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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de evaluar las
condiciones &ptimas para la propagacién de
Y , asi como el estudio de
la poaibilidad de utilizar bagacillo de cafia de aztGcar como
soporte para inoculantes. La optimizacién de medios nutricionales
para las bacterias se realizé mediante la evaluacidn de varia-
ciones en las concentracicnes de fosfato dib&sico de potasio
(0.66, 1.16, 1.66 ¥y 2.16 g/1), sulfato de magnesio (0.26, 0.51,
1.01 y 1.26 g/1), cloruro de socdio (0,05, 0.15, 0.35 y 0.45 g/1),
cloruro férrico (0.05 y 0.15 g/l) y extracto de levadura (0.50,
0.75, 1.25 y 1.50 g/1) en un medio b&sico de crecimiento calcula-~
do en base a la composicibn bacteriana. Asimismo se «valuaron
glucosa, sacarosa, glicerol y manitol (10 g/l1) como fuentes de
carbono. Los resultados obtenidos muestran que las mejores velo-
cidades de crecimiento y menores tiempos de duplicacién se logra-
ron con manitol (9.99 + 2.9 h), difiriendo en forma seignificativa
{P<0.05) de sacarcosa (14.61 % 4.82 h) y glicerol (15.61 % 5.61h )
cuyos tiempos de duplicacién fueron intermedios, mientras que la
glucosa (19.2 t 6.11 h) demostraron pobres caracteristicas como
fuente de carbono para estas bacterias en forma general. El
estudio particular de los tiempos de duplicacién de cada bacteria
evaluada demostréd que R. phaseeli puede utilizar alternativamente
sacarosa (11.86 % 1.53 h) o glicerol (10.45 t 0.86 h) cuyo com=-
portamiento no difirié en forma significativa de manitol (9.73 &
0.35). En el caso de R, meliloti la sacarosa (11.31 * 1.83 h) y
en R, japonicum el glicerol presentaron comportamientos similares
a manitol, 1o cual sugiere gue en condiciones de produccién
pueden ser sustitutos de la fuente de carbono. lLa evaluacién de
las concentraciones &Sptimas de nutrientes demostrd que cada
bacteria presenta requerimientos diferentes para lograr los
niximos crecimientos. Los niveles 6ptimos que surgen de este
estudio fueron para fosfato dib&sico de potasio de 1.66, 1.16 y
1.66 g/1, sulfato de magnesio 0.51, 1.01, y 0.26 g/1, cloruro de
sodio 0.35, 0.45 y 0.35 g/l, cloruro férrico 0.05, 0.15 y 0.15
g/l y extracto de levadura 0.75, 1.50 y 1.25 g/1, para R, meli-
loti, ¥ BR. japonicum, respectivamente. En los medios
asi optimizados, se evaluaron para cada una de las bacterias los
niveles Optimos de pH, temperatura y concentracién de manitol,
variando los niveles en los rangos de 6.0 a 8.0 para pH, 26 a 34
C en 1: gcnperagurat y 10 a 20 g/l de mm El pH 6ptimo r;::;_—_
tante del estudio fue de 7.0 para B. s 7.5 para R, -
nicum y 8.0 para R, melilotl. Por su parte, las temperaturas
6ptimas de crecimiento fueron de 28 C para RB. Japonicum y 30 C
para R, mallloti ¥ R, . El aumento de las concentraciones
de manitol en el medio de cultivo no presenté6 efectos positivos
en R, ¥ R. phaseoll, encontr&ndose una mayor velocidad
de crecimiento en R. meliloti utilizando 15 g/l1l. Las condiciones
de agitacién y aireacién del medio se realiz6 en fermentador
utilizando la especie R. phasecli. Los resultados de esta parte



del trabajo indicaron que las condiciones &Sptimas fueron de 500
rpm de agitacién y 0.5 vvm de aireacidn. En estas condiciones de
cultivo se logrd una produccién de 4.5 g de MS bacterianaf/l de
medio, lo cual egquivale a 0.105 g MS/1l/h. El consumo de nmanitol
en estas condiciones fue de 0.24 g/l/h. El estudio final del
proceso lo constituyé la evaluacién de bagacillo de cafia de
azucar molido como soporte bacteriano para su transporte hacia el
productor. La evaluacién se realizé mediante cuenta viable indi-
cando gue a temperatura de 4 C la conservacién hasta los 90 dias
fue muy buena logrando cuentas viables propias de un inoculante
de excelente calidad. La conservacibén fue afectada cuando la
temperatura se mantuvo a 30 C lo cual indicaria la necesidad de
conservar el inoculante bajo condiciones de refrigeracién. De
acuerdo a los resultados obtenidos para el soporte bajo estudio
se puede concluir que el bagacillo de cafia de azficar puede susti-
tuir el uso de turba como soporte.



1. INTRODUCCIOR

Los elementos gque componen los organismos vivos, particular-
mente aquellos considerados come mayores {(carbono, hidrégeno,
nitrégeno, oxigeno), estin sujetos a procesos ciclicos en la
naturaleza, slendo el nitrégeno uno de los que revisten ma.yor
importancia desde el punto de vista econémico y ecolégico (38),
Ya que es el nutriente 1lixzitante m&s comfin en la produccién

agricola.

La mayorja del nitrégeno que entra al suelo es en forma de
compuestos inorgénicos reciclado, tales come nitratos y amonio,
que provienen de la 1lluvia, de excreciones y descomposicién de
organismos (37). La atmSsfera es la fuente original de casi la
totalidad del nitrégeno en el sistema suelo-planta-animal, ya que
las rocas Igneas presentan contenidos de 10 a 50 ppm, por lo cual
su aporte se torna insignificante. La transferencia del nitrégeno
atmosférico al suelo es lograda casi totalmente por medio de
procesos de fijacién microbiolégico o industrial de nitrégeno
molecular (N2), aunque una pequefia cantidad proviene de procesos
quimicos (generades por 1luz, combustién o descargas aléctricas)
aportado por la precipitacién (63, 37). Resulta diffcil poder
egtimar con precisién la cantidad de nitrégeno mundialmente
fijada por los microorganismos, pero se considera normalmente una

cifra anual de 100 millones .de toneladas, 1o cual supera los



43 millones de toneladas provenientes de la fijacién industrial
(38, 63). Estimaciones mis recientes indican que el total fijado
por los diferentes procesos asclende a 240 millones de toneladas,
de las cuales el 66% corresponde a procesos biolégicos, 25% a la

fijacion industrial y 9% por procesos quimicos esponténeos (37).

La fijacién simbiStica de nitrégeno en las leguminosas presenta
un especial interés agronémico y ecoldgico, puesto que es un?
forma econSmica de mantener o aumentar el contenidc de nitrégeno
del suelo, evitando asi los efectos contaminantes reportados por
la fertilizacién quimica excesiva. La utilizacién de inoculantes
con bacterias del género Rhizobium conduce a las siguientes
ventajas: 1) disminucién en el usab de fertilizantes nitrogenados,
2} aumento en la produccién de gramineas asociadas o en el rendi-
miento en los cultivos subsecuentes, 3) mejoramiento de las
propledades fisicas y quimicas del suelo y 4) mejoras en la

permeabilidad y drenaje del suelo (21).



2. GENERALIDADES

2.1. UBICACION TAXONOMICA

Las bacterias de los gé&neros Rhizobium y Agrobacterium son baci-
los que pertenecen a la familia Rhizobiaceas, segGn la clasifica=-
cisén propuesta por Bergey (16). El género Rhizobium se compone
de seis especies, las cuales reciben sus nombres de acuerdo a las
especies vegetales en gue se alojan. A continuacién se detallan
los géneros y las leguminosas con las cuales se asocian:
2.1.1. QRhizobium leguminosarum. Se localizan en legumincsas de
los géneros Pisum, Vieia, Lathvrus, Lens y Gicer.

2.1.2. Rhizobium phaseocli. Es la especie gque encontramos en
el frijol (Phaseolus vulgarig).

2.1.3. Rhigobium trifolil. Se encuentran en especies de legumino-
sas forrajeras del género Trifolium.

2.1.4. Rhigzobium pelliloti. Caracteristica de los géneros Medica-
go, Melilotus y Irigonella.

2.1.5. Rhizobium lupini. Se presenta en los géneros Lupinis, Yy
orpithopus

2.1.6, PRhizoblum japonicum. Especie presente en la soja (Glycine
maxima) .

