I bl c..r.C~1S 
F-:ojC1.s y bl"'nc""'-" 
RoJas y blc.r1C<'I~ 

Rejas y t>l e.r,c.-.--:; 
RoJas y bl ar1C<•S 

Nota: Al ~umentar el per"iodo de incubacióri se observó q1..1.,i 

las cepas quL>. mostraron t>imultáneamente colonia-;. bl.«ncas y 
rojas se tornaron r-ojas en su to"t-.:.1 idAd 



TABLA 6 Curva Patrón da Mc:Farl and 

No~ Tubo 

1 
2 
3 
4 
5 
ó 
7 
8 
9 

10 

Sol. Acuosa. 
1;. H._so,, 

mi 

9,9 
9,8 
9,7 
9,6 
9,5 
9,4 
9,.3 
9,2 
9, l 
9,0 

Sol, Acuosa 
1% BaCla. 

mi 

o, 1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
O,b 
o,7 
o,e 
0,9 

"º 

CURVA DE'. HcFARLAND, GRAFICA 1 

:n 

No. de Bacterias 
t10• /ml faprcx) 

300 

"ºº 9C)Q 
1200 
1506 
taoo 
2100 
24.00 
2700 
3000 

U. K. BACTS. 1 10".6lml 

"º 47 
84 

105 
140 
165 
168 
225 
242 
283 

:300 

"°º 900 
1200 
1500 
1900 
2100 
~400 

2700 
3000 
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TABLA 7 EfC!cto df:¡O concentraciones variables de sal sobre 
el dasarrol 1 o de Bradyrhi zobium japoni cum 

Cepa FQ 5 

Tiempo de 
incubacit:n 

Olas conc!H 

o 
1 
2 

"' 4 

" b 
7 
e 
q 

0,01''. 

b,OO 
B,43 
9,00 
9,24 
9,32 
9,32 
9,35 
9,38 
9,41 
9,43 

Concentraciones de Cloruro de Sodio 
Log del n~merc de células I ml 

o, 10'1. 0,50'Y. 1,oor. 1,50'1. 

7,87 7,47 7,87 7,47 
8 1 47 B,02 7,87 B,98 
9,05 8,35 7,87 B, 98 
9,24 B,41 7,87 8, 17 
9,33 B, 47 7,87 B, 17 
9,35 8,41 7,87 a, 11 
9,43 8 1 43 7,87 7,87 
9,43 8 1 43 1,01 a,02 
9,44 8,43 7,87 7,95 
9,45 8,43 7,87 7,95 

2,oor. 

7,77 
8 1 29 
B,43 
8 1 47 
8 1 29 
8 1 29 
B,35 
0 1 35 
B,'35 
8,35 

=<;::i:=:<'======a===============::::i:=:::t.=====:=.=::==::====-==c========~=:;::========= 
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TABLA B Efecto de concentraciones variables de sal sobre el 
desarrollo de Bradyrhi zobi um japoni cum 

Cepa FQ e 

Tiempo de 
incubacitn 

Concentraci one!> de Cloruro de Sodio 
Lag del nClmero de c~l ul as / ml 

Dlas eones: 0,01'>! 0, 107. 0,50Y. 1,00Y. 1,50% 

o 7,77 7,17 6,00 6,00 
1 7,77 7,87 7,82 B,17 

2 B,75 8,72 8 1 35 8 1 17 
3 9 1 27 9,27 8 1 66 B,2q 
4 9 1 36 9,40 B,75 8.29 
5 9 1 38 9 1 41 B, 73 8 1 65 
6 9,41 9,47 8 1 73 8 1 89 
7 9,43 9,49 8,68 9,00 
8 9 1 43 9 1 49 8 1 66 9,00 
9 9,43 9,49 8,66 9,0(1 

2,oor. 

===::::=======-===-========>=====""======"'-==-========================>===<== 
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TABL.A 9 Efecto de concentraciones variables de sal sobre el 
desarrol 1 o de Bradyrhi zobi um Japoni cum 

Cepa FQ 12 

Tiempo de 
inc:ubac:itn 

D\as eones: 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
q 

0,01"1; 

7,65 
8 1 57 
8,90 
9,06 
9, 10 
9,22 
9,27 
9,"3'1 

9,~~ 
9, -·-· 

ConcentrAciones de Cloruro de Sodio 
Log del m:'.lmi::-ro de c.;l ul <.\S I ml 

O, lO'Y. 0,50'Y. 1,00'Y. 1,SO'Y. 

7,95 8,02 8,02 8,02 
8 1 66 8,5:.i 8,27 B,'38 
8,92 8,75 8,35 B, 47 
9,05 9,97 8,53 8,47 
9, 12 B,98 8,43 8,47 
9, 21 9,00 B,43 a, 47 
9,2'5 9,00 8 1 43 B,47 
9, 34 9,00 a, 4'.3 8,47 
9,3'3 9,00 e, 43 a, 47 
9,33 9 1 00 8,43 8, 47 

2,00% 

B,02 
B,35 
e. 43 
ª~ 49 
B,57 
8,57 
8,57 
e, 57 
e, 57 
8157 

==============================================:::::.========:========== 
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TABL.A 10 Efecto de concentraciones yar-iables de gc-1 sobre el 
desarrollo de Bradyrhizobium japonic1..1m 