Otras clasificaciones propuestas incluyen en forma genérica a
Rhizobjum spp cuya especificidad se asocia a leguminosas tropi-
cales (Vigna, Arachis, Stylosapthes, Leucaena, Pachyrhjzus), en
las cuales es dificil de establecer una clasificacién precisa

(49) .



2.2. CARACTERISTICAS GENERALRS DEL GENERD RHIZOBIUM.

Las bacterias de este género son bastones cortos y medianos de
1.2 a 3 u de largo por 0.5 a 0.9 u de ancho, son mr6viles cuando
jévenes y muchas veces presentan gridnulos prominentes de S8-hi-
droxibutirato (61). Scn bacterias quimioorganotréficas y crecen
mejor sobre medios complejos, especialmente con extracto de
levadura, incubados entre 25 y 30 C. Son organismos aerébicos,
que presentan su crecimiento m&ximo a presiones de oxigeno
relativamente bajas. Las colonias pueden caracterizarse por la
produccién de sucilage o goma, aungue Sie encuentran variantes no
gomosas. Este mucfilago esta formado por glucosa, &cido glucuréni-

co , galactosa y piruvil (38).

Bajo condiciones de cultive en agar-extracto de levadura-manitol
#e observa escaso o nulo crecimiento con un pericdo de incubacién
de 24 horas. Cuando el desarrollo del cultivo es de moderado a
abundante entre los 3 y 5 dias, incoloro o bdblanco, con poca a
abundante formacién de goma, puede corresponder a las especies:
Bhizobiuyn phaseold, Rhizobjum meliloti, Rhizobium irifolii y
Rhizobium lequminosarum. En cambio, cuando el crecimisnto fue
escaso luego de 5 dias, leve a moderado en 10 dias, incoloro o
blanco y rara vez rosado, con poca forracién de goma, pusden
pertenecer a las especies Rhizobium lupini y Rhizobium japonicus
(61,49).



Las pruebas de laboratorio para su identificacién se basan en la
motilidad, tincién de Gram, y las reacciones en leche tornasola-
da. Las pruebas especi{ficas de identificacién se realizan por
medio de la produccién de anticuerpos para la aglutinacién,
inmuncdifusién o anticuerpos fluorescentes (40,61), asi como

anticuerpos monoclonales (38).

2.3. PROCESO DE NODULACION.

Los microorganismos del suelo con capacidad para fijar nitrdgeno
pueden ser de vida 1libre, como Klehajella y Azotobacter, o
aguellos que se asocian simbidticamente a leguminosas
{Rhizobium). Los microorganismos fijadores de vida libre presen-
tan la capacidad de reducir el nitrégeno de la atmbsfaera del
suelo y utilizarlo para su propio crecimiento; mientras gue las
bacterias del género Rhizobiup utilizan solo una parte del ni-
trégeno fijado aportando cantidades significativas a la planta
huesped a cambio de azlcares provenientes de la fotosintesis del
vegetal. El género Rhizobiup presenta la capacidad de infectar
las ralices de 1las leguminosas, donde forman estructuras
especializadas denominadas n&dulos, en las cuales se lleva a cabo

el procesc de fijacion (49).

La relacién entre la formacién de nédulos y el aumento en 1la

asimilacién de nitrSgeno por las leguminosas, fue descrita en



1888 por Hellriegel y Wilfarth. Sin embargo, los primeros estu-
dios de la simbiosis utilizando nitrégeno marcade se realizaron
50 afios mas tarde. La nodulacién y la fijacién de nitrdgeno
atmosférico ~son procesos gue presentan una gran especificidad
entre una determinada leguminosa y cepas de una especie de Rhizo-
hium. Estas interacciones especificas resultan de la variacién
genética de la planta huSsped y en la bacteria, y sobre ellas
pueden tener efectos importantes las modificaciones ambientalés

(38).

Los fendmenos observados durante el proceso de nodulacién son los
siguientes: 1) invasisn de los pelos absorbentes de la raiz, 2)
avance del hilo de infeccitn, 3) diferenciaci6n de la bacteria y
de las células que integran el nédulo, y 4) fijacién de nitrége-
no, induccién de las enzimas de asimilaci6én y distribucién de
amonio (49). El proceso de infeccién se inicia con la coloniza-
cién y penetracién de bacterias de Rhizobium en los pelos absor-
bentes de la raiz de la planta. En el momento inicial de 1la
colonizacidn bacteriana se establece 1la susceptibilidad de 1la
planta y cuales de las cepas de Rhizobium presentes en el suelo
sersn competitivamente superiores para invadir y establecer la
simbiosis (50). La motilidad de la bacteria puede tener inciden-
cia en el grado de colonizacién de las ralfces por una cepa espe-
cifica, aunque algunos trabajos no han encontrado diferencias

entre cepas méviles y no méviles (mutantes Tn5-inducidas, no



méviles) en efectividad de nocdulacién y fijacién de nitrégeno
(19,5).

El inicio de la infeccién radical es facilitado por la produccién
de poligalacturonasas por la bacteria, que degradan los en-
laces a 1,4~glucosidicos de las pectinas y conducen a una pérdida
de la estructura de las parédes celulares de los pelos radicales,
permitiendo el ingresoc del filamento de infeccién (38). En forma
paralela, el pelo absorbente infectado presenta una deformacién o
enrollamiento en respuesta a la influencia de auxinas o regula-
dores del crecimiento generados por la bacteria. Entre estos
filtimos, uno de los nis estudiados es el A&cido indolacético gque
tiene efectos hipertréficos en la raiz del vegetal e induce los
cambios morfolégicos caracteristicos del proceso de nodulacién
(65). Las paredes del pelo se invaginan desarrollando una estruc-
tura de infeccién en forma de tubo interior. El filamento de
infeccién inicial asemeja una hifa estrecha y posteriormente se
ramifica desarrollando el aspecto caracteristice del n&dulo. La
estructura de infeccidén es rodeada por una pared de celulocsa
sintetizada por la planta huesped en respuesta a la infeccién.
Las bacterias son liberadas en el citoplasma del simbionte,
encerradas por la membrana sintetizada por el huesped, donde se
multiplican entre 4 y 6 veces de la cantidad original (4). La

estructura final consiste de un corazén central conteniendo las



bacterias de Rhizobium y un &rea cortical asociado al sistema

vascular de la planta (4, 60).

Posteriormente, la bacteria que ocupa el citoplas;na vegetal asume
Juna morfologia particular denominada bacteroide. lLa mayoria de
los ndédulos contienen una sbéla cepa de bacterias, aunque pueden
ser infectadas por una o més de los tres géneros (colgctivamente
conocidos como rizoblos) Rhizokium, Bradyrhizobium, Azerhizobliup
{55) . En los nédulos formados se produce #cido giberé&lico que
tendra efectos inhibitories y controlaréd el desarrollo de los
nuevos nédulos (38). El establecimiento de la simbiosis conduce a
la produccién de los componentes especificos del néduleo, tales
como leghemoglobina producida en el citoplasma de la planta y la

nitrogenasa sintetizada por el bacteroide (57).

Como se mencioné anteriormente, cada especie de Rhizohium puede
establecer una relacién simbibtica solo con ciertas espacies de
leguninosas. Bohlool y Schmidt (12) establecen la existencia de
una correlacisn entre la unién dea las lectinas de las plantas a
los receptores de superficie de Rhizobium y la existencia de esta
especificidad. Las lectinas son proteinas que se unen a estructu-
ras bacterianas superficiales de carbohidratos. En Rhizobiun spp
los receptores saciridos interactdéan en forma especifica con las
lectinas de las plantas y la naturaleza bioquimica de éstos es

importante en el establecimiento de la relacién. Existe una gran



variedad de polisacaridos producidos por las bacterias: heteropo-
lisacaridos acfidicos, glucanos asoclados a la pared , 8 1,2-
glucanos y B 1,4-glucanos, gue actfian como receptores. Esta
unién entre las lectinas de las plantas y carbohidratos de la
superficie de las bacterias determina las leguminosas que pueden
ser noduladas (3, 29). Por otra parte, la antigenicidad de las
diferentes cepas de Rhizobium se expresa por la presencia de
lipopolisac&ridos (LPS), exopolisaclridos (EPS) y polisaciridos
capsulares (CPS), relacionandose en forma directa con el estable-
cimiento de la simbiosis y la formaci6tn de nédulos efectivos (3,
29, 18). Sin embargo, algunas cepas de Rhizobium fredii con muta-
ciones deficientes en EPS y glucanos neutros fueron capacez de
producir algunos nédulos eficientes en Glicine maxima, indicando
gue ni el EPS ni los glucanos neutros son esenciales para la
induccién de determinados nbédulos por este caso particular (36,

22)

La interaccisén entre las lectinas y los receptores del microor-
ganismo puede variar entre una y otra fase de crecimiento de 1la
bacteria. Por otra parte, existen evidencias que indican que 1la
sintesis y/o modificaciones del receptor de la lectina en el
Rhizobjum puede ser afectado por el ambiente de la raiz del
huésped (32).



La relacién simbib6tica entre microorganismec y plintn puede ser
alterada por factores ambientales como la pérdida de nutrientes,
competencia microbiana, saturacitn de oxigeno, pH, desecacién,
temperatura y salinidad del suelo (47,8). El efecto del pH es
importante en el establecimiento de la capacidad de competencia
por los sitios de nodulacién. Estudios realizados en Phageolus
yulgaris variando el pH hacia la acidez (pH=6.0 a 4.5), usando
cepas S&cido tolerantes y &cido sensibles, demostraron la mayor
susceptibilidad de algunas biovariedades (59). La restriccién a
la nodulacién en tréboles a pH bajo fueron detectados al agregar
sales alcalinizantes en los perfiles superiores del suelo, cuyos
efectos condujeron a la proliferacidn en nlmeroc y tamafio de
nbdulos efectivos (45). El contenido de humedad del suelo tiene
efectos scobre las bacterias de Rhizobium inoculadas, mejorando la
sobrevivencia en suelos con baja humedad (43). La socbrevida de
in6culos también es afectada por la accién de antibiéticos o 1la
predacién por otros microorganismos (1). La utilizacidén de ferti-
lizantes nitrogenados en altas o bajas concentraciones pueden
alterar tanto la infeccifn come la simbiosis, 1o cual se refleja
en una menor produccidn de n6dulos y materia verde por la planta

(44) .

2.4. CONTROL GENETICO PARA LA NODULACION.
La informacién genética contenida en las diferentes cepas de

Rhizoblup controlan el proceso de nodulacién. En las cepas de

10



crecimiento r&pido, la informacién genética es codificada en
plismidos; mientras que en las de crecimiento lento la mayoria de
log genes asociados con la nodulacién se localizan en los cromo-
somas del nicleo (49). Un pl&smido simbistico (Sym) ha sido
definido como el que determina la especificidad con una legumino-
sa para la nodulacién (reconocimiento, infeccién, nodulacién y
fijacién de nitrégeno) y contiene genes estructurales para la
produccién de enzima nitrogenasa (genes nif). Estos plésmidos
participan muy frecuentemente en eventos de recombinacién, 1lo
cual permite gue la bacteria se adapte ridpidamente a una serie de
cambios gue puedan ocurrir en el ambiente, por medio de una
generacidn de nuevas funciones. En México, se han lograde aislam-
ientos de cepas de Rhigobjum phaseoli simbi6ticamente inestables
a causa de rearreglos genéticos, que condujeron a un cambico en la
estructura del pl&smido Sym y concomitantemente una modificacisn

en la informacién transportada (51).

En otras cepas de crecimiento répide (R. lequminosarum, R. %xi-
folii ¥ R. meliloti) la regulacién de los pl&smidos Sym se local-
iza en los genes nod (54). En general, la bacteria requiere de la
presencia de genes para la nodulacién (nod) y para la especifici-
dad de huésped (hsn). Originalmente la designacién nod fue suge-
rida para los genes hen. En aquellas especies de crecimiento
rdpido nod y hsn son genes unidos, con relacién cercana a
los necesarios para la fijacién de nitrégeno (fix) y la pro-

duccién de 1a enzima nitrogenasa (nif) (46).
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Dentro de los genes de nodulacién (nod) en el pl&smido Sym se han
identificado una serie de genes denominados nodA,nodB, nodc,
nodD, nodI y nodJ, mientras que para la especificidad de huésped
se describen nodE y nod¥. El plismido Sym en Rhizobjum meliloti
contiene 3 genes nodD, dos de los cuales nodDl y nodD2 son regue-

ridos para una eficiente nodulacisn de la planta huésped (53).

Los plismidos de las cepas de Rhizobium son megaplédsmidos, y
en la mayoria de los casos disponen de md&s de un plasmido, pu-
diendo presentar hasta siete. Algunos plasmidos contienen genes
gque codifican para la entrada de hidrégeno (hup), otros determi-
nan la producci6n de bacteriocina (mep) y su represién (rps), y

para la produccisén melanina (mel) (58).

El complejo nitrogenasa rizobial produce hidrSgeno en una reac-
cién ATP dependiente, la cual es mediada por una pérdida de
energlia, Las cepas de Rhizobjium con un sistema de activacidn de
hidrogenasa (hup) pueden reciclar parcialmente el ATP. Tales

cepas son mis eficientes en la fijacidn de nitrégens (58).

Existen evidencias de que varios genes en las plantas controlan

el desarrollo de nédulos efectivos en la rafz. El an&lisis del
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RNAm aislado de nédulos de raices, ha demostrado la presencia de
diferentes clases de RNAms especificos, que no han sido aislades
en tejidos de raices no infectadas. Lo anterior indica la induc-
cién y expresién de genes nodulares especificos, que codifican la
produccién de proteinas especificas denominadas nodulinas que
intervienen en el proceso de nodulacién. La expresién de los
genes de leghemoglobina (1lb) son esenciales para la fijacién de
nitr6geno en los nédulos, puesto que esta sustancia provee un
balance en la distribucién de oxigeno entre los bacteroides y el

citoplasma de las plantas (11).

2.5. ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN LA FIJACION DE NITROGENO.

La atmésfera terrestre gque rodea una hectirea de gsuperficie
contiene 80.000 toneladas de nitrégeno, constituyendo la fuente
principal de compuestos nitrogenados para el suelo. Se calcula
que en la atmésfera hay 4 x 10% toneladas de nitrégeno el cual no
es acceaible para las plantaas, a menos que sea fijado en forma

simbibtica o asimbistica por microorganismos.

La fijacién de nitrégeno requiere de la existencia de microorga-
nismos, una fuente de poder reductor, una fuente de energfa y un
complejo enzimitico (que incluye una hidrogenasa y una nitrogena-

sa) en la secuencia que se sefiala a continuacién:
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2.5.1. Fuente de poder reductor. La fijacién de
nitrégenc es un proceso de reduccién que necesita de la accién de
sustancias reductoras como el &cldo pirGvico, &cido a-cetoglu-
tédrico o hidrégeno molecular. Existe un paralelismo estrecho
entre las reacciones gue llevan a cabo los organismos fotosinté-
ticos y aquellos fijadores de nitrégeno, por lo cual se ha propu-
esto la hipbtesis de fotorreduccién del nitr6geno. El &cido
pirtvico puede provenir de la fotosintesis o de la degradacién de
los hidratos de carbono exdgenos, suministrando el podef reductor
(2H) y por otra parte el acetil fosfato que sirve para la sinte-

sis de ATP :

2 CH3-CO-COOH + Pl «---- »-2 CH3-CO-P + 2 CO2 + 2H

La glucosa es metabolizada por via Entner-Duocdoroff y ciclo de
Krebs en R. japonicum. Los polioles como manitol son buena fuente
de carbono. Las deshidrogenasas inducibles NAD poliol se producen
en cultivos de R. meliloti cuando crecen en medios con este
compuesto. La accién de estas enzimas es oxidar a D=-arabinosa a
D-xilulosa y D-manitol, D~sorbitol a D-fructosa. Las enzimas
inducidas manitol fructoguinasa , una isomerasa fosfohexosa y una
glucosa-6~-fosfato deshidrogenasa fueron detectadas con ausencia
de hexoquinasa (9).