C~pa FQ 17 

Tiempo de 
incubac iOO 

Olas eones: 

o 
1 
2 
-:: ., 
:; 
6 

9 

" 

e, 17 s,::s 
8,43 ~.62 
9,04 q, 12 
Q,20 o:),25 
9,--;:r; ~. ::9 
q, 44 9, 49 
-;_,.16 9,50 
q

1
A9 9:51 

q,4i;i Q,51 
9,4q Q:51 

e, 17 8129 a,21 
9, 35 8,35 e, 21 
8.65 a, 29 8,21 
a·. 7S a,zq 7,87 
a;19 B,21 7 • º' 
B,47 s, 17 8, 17 
B, ~7 a, 17 e, 17 
s, 47 E, 17 a, '7 
8~ 47 a, 17 a, 17 
8.47 s, \7 9f \7 

2, (lí;"/, 

B,25 
8, 21 
e,21 
a, 17 
7~87 
7 87 7: 87 
7, g7 
7, 87 
7, 87 

==.,.==========..=:.o:;= .:o==;...~===:;;======= ..c== =..:: :;; ==== === ===- ... ==== = .... -=- :.. = ;:.;= -== ==== 
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TABLA 11 Efecto de conc:entraciunes variables de sal sobre el 
desarrol 1 o de Bradyrhi zobium Jaeoni cum 

Cepa FO 18 

Tiempo de 
incubacibl 

Concentraciones de Cloruro de Sodio 
Log del nOmero de células I ml 

m . .,.s c:oncs1 o,01Y. o,toi'. o,so't. 1,00'Y. 1,soY. 2,ooY. 
========""=""s::===========""=====:::c::c==cr======:::==================""====="' 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
b 
7 
e .. 

7,87 
e, 11 
8,93 
9,22 
q,30 
9,33 
9,40 
9, 40 
9,43 
9,45 

1,·02 
a, 11 
8,92 
9,26 
Q,32 
9,36 
9,40 
9, 41 
9,43 
9,43 

7,87 
B,29 
B,41 
8, 49 
B,60 
B,60 
B,60 
8 1 41 
8,41 
8,41 

7,87 
7,87 
a,02 
a, t7 
a, 17 
8, t:: 
7,47 
7, 47 
7,~7 

7,47 

e,02 
B,29 
8 1 35 
7,95 
7,95 
7, 95 
7, 77 
7, 30 
7,30 
7,30 

B,02 
ª~ 17 a, 11 
a, 11 
a, 17 
a,21 
a. 21 
7,65 
7,65 
7',65 
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NOMENCLATURA 

x. 
GL 

se 

CM 

F 

p 

o 

Media de t.ratamientoD 

Grados de 1 i bertad 

Suma do Cuadrados 

Cuadrado medio 

Valor de F requerido para la slgnific.ac:idn 
e&tadi sti ca 

Nivel de signiflcancia 

Dt ferenci as 

47 
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TABLA 12 Resultados del n[imero de nódul as 

Repeti cienes 

Tratamiento A 0 e o E Xt D 
- --====-=-:c::===============za====z:====c::::c::i::.=:c::=""""'==c===c:=:c:::ic= 
1 <FG 3) 09 34 03 134 141 96 abe 
2 IFI> 4l 05 86 110 161 64 101 a 
3 IFI> 5l 106 74 69 36 86 74 abcd 
4 <FG '" 34 58 108 92 55 69 .;o.bcd 
5 <FG 7) 130 115 70 58 110 98 •b ,, <FG 0l 109 79 56 55 7B 75 a.bcd 
7 <F<> 9l 02 74 101 61 69 77 abcd 
8 <FG 10) 97 44 43 71 43 59 cd 
q <F<> 1 tl 

10 (FQ 121 95 91 44 112 89 86 abcd 
11 (FO 13) 45 68 66 58 106 60 abcd 
12 <FO "" 128 19 75 23 43 57 abc::d 
13 <FD 17) 121 107 87 73 53 00 bcd 
14 <FO 18) 36 103 33 101 79 70 abcd 
15 <FO 19) 68 45 30 74 62 55 d 
16 <FI> 34) 92 84 68 37 74 71 abe~ 

17 <FD 45) 60 65 53 97 26 M hcd 
18 <FO 46) 76 69 70 111 SS 76 oó>LCd 
19 <Nil J) 130 7! 98 76 34 81 <.<bLd 
20 ' T + ) 

21 e T - ) 

======-==="'"=====:=--============="'=======""'====:..::===""=='-"======-== 

NOTA: L.oh lr<i.l"*¡¡,¡ ~nlc....s que cornµ~, .. tr~r. l•n.:1 mi ~mil 1 etr r:t 
se consideran igvales entre sl. ( alfa = o.os l 

An~lisis de "ariC!'.nza 
fuente de v¿iirid.citn 

Total 
Tratamientos 
Error 

GL se CH 

89 77939' 028 
17 16238,678 95!:i,21638 
72 61700,350 856,94931 

F 

1, 11500 

p 

o,35767 
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TABLA 13 R~su1tadcs de masa nodular e mg l 

Repeticiones 

Trata.mi en to A B e o E D 
.. mc==i""=====a.=====a=====s===:..====z===-===-============aD=s:======= .. rc======D=ci 