La via del manitol es la siquiente:

D-manitol-»D-fructosa-»D-fructosa-P-»glucosa-6-P -» 6-P-gluconato
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2.5.2. Fuente de energia. El adenosintrifosfato
(ATP) proviene de la reaccién del acetilfosfato para producir

dcido acético:

CH3-CO-P + ADP ---» CH3-COOH + ATP (*)

. 2.5.3. Complejo enzimatico. Existe un sistema que
funciona como donador de hidrégeno, gue incluye una hidrogenasa y
las enzimas catalizadoras de reacciones, y un segundo sistema
activador de N es una nitrogenasa capaz de catalizar la reduccién
de nitrégeno. El hidrégeno activado por la hidrogenasa es orien-
tado hacia la nitrogenasa por-un transportador de hidrégeno
(principalmente ferredoxina) que una proteina que puede presen-

tarse bajo formas moleculares reducidas u oxidadas.
Fdox + nH —-~-» Fdred

El dinitr6geno es activado por la nitrogenasa (Nasa) y el comple~

jo nitrogenasa-N2, es reducido por la ferredoxina :

Fdred + Nasa + N2 -~-—~» Fdox + N2Nasa red

El complejo reducido acepta ATP de la reacci6én fijadora de ener-

gia (*) y se libera amoniaco :

N2 + Nasa red. + nATP ---» Nasa + NH3 + nADP + nPi

15



El amoniaco formado se combina con moléculas carbonadas para dar

lugar ‘a aminodcidos segdn las siguientes reacciones ;

CO-COOH NH2-CH-COOH
(2H)
CH2 + NH3 ==-cm=- > CH2 + H20
CH2-COOH glutédmico CH2-COOH
deshidrogenasa
acido dcido gutamico
a-cetoglutarico

Las enzimas responsables de la fijacién de nitrégeno estidn forma-
da por dos proteinas fdcilmente separables. El componente ‘I,
también llamado dinitrogenasa, es un tetrdmero de masa molecular
entre 200 y 270 KD, gue contiene hierro, azufre y molibdeno. El
componente II (reductasa) es un dimero de dos subunidades iguales
con masa molecular 60 KD, con un centro de transferencia de
elactrones formado por Fe4 S52. Existe un flujo de electrones
desde la reductasa a la dinitrogenasa. Esta transferencia de
elactrones del componente II al componente I estd acoplado con el
proceso de hidrdélisis del Mg~ATP, que conduce a una reduccién

del nitrégeno molecular (35).

N2 + 6 electrones + 6 H+ --=~=>» 2 NH3
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2.5.3.1. Nitrato reductasa.

Esta enzima es una Moleolibdeno-flavoproteina, formada por 2
subunidades idénticas de masa molecular de 200 KD. La enzima
puede ser inactivada por amonio, el cianuro y altas temperaturas.
En los nbdulos esta enzima cataliza la reaccién de nitratos a

nitritos (41).
2.5.3.2. Nitrito reductasa.

Esta enzima se induce en presencia de nitritos o nitratos. En
condiciones in yvitro requiere a ferredoxina como reductor. fa
accién enzim&tica conduce a la reduccién de los nitritos a

amonio (41).
2.5.3.3. Glutamina sintetasa (GS).

La actividad de esta enzima es influenciada por la presencia de

Mg y Mn, y cataliza la reaccién del glutamato a glutamina.

Glutamato + NH4 -——---- » glutamina
ATP ¥» ADP+Pi
El amonio puede ser incorporado a dos diferentes tipos de grupos
quimicos. El primero lo constituyen las amidas que se forman por
una condensacién de amonic con un grupo carboxil-ATP y es catali-
zada por una glutamina sintetasa. El segundo tipo lo constituye
el grupo a-amino, que involucran una aminacién reductiva de un

oxoécldo y requiere un agente reductor, gue usualpente es NADH o
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Fd reducida. Esto es muy importante para la biosintesis del grupo
a-amino en las rutas metab&Slicas de proteina. La biosintesis dal
grupo amino puede ser llevada a cabo por dos diferentes enzimas,

la glutamato-deshidrogenasa y glutamato-sintetasa (13).

2.5.3.4. Glutamato sintetasa (GOGAT).

Esta enzima cataliza la formacién de glutamato a partir de gluta-

mina y 4cido a-~cetoglutédrico (41).

Glutamina + a cetoglutdrico = ——--=-= » 2 glutamato

Fdx Fdx

red. » oxid.
La enzima nitrogenasa y glutdmico deshidrogenasa se encuentra en
el citoplasma del bacteroide, la glutamato sintasa se encuentra
unida a la membrana y la glutamina sintetasa en la solucisn del
citoplasma. Los primeros productos orgénicos estables desde la
fijacién de nitrégeno en nédulos son glutamato, glutamina y
asparagina que constituyen el punto final del nitrégeno en el
n6édulo. Este proceso tiene como resultado la presencia de altos
niveles de asparagina en la savia conducida por el xilema de
varias especies de leguminosas. La asparagina es una opcién

16gica para el transporte de nitrégeno debido a que tiene una
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alta relacién C:N y se sintetiza relativamente r&pide. La sinte-
sis de asparagina desde oxaloacetato usando glutamato y glutamina

como donadores de nitrégeno, involucra la accién de dos enzimas *

Aspartato aminotransferasa

Oxaloacetato + L-glutamato ---> L-aspartato + 2~oxoglutarato

Asparagina sintetasa
L-Aspartato + L-Glutanmina -~---- » L-asparagina + glutamato
ATP ~=«» AMP + PPi
Las actividades de estas enzimas en el citoplasma del nédulo de

la planta aumenta con la fijacién de nitrégeno (13)

2.6. LEGHEMOGLOBINA Y HEMOPROTEINAS DE RHIZOBIUM.

En 1939 se reconoce la presencia de un pigmento rojo en los
nédulos de las raices parecido a la hemoglobina y, al igual que
ésta, tiene la capacidad de transportar oxigeno. Esta sustancia
es conocida como leghemoglocbina (1b) y guimicamente es una hemo-
proteina monomérica con peso molecular de 15000 a 17000 daltons,
que tiene como grupo prostético un protohemo IX con un residuo de
&cido propifnico. Cuatro de los heme-Fe son ocupado por &tomos de
nitrdgenc de los nGcleos tetrapirrol. La 1lb es la hemoproteina
dominante de los nédulos efectivos de las raices de legquminocsas y

tiene un rol critico en el aporte de oxigeno para la actividad
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respiratoria del bacteroide relacionado a la fijacién de nitrége-
no (23). Los bacteroides poseen un sistema respiratorio altamente
eficiente en producir ATP para la acclén de la nitrogenasa, que
opera 88lo cuando el oxigeno es suplementado en forma estabiliza-
da y a baja concentracién (24). En su sintesis interviene el
citoplasma de la planta huésped y el bacterolde. Estudios de
bilosintésis de leghemoglobina han confirmado que las legqumincsas
contienen la inforwacién genética para el tipo de 1b producido.
(25). En relacitn con el sitio de sintesis del hem y la globina,
se ha sugerido que el hem es producto de sintesis del bacteroide

Y la globina de la planta huésped.

Las leghemoglobinas aislydas de diferentes especies de legumino-
sas presentan diferencias en composicién y propiedades. Entre
éstas e han encontrado variaciones en su punto isceléctrico y en
composicién de amino&cides (38). Independientemente de estas
variaciones, la funcién de mayor importancia de la leghemoglobina
es transportar oxigeno a muy bajas concentraciones hacia el
bacteroide (9). La'abundancia de leghemoglcbina en el citoplasma
asegura un mayor flujo de lb-oxigenada a travlés del citosol y
esto se relaciona en forma directa con una mayor actividad de la
nitrogenasa. Las disminucicnes en el aporte de oxigenc puede

disminuir la actividad nitrogenasa en 10 a 20 veces (64).
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La leghemoglobina se encuentra dentro de las membranas peribacte-
roides y la transferencia de oxigeno al bacteroide se realiza
directamente. Los gradientes de presién de oxigeno son los apro-
plados para que tenga lugar el ingreso por difusién facilitada,

en forma similar a la postulada para los mdsculos (64,24).
2.7. REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO.