1 <FO 3) 196,5 52,0 142,3 233,0 252,0 175, 1 abe de 
2 <FO 4) 189,5 243,0 453,0 315,0 197,5 279,6 
3 <FO 5> 99,0 96,1 108,0 50,0 127,S 96, 1 " 4 <FO b) 68,0 142,B 240,0 166,0 78,0 139,q cde 
5 <Fe> 7> 173,0 267,0 172,0 126,0 147,0 177,0 abe de 
b <FQ 8) 177,5 177,0 111,0 134,0 110,0 137,7 de 
7 (FQ 9) 146,5 267,0 201,0 123,0 175,0 198,5 abcde 
B (FQ 10) 335,0 263,0 137,5 255,0 230,0 238, 1 abe 
9 <FO 11> 

10 <FO 12) 232,0 124,!:; 55, o 232,5 12:4,0 1'53,6 bcde 
11 <FO 131 180,0 164,3 142., 5 90,0 245,0 164,3 bcde 
12 <FO. lb) 191,5 50,0 139,0 387,0 179,0 tB:r',3 .abcde 
13 <FO 17) 216,0 150,0 aei,o 152,0 130, 3 145, 7 cde 
14 <FO 18) 60,0 14q,o ss,o 264,0 207,0 147, o cde 
15 CFQ 19> 412,0 70,0 112,0 229, o 174, 3 199, 4 abe de 
lb <FO 34> 124,0 201 ,o 10~,o 73,0 162,0 148, 4 cde 
17 <FO 45) 195,0 365,0 23'5,0 428,(l 98, o 262, 2 •b 
LB '"º 46> 312,5 201, o 250,0 173,4 115,0 21(), 3 o0bcd 
19 <Ni t J) 3Z1, O 156,0 301,0 103,5 B!:j,O 193, 3 abcde 
20 ' T . ) 

21 ( T - ) 

===--=.,,===============:::.====:::>==<:============'-'"'==,..===============:========>= 

NOTAI Los lr-eo.t.:-.mientus que compa.rten un.:, misrni' 1etr.;:. 
se consit.leran iguales entre si. C i.'ll fil. = 0.05 ) 

An~li<E:ts de "'ar-ianz..:l 
fuente de var i acib1 

Total 
Tratamientos 
Error 

GL se CH F 

eq o, 70478970 
17 0,18"542000 0,01078940 1,49000000 0,1232'.2(100 
12 o,52136970 0,00124!20 
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TABLA 14 Resultados de peso seco I ntx:ful o ( mg > 

Repet.i cienes 

Tratanii en to A B e o E Xt o 
==========""-"=======::zm=r========:::::ic======::rc:::;=========,..:::::Q===c=====co:iccn::z= 

1 !FD 31 2,200 1,520 1,710 1. 730 1,780 1,788 d 
2 CFI> 41 2,220 2,820 4, 110 t,950 3,080 2,836 bcd 
3 cm 51 0,930 1,330 t,560 1,:mo 1,480 1,336 d 
4 !FD 61 2,000 2,460 2,220 1,800 1, 410 1,978 cd 
5 CFI> 71 1,250 2,320 2,450 2, 170 1,330 1,904 d 
ó CFD BI 1,620 2,240 1,900 2,430 1,410 1,936 e 
7 <FD 91 1,780 3,600 2, 780 2,010 2,530 2,540 bcd 
B !FO 101 3,450 5,970 3, 190 '3,590 s, 340 4,308 •b 
9 <FD 1 ll 

10 CFI> 1~) 2,440 1,360 t,250 2,070 1,390 1,70~ d 
11 :Fr.i 13) 4,000 2,500 2, 150 1,550 2,310 :<::,502 bcd 
12 CFD lb> 1,4qo 2, 630 1,850 16,820 4, 160 5,3t;('; 
13 '"" 171 1,780 1,400 0,920 2 1 08C 2,450 1,7':7 d 
14 "'º 'ª' 1,660 t,440 1,660 2,610 2,62(1 1,998 cd 
15 n=·~ 19> 6,050 J ,550 3, 7::'(1 3,0l?C> ~. 810 "3, 446 o1bcd 
16 ·m '3~l 1,::40 =· 3~( 2, 670 1,97(1 2, 180 :2,111) cd 
17 CFO .:,5} 3,250 S,610 4, 430 4, 410 ::, JEI) ..l, ~16 ... t.•: 
l8 tFO 46) 4, 110 '?,910 3, 570 1,560 2,oc;;:1 2, 6'1.S bcci 
19 <Ni t J) 2,460 2, 19(\ 3,070 1, ::'\6('· 2,500 ':'..'316 be•.:! 
20 ( T + 1 
21 e T - ) 

::..======:::====.::.-'======================.::.==:::; ~ ... ::.. ="-=== ="-'..,, = === = ="" =:...:. "'"'-=~= ==:::::~ 

NOTA: Los tratamientos que comparten t..•n.:-. mismd lel,..r1 
se consideran iguales entre si. e alf.a = 0.05 > 

Anhlisis de varianza 
-fuente de variacib'l 

Tot"l 
Tratamientos 
Error 

Gl. se CM 

89 310,44016 
1 7 99. 88991 s' 8756772 
72 210, 55025 2, 9243090 

p 

o, 02163 
::,cc:;-.')o 
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TABLA 15 Resultadas del pesa sec::o de la parte aerea ( 9 1 

Rr;¡opet i c. iones 

Tr...-tami ente A B e o E Xt D 
-=='====o.====""=.=c===-==ez~============o=<r,,,.,,.-=>:::============""===""=====""=""=""=""-""'""'"'="'= 

1 (FQ ::Sl 1,305 0,710 1,045 t,465 1,qos 1,290 ab 
2 <FO 4) o,;20 0,9ó5 1, 395 1,030 0,82S Ot987 abc:d 
::s (FQ 51 o, ses 0,637 O,b3S 0.6~0 0,700 0,637 cde 
4 <FO ól 0,650 o,665 0,970 1, 1qo o,~bO 0,767 cde 
5 <FQ 7l 0,950 t,505 1,oao o,e1s 0,985 J ,Ob7 .. ,bt:d 
ó <Ft> Bl o,l:i'SO 1, 135 0,775 1,370 0,740 0,994 abcd 
7 '"" 91 1,005 2,740 1,40'5 0,85:5 o,i:u~z 1, 374 
B <Ft> 10) 1,990 1,415 0,765 1,300 1,390 t J ".!:72 a 
q <FO 11) 0,575 o,615 0,640 0,460 0,620 0,582 de 

10 <Ftl 12> 1,795 0,675 0,460 1, 700 0,915 t 1 t07 abe 
11 <Ft> l:C) 2,370 1,421 0,935 1, 160 1,320 1, 421 a 
12 (FQ tó) 0,720 0,620 0,58tJ 1, 110 t,270 0,860 bc:.d~ 

l::S <FO 17) 1,320 0,935 1, 010 1,$30 o,sso 1, 195 •b 
14 <Ftl 181 0,930 1,095 0,940 1,~ns l.510 1,280 •b 
15 '"" !9) 1,580 o~ 640 o, eso 1),930 0,695 0,939 .:!-be: de 
16 (FQ 341 0,815 1,::30 t, 180 1,020 1,275 : 1 104 abt: 
17 (FQ 45) o,765 1,300 o,qqs 1, 460 o, 341') 0,972 ,"1!.JCdt;o 
!B <FO 461 1, 165 º~ 770 1,115 o,eoo o~ 440 o, esa be.de 
19 <Ni t J) 1, 755 1,0:;5 t ,01r; º· 7'.30 1,83f; 1, 294 ab 
20 ( T + ) 0,655 0 1 590 0,610 1,490 0,4q'5 0,7bB ode 
21 ( T - ) 0,495 (1,480 0,511' o,565 o,::>ts 0,471 
========::===""-=""=""=r.i.=====<='==========:1::====-=====""'"'"'"'=""===z=====::.====;;::==•:i"'"""""-"'= 

NOTAt Lui;. tr·~ta'cniento~ Qt•8' c:omp..,rten uno> mi~mi'I let.-¿i 
e.e considel""an igu~les entre <;.i, < e.lfa = 0.05 l 

Anhl i sis dP var· i an;: i! 
fuente- de V'i:.>r"" iac itK1 

Total 
Trate\.mí er.tos 
Err'""Of" 

GL se CM 

104 21,651:J020 
20 B,1056680 0,4052834 Z,5130000 0 1 0018100 
84 13,5456340 o, 1612575 
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TABLA 16 Resultados de infec::tividad y efectividad de 
19 cepa& de Sradyrhizobium Japoni.cum 
( se expresa la madi.a de 5 repeticiones ) 

Tratami&ntos 

1 (f"O 3l 
2 <Fil 4) 
:l <FO 5) 
4 tFO 61 
5 cm 7l 
6 (FQ ª' 7 tFD q) 

a <FO 101 
9 <FD 1!) 

10 <FO 12) 
11 <FO 1'3l 
12 <FO 161 
13 <FO 17) 
1A <FO 'ª' 15 tFC> 19> 
16 tFQ 34l 
17 CFQ' 45> 
18 <FO 46) 
19 <Nit J> 
20 ( T + 1 
21 ( T - ' 

No. d~ 
nbdulos 

96,000 
101,000 

74,0QO 
6q,ooo 
98,000 
75,000 
77,000 
59,000 

8ó,fJ00 
69,000 
57,000 
ea,000 
70,0J'.'IO 
55,000 
71,00Q 
60,000 
7l:.,0('0 
Bt ,OOO 

Masa 
nodular 

e mg l 

175,100 
279,bOO 

96, 100 
139,900 
177, 000 
137, 700 
198,500 
238, 100 

t5J,b('.0 
tó4,'3fl0 
l89 1 3QO 
145, 7f"J0 
t47,000 
199, 400 
l°'B,400 
262. 200 
2t0,J0(.) 
193~ 300 

Peso/ 
nOdul o 
( mg 1 

1,790 
2,836 
1,3'36 
1,978 
1,qo4 
1,936 
2,5~0 
4,308 

1, 702 
2,502 
5,:390 
1, 727 
1,q99 
7-,446 
2,110 
4,216 
Z,949 
2,316 

Peso ~~co 
parte aerea 

1 rng l 

1,290 
0,997 
0,637 
0,767 
t,067 
o, 994 
1,::;94 
t,372 
ú,592 
1, 107 
l ,~21 
0~960 
t, 195 
1,290 
o,q':!q 
1, 104 
0,972 
0,958 
1,284 
o., 769 
0,471 