Los tipos Qe regulacién que afectan la sintesis y la actividad de
una enzima son determinados por el papel gue juaga en sl metabo-
lismo genaral. Los organismos han desarrollado vias metabSlicas y
mecaniamos de control que optimizan su habilidad para lograr el

m&ximo beneficio del ambiente en que se encuentran.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno presentan ventajas selecti-
vas en aguellos ambjientes que contienen muy poco material nitro-
genado disponible. A pesar de la utilidad potencialidad de 1la
enzima nitrogenasa, pocas especies de bacterias la poseen debido
a gue su formaclén y mantenimiento pueden no ser viables en 1la
mayoria de los procariotes y en todos los eucariotes. La fijacién
de nitrégeno requiere de: a) un bajo potencial reducter, b)
vgriau moléculas de ATP pa¥n cada molécula de NH4 forrmado, ¢) un
complejo metaloproteina, d) una sSla forma de lcs metales en las
proteinas y e) un mecanismo para proteger la nitrogenasa al dafio
producido por el oxigeno. A causa de estos requerimientos, el
manteniniento y produccién de la enzima nitrogenasa as consider-
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ablemente costoso para una bacteria, lo cual contribuye a la baja

incidancia de esta enzima entre los organismos vivos.

El exceso de amonio en el medio inhibe la actividad de la nitro-
genasa, que podria ser causado por una inactivacién irreversible
de 1a enzima. La presencia de amonio ejerce un alto grado de
represién sobre la sintesis de nitrogenasa. Trabajos realizados
con precursores de amonio, como urea y nitratos, en concentra-
ciones de 1mg/ml condujeron a una inhibicién completa de 1la
nitrogenasa. Otras fuentes nitrogenadas como aspartato, glutamato
y asparagina también inhiben a la enzima nitrogenasa por el

catabolismo de &stos con producciédn de NH4 (15).

2.8. MRDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS DEL GENERO RHIZOBIUM.

Las bacterias de los nédulos de rafces de las leguminosas son
heterétrofas y capaces de utilizar una amplia variedad de hidra-
tos de carbono. En general , los compuestos inorg&nicos de ni-
trégeno (NH4, NO3) son suficlente para su desarrollo, aungue
existen cepas que pueden tener requerimientos especificos por uno

o mss amino&cidos y/o vitaminas para lograr crecimientos 6ptimos.

Los Bhizobium no crecen bien en medios de cultivos con peptonas

que son utilizadas normalmente para muchas bacterias, pero pueden
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crecer en diversos extractos complejos de origen vegetal. Por lo
general, la levadura es la fuente méAs conveniente y puede ser
aportada en forma de extracto fresco o en preparados co-

merciales.

La fuente de ¢arbono mas conln es el manitol, pero puede ser
sustituido por glucosa o sacarosa. Los rizobios de lento crecimi-
ento crecen mejor en fuentes de galactosa o arabinosa.Los medios

liquidos de uso com@n se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Algunos medios de cultivo para Rhizobium.

CALDO DE LEVADURA MANITOL

KoHPO4 (9/1) 0.5 ————— 0.5

MgS0,4.7Ho0 (g/1) 0.2 0.2 0.8

NaCl gi 0.1 0.2 0.2

Hanitol (g9/1) 10 10 10

Agua de levadura (cc/l) 100 ————— 100

o

Extracto de levadura (g/l) 0.4 b it

Agua destilada (ml) 800 @ mee—- 900

FeCly .6H30 (mg/l) = ---—- 6.7 100

KpPoy .3HZ0 (gfl) = -——e- 0.65 = —e---

Compietar con

agua destilada ————— X ————
(Vincent (Paau (Norris y

1975) 1989) bate, 1976)

Se esteriliza en autoclave a 15 Lb durante 15 minutos.El medio
s6lido se obtiene al agregar 15 a 20 g/l de agar bacteriolégico
(61,40). El agua de levadura se prepara suspendiendo 130 gramos
de levadura de cerveza fresca en 900 ml de agua y se esteriliza

en autoclave por 15 minutos a 15 lb. Se decanta y el sobrenadante
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es filtrado. Los extractos de levadura comercial deben ser anali-
zados para evaluar €l contenido de aminodcidos; ya que altas
concentraciones de &stos inhiben el crecimiento o inducen a

fijacién inefectiva de nitrégeno (40).

La composicién del medio de cultivo usado en propagacién indus-

trial de Rhizobium se describen en la Tabla 2.

TABLA 2. Medios de cultivo para la produccién industrial de
Rhizobiup

INGREDIENTES Wright Bond Van Schreven Burton Date

(mg/1) (1925) (1940) (1953) (1967) (1976)
Sacarosa ——— 10.00 15.00 10.00 —-——
Manitol 10.00 ——— ———— 2.00 10.00
K3PO4 ———— ——— -—— 0.10 ————
K;HPO, 2.50 9.50 0.50 m— 0.50
KHaPO, ———— —— — 0.37 ————
Mg50,4.7H,0 0.20 0.20 0.18 0.80
NacCl 0.10 0.10 0.086 0.20
(NHq ) 2HPO ———— ———— 0.10 ———
casoy .2H26 ——— —— 0.04 ———
Caco, 3.00 1.00 0.25 ——
FeCly.6H,0 ——— — —_—— 0.10
Agua de iev&-
dura (ml) 100 50 100 —-—— 100
Autolisado de
levadura m——- ———— ———- 1.00 —————
Agua (ml) 900 950 900 1000 900
(Buxton,1979)

E;s importante regular el balance de amino&cidos en el medio de
cultivo. Los cultivos en medios enriquecidos con glicina, alanina
y ciertas formas D de amino&cidos pierden su habilidad para fijar
nitrégerio. Las cepas eficientes de Rhizobjum han sido mantenidas
en cultivos sobre medios que contienen extracto de levadura, el
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cual aporta isbSmeros naturales de aminofcidos en su forma L.

Los requerimientos para el crecimiento de Rhizokjum spp son sim-
ples y varian segGn la especie o cepa utilizada (17). La biotina
puede ser esencial para el crecimiento de estas bacterias. Los
subcultivos del microorganismo por periodos proleongades en medios
conteniendo menos que 0.1 p.p.m de calcio son satisfactorios,
aungue el Ca no tiene mucho efecto cuando el crecimiento de 1la

bacteria es restringido por los constituyentes del medio (10).

En relacién a los efectos del calcio sobre el crecimiento de
Rhizobjun existe cierta controversia entre autores. Los estudios
utilizando madios libres de calcio con sufjciente Mg, indican una
reduccién en la velocidad de crecimiento-. .del cultivo. El Mg es
asencial para todas las bacterias por sus funciones como cofac-
tor, pero las evidencias presentadas en la literatura indican que
estos cultivos son menos dependientes de calcio. Los signos de
deficiencia en Ca se hacen aparantes a menos de 0.025 mM y 1la
deficiencia de Mg a menos de 0.1 mM. E1 Ca juega el papel de
proveer de rigidez a la pared celular (62). otros autores, con-
sideran que la omisién de las sales de calcio en los medios de
cultivo no tendr&n incidencia sobre el crecimiento del cultivo

cuando se aumenta en 2 a 4 veces el aporte usual de Mg (40).
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El crecimiento de Rhizobium en sistemas en lote deben considerar
la optimizacién previa de los medios de cultivo para lograr
. in6culos densos. La UPIL (Unidad de Produccién de Inéculos para
Legunl\inosas) hace una serie de recomendaciones para la produccién
de inoculantes de Rhizobium de alta calidad. Los disefios propues-
tos para la propagacién de in6culantes para laguminosas es el uso
de fermentadores de acero inoxidabla 30 a 50 1 de capacidad, con
los accesorios necesarios para el crecimiento de bacterias
aerSbicas como Rhizobium. Las principales recomendaciones que

raalizan son las ll_guiontes:

1) El medio a utilizar es caldo de extracto de levadura-manitol

(61), esterilizando el fermentador a 105 C durante una hora.

2) La inoculacién del fermentador de 30 1 se realiza con un
litro de cultivo liquido de Rhizobium, guardando los cuidados de

agepsia.

3) La aireacidn se realiza por inyeccién de aire estéril en el
farmentador a través de un tapsn porcso de acero inoxidable con

algodén, a una velocidad de 5 1 de aire/h/1 del medio.

4) La regulacién de la temperatura es controlada por un bafio de
agua a 30 grados centigrados.

5) La agitacién se regula a través de un agitador magnético.
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6) El control se realiza muestreando durante el crecimiento,
para evaluar la calidad y conteo de Rhizobium. En estas condi-
ciones, la UPIL obtiene cultivos densos de Rhizobjum (48).

2.9, US0 DE SOPORTES PARA EL TRANSPORTE DE INOCULANTES.

La industria de los inoculantes tiene sus comienzos en 1895 al
introducir el *Nitragin" que era un medio de cultive con bacte-
rias Bacillus radicicola, actualmente conocida como Rhizobjum
8pR., cultivadas en una botella de 10 onzas con una capa de medio
s61lido el cual contenia az(car, asparagina, gelatina y extracto

de leguminosas.