====~=:====-====::::=<===>== =>============""'= ====::...============<=-= 
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TABLA 17 Resultados compara ti vos del rendl mi en to 
materia seca y Qra.dc de eficiencia 

Tratamientos Rendimientos Gr-ado de eficiencia 

1 tFQ 3> 
2 IFQ 4) 
3 IFQ 51 
4 (FQ 6> 
5 <Fa 71 
6 <FQ 8> 
7 tFQ 9) 
e (FQ 101 
9 IFQ 1 tl 

to IFQ 1:?1 
lt <FO 13> 
12 IFQ 161 
t3 (FQ t7l 
14 !FO tBl 
t5 <FO 19) 
16 CFQ 341 
17 <FO 451 
te !FG 46) 
t9 CNit J) 

"º ( T . 1 
2t ( T - 1 

" 
E)(perimentos 

Anterior Actual 

168 
101 128 

92 83 
124 99 
129 139 
ltO t29 
t42 1Bt 
9t 178 
79 75 

t64 t 44 
112 185 
tl5 112 
130 155 
135 166 
t07 122 
111 14'3 

126 
t 11 

109 t67 
100 ir .. o 

66 ¿,1 

Ex peri mentas 
Anterior Actual 

Altamente eficiente 
Altamente 14fi ciente Altamcmte eficiente 
Baja eficiencic- Baja eficiencia 
Altamente eficiente Eficiente 
Al ta.mente eficiente Altamente eficiente 
Al ta.mente eficiente Al t. amente eficiente 
Al te.mente i=oficicnte Al tdmente eficiente 
Baja eficiencia Al lamente eficiente 
Baja eficiencia Baja eficiencia 
Al ta mente eficiP-nte Al tarnent.e efi cíente 
Al lamente eficient<.:> Al lamente eficiente 
Altamente eficiente Al lamente efic:ient.e 
Al tament'"' eficiente Al t""mente eftcienti: 
Al ta.mente eficiente Al to.mente eficiente 
Al tc>.mente efic:l.ente Al t~ftiente eficiente 
Altamente efí c:ier1le Al lamer1lt> ef i c.:i ¿.nl.e 

Altamente efici~r>te 
Al l<.'me11te eficiente 

Al tamentl!' efic:iente Al ti'lmente eficiente 

========""=-"'-:.:.="'-=="-"'-O...>."'-===="'--==-===.:::;:;;==:=:.====.:.=.:==.::.=-"======= =====et::..:::;.;*".:.."'""==="' 

Cr-Ltcrloo:.~ 

Altamente eficiente > 100 "t. 
Eficiente = 100 i'. ~ 5 
Baja ~f iciencla < t.':10 "l. y > T -
lneficientt! < T -



54 

D:CSCUS:CON 

DE LOS 

RESULTADOS 



SS 

5.1 Pruebas bloqul.micas de diferenciación 

5.1.1 Los resultado& obtenidos la lechu tornasolada, 
citrato de Koser, sulfito de biamuto agar, medio de Bergensen 
modificado y caldo Xi losa, indican que las cepas conservaron 
las caracterl.sticas inici.!!.lmente determinadas <tabla 3). 

5. 2 Pruebas de control 

5.2. t Caracteristicas microscópicas -; coloniales 

En las 19 cepas en estudio se observaron coccbaci los Gram 
negativos y colonias con un diametro menor a 2 mm, cremosas, 
convexas y opacas¡ caracte...-í.sticas que demuestran que no hay 
d.lteraciOn alguna respecto a lo anteriormente registrado. Se 
observó que las cepas en estudio di eren un desarrcl 1 o de 
colonias evidentes a diferentes periodos de incubación los 
que fructuaron entre 5 y 8 días lo que coincide con el tiempo 
de incubación para Br-adyrhjzobium iaponicum que 
considerado de desarrollo lento. 

Los resulte.dos de la produce.ion de alcalinidad en extracto de 
levadura manitol agar azul· de bromotimol y de desarrollo en 
glucosa peptona agar pt1rpura d& bromocresol coinciden con los 
reportados inicialmente <Tabla 4). 

5.3 Pruebas especiales 

5.3. 1 Actividad de hidrogenasa por reducciOn del tetrazol io 

En este ensayo con respecto a los resultados anteriores se 
regi!itrO variaciOn en las cepas 5 y 11. 

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

De este modo a los 10 dtas, que es el tiempo recomendado por 
el metodo (24) para efectuar la lectura, se observó que las 
cepas 4 1 12 y 13 dieron lugar a colonias rojas¡ en tanto que 
en las otras cepas, desarrollaron el color sólo las colonias 
que estaban incluidas en el medio y las fi.Uperficiales se 
observaron blancas, lo que podrl.a considerarse como un 
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resultado dudoso, por lo que 91!! incubó por periodos hasta de 
20 días durante 1 os cuales fue reducida 1 a sal de tll!'trazol i o 
por las cepas 3, 6, 7, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 19, 34, '15, 46 y 
Nit J <Tabla 5>. 

5.3.2 Tolerancia a la salinidad 

Se determinó en 5 de las 19 cepas en estudio. Los resultados 
indican que- todas 1 as cepas crecen adecuadamente en 
concentración de 0.1Y. de cloruro de sodio, eon donde el 
desarrollo fue similar al obtenido en el medio de referencia .. 

Sólo la cepa 12 mostró cierta tolerancia a la concentración 
de O.SY. en la que se registró un comportamiento similar- al 
mostrado con concentraciones menores, en tanto que d 

concentraciones mayores aón cuando se regi&tró turbiedad, 
'Sta estuvo dada por la produce! ón de poi i sacár idos 
e>etracelulares y por- el aumento de la población 
microbiana. 

En estos casos habr-:la sido conveniente efectu<illr la cuenta de 
micr-organismos viables a difer-entes periodos de incubación 
para determinar en forma confiable el aumento de pobl a.e i ón. 

La cepa B fué la que mostró mayor sen si b i 11 dad por 1 o que no 
creció en las concentraciones más altas probadas <1.s-2.0 Y.), 
observándose que en la concentro11ción de l'l. produjo abundante 
polisacár-ido e1ttracelular <Tablas 7 - 11 y gráficas 2 - 6>. 

5. 4 Ensayos de l nvernadero 

En las tablas 12, 13 y 14 se observa que la cepa 11 perdió SL1 
capacidad lnfectiva. Encontrandose que este resul tadc esta 
estrictamente correlacionado con el peso seco de la parte 
•~rea que r-esultó similar al testiqo negati..,o, 

En relación a las otras cepas probadas, todas conservaron su 
capacidad infectiva V efectiva como lo demuestra la presencia 
de nódulos y el mayor contenido de peso seco de la parte 
a~rea respecto al testigo sin nitrógeno o testigo 
negativo. {16>. 

La comparacidn de medias indica que las cepas estudio 
tienen diferentes grados de infectividad y efectividad. Sin 
embargo el análisis estadístico no mostró diferencias 
significativas por lo que no fué posible establecer la 

.separacidn de grupos que·se esperaba. lo que indica que el 
modelo estadístico utilizado no lo suficientemente 
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sensible par-a detectar estas diferencias. <23). <Tablas 12 a 
15). 

Considerando lo anterior la discusión de resultados se hizo 
con base en la comparación de medias, a través de lo cual fué 
posible corroborar loe> informes de la literatura referentes a 
que una cepa altamente infGctiva y que ori1;1ina un mayor 
nllmero de nódulos y masa nodular no es necesariamente 
eficiente en la fijación de nitróqeno (10), en tanto que 
existen cepa~ que dan lugar 11 un nómero reducido de nódulos 
pel'"'o que éstos la actividad de la nitroQenasa es muy 
elevada lo que se traduce en una mayor incorporación de 
nitrógeno y, mayor peso por- nódulo y parte aérea de la 
planta. 

En la tabla 16 se observa.. que el mlmero de nódulos fructuó 
entre 55 y 101 por planta; la masa nodular \/'arló de 96. 1 a 
279.6 mQ por planta, el peso por nódulo de 1.3 a 5.3 mQ y al 
peso de la parte aérea resultó de 0.47 g y 0.76 gen los 
testigos sin nitrógeno y con nitrógeno respectivamente, en 
tanto que en los tratamientos inoculado!I fructuó entre O.SS g 
y 1. 42 g por planta lo que corresponde a incrementos de 23Y. y 
201'1. re9pecto al tustiQo negativa. 

La mayor infectividad corresponde a la cepa 4 con la que se 
obtuvo el mayor nUmera de nódulos y masa nodular, en tanto 
que respecto a la eficiencia en la fijación de nitrógeno que 
se evaluó a trav~s del peso por nódulo y peso seco de la 
parte aérea, los valores obtenidos co..-responden a 2.83 mg y 
0.98 g los que estan ubicados en la parte media de los 
extremos obtenidos. 

Los resulta.dos del peso seco indican que 1 i\S cepas con mayor 
eficiencia en la fijación de nitrógeno corresponden a 9, 10 y 
1'3J y como confirmación a los informes de la literatura en 
los valores obtenidos con la cepa 10 se observa una estrecha 
correlación entre peso sec:o de la parte aérea, peso por 
nódulo y masa nodular, en tanto que el nómero de nódulos ful! 
de 5q que corresponde ,;i los mas bajos obtenidos. 

Una situación similar se observ¡,. con la cepa 5 cuyo peso seco 
de la parte aérea fué de 0.63 g, valor que es super"ior al 
testigo negativo pero inferior con respecto al testigo 
positivo lo Que indica baja eficiencia en la fijación de 
nitrógeno. En este tratamiento se observa que el peso seco de 
la parte aérea, el peso por nódulo (1.33 mgl y la masa 
nodular <96, 1 mg> corresponden a los más bajos obtenidos, 
tanto que el nómero de nódulos fué intermedio <74>. 

Respecto al grado de efectividad relacionado con el 
porcentaje de incremento de materia seca respecto al testigo 
positivo se tiene que de 19 cepas, 16 son altamente 
eficientes, la 6 es eficiente y las cepas 5 )' 11 poseen baja 



eficiencia <Tabla 17). 
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l~- Los resultados de las pruebaa bioquiniicas de 
diferenciaciOn y de control permitieron corroborar que laB 
cepas pertenecen a Bri1dyrhizobt.um y qua los resultados 
actuales concuerdan con los registrados previamente. 

2.- Los resultados de la hidrogena.,a permiten recomendar a 
las cepas 4, 12 y 13 para la producción de inoculantes. 