El soporte es todo material excipiente que por sus caracteristi-
cas, tanto fisicas como quimicas, es capaz de mantener viable a
los rizobios el tiempo necesario en llevar a cabo la inoculacidn
de las semillas de leguminosas sin que lleguen a perder sus

propiedades infectantes y de crecimiento (30).

Las cualidades de un buen soporte para rizobios son: 1) no ser
téxico para las especies de Rhizobium, 2) tener buena absorcién,
3) mer de fAcil molido y esterilizacidn, 4) presentar buena
adsorcitén a las semillas y 5) estar disponibles en grandes canti-

dades y a un buen precio (17).
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Los inoculantes actuales se basan normalmentes en soportes con
medios ligquidos o medios s6lidos (turba, mezcla suelo-turba,
suelo con alto contenido de materia orginica) con medlos de
cultives (30). La turba es el soporte universalmente usado en los
inoculantes comerciales, éste no se encuentra en cualquier parte
del mundo y donde lo hay es de un valor variable, la turba se
forma de la acumulaci6én y descomposicién parcial de dep6sitos
vegetales que se han conservado bajo condiciones de escasa airea-
cién en los remansos de 1lo8 lagos, estangues y pantancs. La turba
en México es importada de Estados Unidos o de Canadi. Se han
buscado otras alternativas que permitan sustituir a la turba como
soporte como son &l usc de carbén, bentonita, harina de alfalfa,
filtrados obtenidos al procesar la cafia de azicar (20), polvo de
bagazo de Machuca latifolia, residuos de hilo de seda (33),

vainas de arroz y de sé > (39), composta de residucs de culti~

vos de hongos (7). En Colombia y otros paises tropicales se ha
utilizado el bagacillo de cafia de azGcar como soports para inocu-
lantes de Rhigzobium con resultados adecunados que permiten susti-
tuir a otros soportes cuando se dispone de este tipo de recursos
(28) . El alto contenido de materia org&nica del bagacillo de cafia
de azdcar hace que pueda ser utilizado como alternativa al uso de
turba cuando sus costos lo permitan. Todos los soportes citados

anteriormente y otros pueden sustituir a la turba ya que poseen



las caracteristicas adecuadas para mantener poblaciones elevadas
de células viables, conservando la capacidad de infeccitn y de
fijacién de nitrégenc. La naturaleza del soporte y su tratamiento
previo afectan 1la calidad del inoculante. Este debe ser secado
fijando cuidadosamente las variables de temperatura y tiempo, ¥y
molido (malla-tamiz 200). En Alemania el secado lo realizan a
60C en grandes cantidades obteniendo buenos resultados en forma

aconémica y efectiva (31).

El soporte se debe de esterilizar con preferencia, se realiza en
autoclave o por radiaciones gue facilitan la ausencia de sustan-
clas t&iicas que se presentan por calor hGmedo (52). Se envasan
en bolsas de polietileno y se inoculan con cultivos con alta
concentracién de células {1 x 10 ° cél/ml). La humedad final debe
de ser entre un 50%-60% a diferentes temperaturas de almacenami-

ento aumenta la viabilidad (34).

Los soportes se maduran de 2 a 3 dias a temperatura ambiente,
permitiendo el escape de gases de las bolsas y luego se almace-
nan. Los inoculantes con soporte s6lido son impregnados sobre la
superficie de las semillas, @e usan adherentes como la goma
aribiga u otras gue evitan la muerte de los microorganisnmos por
los cambios desfavorables en el suelo. Varios desechos agroin-
dustriales se han utilizado para paieteat las semillas inoculadas
mejo;ando las condiciones adversas como scn el pH del suelo, las
heces de ganado vacunoc es una de las alternativas que se probaron

29



con éxito para evitar la muerte de las bacterias por acidifica-

cién del medio (33).
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3.0BJETIVOS.

México es un pals exportador de azicar y los residuos prove-
nientes de su proceso industrial pueden ser utilizados para
diferentes fines. En la actualidad el destino m&s importante de
aestos subproductos es 1la alimentacién de rumiantes. Otras formas
de utilizacién como su uso para soporte de cepas de Rhizobium
pueden ser implementadas.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar un estudio gque permita generar la tecnologia para
produccir inoculantes a base de Rhizobium usando bagacillo de
cafia de azlGcar como soporte.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

3.2.1. Disefiar un medio de cultivo para el crecimiento de Rhizo-

3.2.2. optimizar los componentes de dicho medio.
3.2.3. Optimizar el crecimiento de Rhizeblum en funcién de para-

metros ambientales como pH, temperatura, agitacién y aireacidn en
cultivo por lote.

3.2.4. Evaluar la factibilidad técnica de usar el bagacillo de

cafia de azficar como soporte para la produccién de inoculantes
para leguminosas.
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4. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo experimental se realizé en el laboratorio de Biotecno-
logia de la Facultad de Estudios Superjores Cuautitlfn, U.N.A.M.
Las cepas de bacterias utilizadas en el trabajo provenian de
colecciones aportadas por otras instituciones nacionales (CINVES-

TAV Irapuato, Colegio de Posgraduados Chapingo).

Las cepas de Rhizobjium utilizadas en el desarrollo del esperimen-
to fueron : 1) R.meliloti C1 (CINVESTAV, Irapuato), 2) R.japoni-
cum 104A 14 Winconsin (Colegio de Posgraduados) y 3) R.phaseoli
CPMex 1 (Colegio de Posgraduados) que se mantuvieron en medio de

agar-manitol-extrato de levadura en tubo inclinado.

4.1, DISERO DEL MEDIO DE CULTIVO.

El c8lculo de los medios de cultivo se basd en 1los
requerimientos de nutrientes d'eA la bacteria para un rendimiento’
de 10 g de células por litro, de acuerdo a sus constituyentes
celulares inorg&nicos y el peso molecular de los nutrientes
aportados (2). Los constituyentes celulares considerados fueron
azufre, hierro, cloro, magnesio, sodio, fésforo, potasio, asi
como los aportes de vitaminas y amino&cidos detallados por Nerris
y Date (40). El aporte de oxigeno e hidrégenoc necesarios para el
crecimiento de la bacteria provenian de las sales o el agua

presentes en el medio. La fuente de carbono utilizada fue el
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manitol de acuerdo a las recomendaciones planteadas por otros
autores {61, 40, 17). En base o los pesos moleculares de los
elementos constituyentes de cada componente del medio se calculd
la cantidad que debia jintegrarse para cubrir el requerimiento por
el mismo. El medio base utilizado contenia: mwanitol 10 g, fostfa-
to dibésico de potasio 1.66 g, sulfato de magnesio heptahidratado
0.76 q, cloruro de sodio 0.26 g, cloruro férrico hexahidratada
0.1 g, extracto de levadura 1 g y agar bacteriolégico 15 g, por
litro de medio a pH=7. Estos medios se esterilizaron en autoclave
a 121 .C por 15 minutos, realizando un control de esterilidad por

24 ha3? C.
4.2. RECUPERACION DE LAS CEPAS.

Las cepas liofilizadas fueron activadas en medios liguidos com-
probando su pureza por medio de pruebas de laboratorlo: tincién
de Gram, wotilidad, caracteristicas de crecimiento en medio
861ido y reacciones en leche tornasolada. Se evalué la capacidad
de las cepas para producir n6dulos eficientes de color rojo,
utilizando msesillas de cada una de las leguminosas especificas
gue fueron sembradas en jarras de Leonard modificadas, conte-

niendo agrelita como scporte inerte (61, 40).

La evaluacién de la capacidad acidificadora o alcalinizadora de
cada cepa se realizé en matraces Erlenmeyer ds 250 ml con 50 =l
de medio base y 5 wl/l de azul de bromotimol (40), los cuales
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fueron inoculados con cultivos de 4 dlas de crecimiento en medio
s6lide inclinado a 30 C. El tiempo de incubacién de los matraces
es particular para cada cepa, pudiende llegar a un mes de estu-

dio.
4.3. OPTIMIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

La optimizacién de un medio de cultivo se logra al conocer 1la
nejor combinacién y proporcién de cada uno de los nutrientes
seleccionados para el crecimiento de una bacteria (6). Un medio
de crecimiento para rizobios requiere de sales (fosfato dib&sico
de potasio, cloruro de sodio, cloruro férrico hidratado y sultato‘
de magnesio hidratado), una fuente de carbono (manitol, sacarosa,
dextrosa, glicerol), una fuente de nitrégeno y vitaminas (extrac-
to de levadura) (40), En la Tabla 3 se presenta el medio base

calculado para un rendimiento de 10 g. de células por litro.