'3.- Para este ensayo se recomienda optimizar la metodología a 
fin de eli,.inar el efecto de variación en la tensión de 
oxi~eno que parece influir sobre la manifest•ción de la 
actividad de la hi drogenasa 

4.- Los resultados. de tolerancia a salinidad indican que la& 
CliJ'P.a!I probadas no poseen esta caracterf. stica y que por tanto 
no pu~e reco•endarse su introducciOn ¡¡¡ suelos con problemas 
de salinidad. Se suoiere efectuar este ensayo con las otras 
cepas .. 

5 .. - Para la cepa 11 se recomienda repetir loe. ensayos de 
control con otras ampolletas a fin de comprobilr si esta cepa 
perdió sus caracteri&ticas por efecto de la liofilización 
este problema se originó al azar. 

b.- Se observó correlación entre peso seco e hidrogenasa 
ilnicC\niente en la cepa l::S. Es recomendable repetir ee.ta 
detlt!"rminación a fin de rectificar o ratificar los resultados 
obtenidos .. 

7.- De las 19 cepas en estudio se comprobó que 14 conservaron 
su grado de eficienciaJ en 2 de ella.e. se registró variación y 
se. c.:ali-ficó a 3· de ellas sobre las cuales no e><istia 
informacidn pre..,ia. 

B.- Para la producción de inoculantes es factible recomendar 
a 12 de lds cepas probadas cuyo comportamiento ha perma.necidc 
est.able en cuanto a infecti..,idad y eficiencia elENada en la 
fijación de nitrógeno 
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vrx RESUMEN 



&2 

Los ceparios proporcionan un firme apoyo a los profesiona.ltls 
vincula.dos con la mi crobi ol ogi a y su aplicación en J as 
diversas .ireas de la investigación, colaborando en gran 
medida al desarrollo de la enseñanza, Ja ciencia y la 
tecnología. 

La conservación y mantenimiento de una colección de cepas 
implica la realización da pruebas de rutina periódicas que 
permitan corroborar las caracteri sticas establ ecida!l así como 
detectar posibles cambios de su dCtividad. 

En la producción agrícola los microorganismos fijadores de 
nitrógeno han demostrado ..1.mpliamente su beneficio, dando 
origen al desarrollo de la tecnología de producción de 
inoculantes cuya d.plicación es cada Ye:.: de mayor significado 
económico debido a la actual crisis energl!otica. 

Con base en lo anterior, una colecciOn de cepas fijadoras de 
nitrógeno implica un control de calidad en el mantenimiento 
de ciertas caracteri.sticas que aseguren que dichas cepas 
tengan ~xito al ser aplicadas en la agronomía. 

Considerando la importancia de lo anteriormente e>epuesto y 
que dentro d-.? las bacterias fijadoras de nitrógeno las de 
111,;i.yor i mpor tanci d actual corresponden a. las de 1 a familia 
Rhizobi aceae, en dode se encuentra incluido el gl!onero 
Bradyrhi zobi um: en este trabajo se expone 1 a metodol ogi a de 
los ensayos de rutina empleados para el control de cepas y 
1 os resul lados que se obtuvieron al aplicarlos. 

Estos i nc.l u yen nueve pruebas bi aquí umi cas y ensayos de 
infectividad y efectividad que se aplicaron a 19 cepas de 
BriJdyrhízobiym japonicum que forman parte de la colección de 
cepas del Laborettorio de Microbiología Expori11o1~nt,;i.l de la 
Fac:ul Lad dt.o Química, UNAM. 

Un<.t prueba ad j ci onal corresponde a la determinación de 
salinidad en S de lt1s cepas anteriores. 

Los resL1l ta dos obtenidos const.i tuyi:.>n una contribución para 
alean.zar los objetivos establecidos en el Laboratorio de 

.Microbiología ExpE!'rimental en donde se pretende: 

- Mdntener y conservar adecuaddmente la subcolección de c:epas 
de interés agrícolü 

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

- Integrar información sobre características general es 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 ac.t.ivida.des de docencia, in'w'e..¡.t.igaclón o p""r'"' 
su uso industrial y agr:lcola. 

En este estudio se verificó mediante los ensayos rutinar-ios 
que los métodos utilizados en la conservación y manejo de las 
cepas es el ndecuado, detectándose, variación en una sola de 
las cepas. 
Se incorporó infor"mación acerca de la tolerancia a la 
salinidad de 5 cepas. 
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Glucosa 
Peptona 
NaCl 
Agar 
P~rpura de br-omocresol 
<solución alt:oh. lY.l 
Agua destj lada 
pH 

LECHE TORNASOL.ADA 

10.0 Q 

20.0 g 
s.o g 

15.0 Q 
10.0 ml I l 

1000.0 ml 
7.0 

Vincent J. M. 1975 

Se hidrata con agua des ti 1 ada est~r i l 
105 g I 1000 ml de agud 

pJ.-1 :::::. 7.0 

CITRATO DE t<:OSER 

!='os;: ato morrnpotás-i co 
Fosfato Lle sodio y ~mon1 o 
Sulfato de magnesio 
Ci t"""at.o de sodio 
Agu"' dc:sti 1 ada. 

AGAR SULFITO DE BI5"UTO 

1. o g 
1.5 9 
(J.2 g 
::..o g 

1000.0 ml 

Vincent J. H. 1::;75 

Se hidrata con agup destilada ~sl~ril 
52 g I 1000 ml úe a9ua 
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Después de hidrat.3r e~t.e medio no se est;eri liza. Se 
de-be de prepara el mismo dL.:t de la si.embr-a, dejar 
r-epos.,.r durante do.;:¡ horct~ t.lespués de ld preparaci óu 



f'IEDIO P10DIFJCAOO DE BERGENSEN 

Lac:tosa 
KND:s 
HgSD. ?H:zO 
NaaHPO. 
FeEDTAC0.25X> 
Hnso. <33. 5~> 
NaCl 
Hani tol 
EMtrac:to de 1 evadura 
Rojo c:ongo (Sol. 114001 
Agar 
Agua des ti 1 ada 
pH 

NaCl 
Maní tol 
E>etrac:to de levadurc.". 

0.2 g 

Rojo c:ongo (Sol • 1 r 400 > 
Agar 
Agua destilada 
pH 

5.0 g 
J .o g 
o. 1 
o. 18 g 

10.0 ml 
0.2 g 
o. 1 g 

10.Q g 
o. 4 g 

10, O ml 
JS,O g 

1000.0 ml 
6.8 

0.1 g 
10.0 g 
0,4 g 

10.0 ml 
15.0 g 

1000.0 ml 
6.8 

Vinc:ent J. N. 1975 
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ELt1AAB. Ex trac:to de Levadura Hani tol AQar Azul de BrOfllOti inal 

t<aHPO. 
Hgso. 7H:.O 
NaCl 
Hani tal 
E>etrac:to de levadura 
Azul ele bromotimol 
CSol • .al c:oh. o. SY.) 
Agar 
Agua destilada 
pH 

o.s g 
Q.2 g 
o. 1 g 

10.0 g 
0.4 g 
s . .: .. ml 

15.0 g 
JOOO. O ml 

6.8 

Vincent J, M. 1975 



aax. CALDO EXTRACTO DE LEVADURA XlLOSA 

Xi losa 
K:;JiPO.,.. 
MgSO.- 7H,O 
NaCl 
EKtracto de levadura 
Rojo de fenal 
<conc .. 0 .. 018 g I l) 

Agua des ti 1 ada 
pH 

10.0 g 
o.s g 
0.2 9 
0.1 g 
0.4 Q 
0.018 g 

1000.0 rol 
b.8 

i"EDlO BINTETICO PARA REDUc:ClON DE TETRAZOLIUl'f 

Na2HPO.­
CaCl2 2H20 
MgSO ... 78,0 
NaFeEOTA 
Mnso ... 7H:zO 
H:sBO:s 
Bl utamato de Sodio 
lnositol 
EMtracto de levadura 
Arabinosa 
Sacarosa 
Gluc.onato de sodio 
Tri fen i 1 tetra'tol ium 
Agar 
Agua destilada 
pH 

0.15 g 
0.15 g 
0.25 g 
o. 028 g 
0.010 g 
0.010 g 
o.s g 
1.0 g 
0.1 g 
s.o g 
s.o g 
o.s g 
0.1 g I l 

20.0 g 
1000.0 ml 

7.0 
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SOLUCIONES PARA LA COLOOACION DE BRAl1 

SOLUCION A <CRISTAL VIOLEíAJ 

Cr1tal violet.c.. 
Owal .3to de amonio 
Alcohol .absol\.ltO 
Agua des ti l atta 

SOLUCION B <LUGOLJ 

Yodo 
Yoduro de potasio 
Alcohol absoluto 
Agua destilada 

SOLUCION C <ALCOHOL YODADO> 

Solución de yodo <BJ 
Alcohol absoluto 

SOLUCION D <SAFRANINAJ 

Safranina 
Etanol 
A.gua dE's.t 1 l ad._:;, 

10.0 g 
4.0 9 

too.o ml 
400. O ml 

t.() g 
2.0 g 

25.0 ml 
too.o ml 

2.5 g 
10.0 ml 

100.0 ml 



SOLUCION NJTRITIYA DE JENSEN 

CaHPO.­
K:zHPO.­
MgSO .. 7H::.O 
NaCl 
FeCl:s 
Agua dest i 1 ada 
Mi cronutrientes 
pH 

P'ficrooutrientes 

H3BO:s 
Mnso ... 
znso ... 
Na2McD.­
CuSO .. 

CEU1. CALDO EXTRACTO DE LEVADURA MAN'lTOl. 

1 .o g 
0.2 g 
0.2 g 
0.2 g 
0.1 9 

1000.0 ml 
1.0 ml I 1 
6.0 - 7.0 

0.05 % 
o.os Y. 
0.005 r. 
0.005 r. 
0.002 Y. 

Medio utilizado para la prueba de toleronciC\ a la 
salinidad 

K~HPO..,. 

Mgso ... 7H2D 
NaCl 
Manitol 
Extracto de levadura 
Aguo;1. dt-s.li lo;1.de:i. 
pH 

0.5 g 
0.2 g 

10.0 g 
0.4 g 

10(1(<.ü ml 
7.0 
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Se añade la cantidad de NaCJ desead~ p~ra obtener las 
diferentes concentraciones usadas <O.OlY., Ci. IY., 0.5?., 
1.or., 1.5r. y 2.oY.· de Nit.Cl> 
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