Los niveles de variacién utilizados en el estudio de optimizacién
de iediol, partiendo del medios base, fueron los que se describen

a continuacién:

4.3.1. E1 fosfato dibadsico de potasio se estudié en el rango de
0.66 a 2.16 g/l1, usando cuatro niveles de tratamiento y 1la

unidad de variacién fue de 0.5 g/l.
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TABLA 3. MEDIO BASE CALCULADO PARA OPTIMIZACION DE NIVELES.

' COMPOSICION CONCENTRACION (g/1)

CLORURQ DE SODIO 0.26
CLORURC FERRICO 0.1
EXTRACTO DE LEVADURA 1.0
SULFATO DE MAGNESIO 0.76
FOSFATO DE POTASIO 1.66
MANITOL 10.00
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4.3.2. El sulfato de magnesio hidratado se estudié en el rango de
0.26 a 1.26 g/, usando 5 niveles de tratamiento y 1la unidad de
variacién fue de 0.25 g/l.

4.3.3. E1 cloruro de sodio se estudié en el rango de 0.05 a 0.45
g/l, usando 5 niveles de tratamiento y la2 unidad de variacién de

0.1 g/1.

4.3.4. E1 cloruro férrico hidratado se estudié en el rango 0.05 a
0.15 g/1, usando 3 niveles de tratamiento y la unidad de varia-

cién fue de 0.05 g/l.

4.3.5. El extracto de levadura se estudié en el rango 0.5 a 1.5
g/1l, usando 5 niveles de tratamiento y la unidad de variacién fue

de 0¢.25 g/1.

4.3.6. Las fuentes de carbono utilizadas fueron manitol,
glicerol, glucosa y sacarosa. Las cuatro fuentes fueron estudia-
das en el rango de 10 a 20 g/l, utilizando una unidad de varia-

cién de 5 g/} y 3 niveles de estudio.

La optimizacién del medio se realizé de acuerdo a un arreglo
factorial (14, 6, 56). Los medios se prepararon por dﬁplicado en
matraces Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml de caldo para cada
nivel, se incubaron al ser inoculados en agitador rotatoric
provisto de controles para la temperatura y la velocidad de
agitacién. La velocidad de agitacién fue de 100 RPM en agitador
rotatorio New Brunswick modelo G 25, con un excéntrico de una
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pulgada. La temperatura de incubacién fue de 30 C.

Los inéculos provenian de crecimiento de Rhizobjum en medio
sélido base manitol extracto de levadura en tubo (inclinado), con
cuatro dias de incubacién a 30 C. A cada matraz se le afiadieron
2 ml de una suspensisén de bacterias provenientes de estos culti-
vos. Se tomaron muestras de los cultivos por varios dlias evaluén-
dose el crecimiento microbianc por densidad éptica a 600 nm de
absorbancia (espectrofotémetro Espectronic 20 Baush&lomb) para
graficar los resultados en relacién al tiempo de incubaciébn. En
cada caso, se calculd la velccidad de crecimiento (u) pét medio
de regresién lineal del logaritmo natural de la densidad éptica
sobre tiempo en la fase exponencial de crecimiento de acuerdo a
Aiba et al. (21) y el tiempo de duplicacién (tD) por medio de 1la

ecuacibén:
tD=1n2
u

Los medios se optimizaron en base a los mejores tiempos de dupli-

cacién.
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4.4, bm*nuzncxon DR PARAMETROS AMBIRNTALES.

Posteriormente a la optimizacién de cada medio, se varlaron las
condiciones de pH y temperatura aen el medic de crecimiento. Se
evaluaron 5 niveles de temperatura para cada uno de los medios
optinizados, usando una unidad de variacién de 2 C dentro del
rango de 26 a 34 C, a pH=7. La evaluacién del pH de crecimiento
se realizé en el rango de pH=6 y pH=8, usando como unidad de

variacién 0.5 y estudiando 5 niveles.
4.5. ESTUDIOS EN KL FERNENTADOR.

La etapa de propagacién en fermentador se trabajé con la cepa de
R.phageoli CpPMex 1, utilizando el medio optimizado conteniendo:
manitol 10g, fosfato dibfsico de potasio 1.16g, sulfato de magne-
sio heptahidratado 1.01g, clorurc de sodio 0.45g, cloruro férrico
hexahidratado 0.15g, extracto de levadura 1.59 y agua destilada
hasta completar un litro. E1 pH fue ajustado a 7 posteriormente a

1a esterilizacién.

Se trabajé con 9 litros medio de cultivo en un fermentador
de 14 1 (New Brunswick Scientific Magnaferm), realizando cada
corrida por duplicado. El1 in6culo para el fermentador se preparé
en matraces tipo Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml de maedio de
cultivo optimizado, los cuales previamente se sembraron con 2ml
de suspensién de bacterias provenientes de medio sélido de 4 dAlas
de crecidas. El inSculo fue incubado en agitador orbital a 30 Cy
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100 rpm, y transferido al fermentador en la etapa de crecimiento
logaritmico (aproximadamente antes de 36 horas). E1I volumen de
inbculo fue del 10% del volumen. del reactor empleado. Se agrega-
ron al medio unas gotas de silicén antiespumante (FG10 Dow

corning).

En las corridas de fermentador se optimizaron las condiciones de
agitacién a 300, 500 y 700 rpm , aireacién 0.3, 0.5 y 0.7 v.v.m.
Ia optimizacién de las condiciones de crecimiento se establecier-
on por medio del chlculo de tiempo de duplicacién y producci&n de
materjia seca. La determinacién de pesoc seco se realizé por medio
de filtracién usando membranas milipore de 0,22 um , que poste-
riormente se llevaron a peso constante por secado en estufa de
aire forzado a 80 C con y sin muestra. Se obtuvo una curva por
diferencias de pesos secos en relacién al tiempo de crecimiento

nicrobianc
4.6, MATERIAL UTILIZADO COMO SOPORTE.

En este estudio se evalub el bagacillo de cafia de az(Gcar como
soporte para bacterias de fijadoras de nitrégeno. El bagacillo
fue secado en estufa de aire forzado a 55 C durante 24 h y molido
hasta lograr ser tamizado por una malla de 200 (61). Se realiza-
ron pruebas de esterilidad en autoclave en muestras de S, 10, y
15 gramos; esterilizando a 15 libras por 15, 30, 45, 60, 75, 90,
120 y 180 minutos de exposicién. Se evaluaron los contaminantes
por recuento de microorganismos usando el método de dilucién en
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caja, cultivando e¢n medio de agar nutritive incubando a 37 € por

2 dias.

Luego de determinar las mejores condiciones de trabajo se envasa-
ron en bolsas de polietileno de 0.025 pulgadas de espesor. Este
soporte debe tener una humedad del 50% y un pH de 7 el cual se
ajusté en 10 gramos de bagazo con 100 nl de agua destilada y se
agregé carbonato de calcio 3 g/l (61, 40). Se inocularon con los
cultivos resultantes de la fermentacién optimizada para todas las
variables en estudio. Previo a ser inyectado a cada bolsa se
realizé una cuenta viable por el método de dilucién en caja. En
cada bolsa se introdujeron 3 ml cultivo y se determiné la viabki-
lidad por el método de diluciones a los 7 , 15 , 30 , 60 ¥y 90

dias, incubindose a por duplicado a 4 y 30 C.
4.5. METODOS ANALITICOS.

Se analizé la cinética de desaparicisn de azficares en el medio
del fermentador por el método fenol-sulfdGrico (26). Para esta
prueba se utilizé una solucién de fenol al 80%, fundiendo 1los
cristales a 50 C. E1l &cido sulfGrico utilizado es concentrado y
grado quimico.La solucién patrén de manitol es con una concentra-

cién de 10,000 ug/ ml.
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5+« RESULTADOS
5.1.OPTINIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO
5.1.1. EVALUACION DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

En los Tablas 4, 5, 6 y Figuras 1, 2 y 3 se presentan los
resultados de los canbios en densidad &ptica en los diferentes
tiempos de crecimiento, velocidad de crecimiento (u) y tiempe de
duplicacién (tD) para las cepas R. phaseoli CP MEX1, R. japonicum
CP89 104A y R. meliloti ci. .

La informaclién correspondiente al tiempo de duplicacion (tD)
para las diferentes fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, gli-
cerol y manitol) y las tres cepas evaluadas de Rhizobjum fue
analizada mediante un disefio completamente al azar con arreglo
factorial de tratamientos. Los resultados del andlisis estadisti-
co se resumen en el Tabla 7 e indicaron la existencia de diferen-
cius. altamente significativas (P<0.0001) en el tiempo de duplica~
cién para las distintas fuentes de carbono y las tres especies de
Rhizopbjum utilizadas; con una interaccién altamente significativa
(P<0.0001) entre fuente de carhonorespecie de RhizZobjum.

Los tiemwpos medios de duplicacidn para las distintas especies en
cada fuente de carbono fueren de 19.2 * 6,11, 14.61 + 4.82, 15.61

+ 5.61 y 9.99 £ 2.9 h para glucesa, sacarosa, glicerol y manitol,
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TABLA 4.CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobjun phasgoli CP MEX1
CON DIFERENTES FUENTES DE CARBOHIDRATOS (10 g/f1).

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA GLUCOSA SACAROSA GLICEROL MANITOL
o 0.05 0.10 0.10 0.16
6 0.12 0.17 0.10 ———
15 -—— ——— — 0.17
18 1.72 2.46 1.88 ————
19 —— —— —— 0.26
21 2.22 3.25 2.81 ———
25 ——— ——— —— 0.82
28 3.18 . 4.08 3.58
19 —_—— ——— ——
40 5.60 6.15 5.10
42 ——— e ——
45 6.32 7.06 6.37
46 -—-- -—— -——
49 7.10 7.85 6.32
50 ——— —— -—
53 7.62 8.20 7.50
66 8.30 9.40 8.22
70 8.40 9.35 8.78
76 8,95 9.40 8,80
92 10.50 11.10 11.50
115 10.40 10.30 10.85
u= 0.039 0.058 0.066
to= 17.65 11.86 10.45

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 1. CRECIMIENTO DE R.phaseoli CON
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

o D.O0 {(600nm}
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TABLA S. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium jiaponicum
104 A CON DIFERENTES HIDRATOS DE CARBONO (10g/l).

CP 89

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA GLUCOSA SACAROSA GLICEROL MANITOL
0 0.095 0.097 0.105 0.103
8 0.26 0.20 0.16 0.282
24 1.27 1.27 1.15 2.02
28 1.40 1.50 1.50 2.13
34 1.70 1.80 l.90 2.15
48 2.27 2.17 2.52 2.45
52 2.35 2.35 2.87 2.37
58 2.52 2.43 3.05 2.52
72 2.60 2.70 2.95 2.7
76 2.66 2.70 3.06 2.74
82 2.62 2.70 3.37 2.74
96 2.95 2.87 3.10 2.8
u= 0.026 0.033 0.049 0.052
tD= 26.49 20.66 13.92 13.232

u= velocidad de crecimiento (/h}

tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 2. CRECIMIENTO DE R.japonicum CON
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

D.0 (600nm)
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TABLA 6, CINETICA DE CRECIMIENTO DE el
DIFERENTES FUENTES DE HIDRATOS DE CARBONO (10g/1).

€1 CON

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA GLUCOSA SACAROSA GLICEROL MANITOL
0 0.055 0.066 0.050 0.089
8 0.067 0.086 0.055 0.170
24 0.285 0.850 0.220 0.445
28 0.900 2.500 0.400 1.8
34 1.160 2.200 0.910 2.6
48 2.800 3.600 2.150 2.4
52 3,200 3.780 2.350 2.3
58 3,570 4.100 2.800 2.6
72 3.920 4.950 3.550 3.0
76 3.920 4.700 3.800 3.0
82 4.350 6.250 4.250 .5
96 4.700 6.250 4.500 4.0
104 5.000 6.300 4.800 4.5
120 6.750 6.350 5.400 4.6
124 5.350 6.000 4,800 4.8

um 0.081 0.026 0.049 0.100
tD= 13.45 26.49 13.92 6.900

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tieapo de duplicacién (h)
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FIGURA 3. CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

5 D.0 (600nm)
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TABLA 7. RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPO DE
DUPLICACION (tD) PARA LAS DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

CONCENTRACION (g/1 de medio)

GLUCOSA SACAROSA GLICEROL MANITOL PROMEDIO
Rhizobium a b b b B
phasgeoli 17.6542.69  11.86#1.53 10.45+0.86 9.73%0.35 12.4243.55
Rhizobium be cd a d B
peliloti 13.45%1.48 11.31#1.83 22.42+2.13 6.911+0.40 13.5236.16
Rhizobium a b cd cd A
iaponicyn 26.4910.04 20.6610,71  13.92%0.63 13.92%0.63 1B.62%5.77
A B B ]
19.20%6.11  14.61%24.82 15.61%5,61 9,99%2,90

a, b, ¢. Letras diferentes dentro de fila indican

(P<0.05) .

diferencias significativas

A, AB, C. Letras diferentes dentro de fila o columna indican diferencias
significativas (P<0.05).
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respectivamente. Las comparaciones de medias indicaron que la
glucosa fue la fuente de carbono que condujo a los mayores tiem-
pos de duplicacién, difiriendo en forma significativa (P<0.05) de
los restantes azficares. El manitol presentd el mejor conportami-
ento con el menor tiempo de duplicacién (9.99 + 2.9 h) difiriendo
significativamente con laa restantes fuentes de carbono utiliza-
das., Los tiempos de duplicacién de sacarosa y glicerol ‘fueron
intermedios y similares entre si, difiriendo en forma significa-

tiva (P<0.05) con glucosa y manitol.

Los tlempos de duplicacién para las diferentes especies de
bacterias utilizadas fueron de 12.42 + 3.55, 13.52 t 6.16 y
18,62 & 5.77 h para R. phaseeli, R. meliloti y R. japenicunm,
respectivamente. El tiempo de duplicacién para R. japonicum fue
més alto y significativamente (P<0.05) diferente las restantes
especies estudiadas. E1 R, phaseoli y R. meliloti presentaron
tiempos similares (P>0.05) de duplicacién.

El an&lisis de la interacci6n permitié detectar el comporta-
miento particular de cada una de las especies astudiadas en las
fuentes de carbono utilizadas en el experimento. Para R, phageoli
los tiempos de duplicacién fueron de 17.65 + 2.69, 11.86 + 1.53,
10.45 t 0.86 y 9.73 t 0.35 h para glucosa, sacarosa, glicerol y

manitol, respectivamente. La glucosa presentd el mayor tiempo de
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duplicacién comparado con los restantes azlcares (P<0.05), mien-
tras que sacarosa, glicerol y manitol no difirieron significati-
vamente. Para R, melilotl, los tiempos de duplicacién fueron de
13.45 * 1.48, 11.31 + 1.83, 22.42 + 2.13 y 6.91 ¥ 0.40 h para
glucoga, sacarcosa, glicerol y manitol, respectivamente. A
diferencia de las restantes bacterias estudiadas, el glicerol fue
la fuente de carbono con el mayor tiempo de duplicacién difirien-
do en forma significativa (P<0.05) de las restantes. El manitol
presenté el menor tiempo de duplicacién siendo de comportamiento
similar a la sacarosa. La glucosa presenté an este caso un com-
portamiento intermedic en tiempo de duplicacién no difiriendo de
sacarosa, siendo significativamente (P<0.05) mehor a glicerol y
mayor que manitol. Para Rhizobium japopicum los tiempos de dupli-
cacién fueron de 26.49 + 0.04, 20.66 % 0.71, 13.92 % 0.63 y 13.34
t 0.56 h para glucosa, sacarosa, glicerol y manitol, respectiva-
mente. Las fuentes de manitol y glicerol presentaron los menores
tiempos de duplicacién no difiriendo entre si, mientras que 1la
glucosa presenté el mayor tiempo de duplicacidn, difiriendo en

forma significativa (P<0.05) con las restantes fuentes. La

sacarosa pr t6 un portaniento intermedic en el tiempo de
duplicacién siendo menor (P<0.05) a glucosa y mayor (P<0.05) a

glicerol y manitol.
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5.1.2. EVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE EXTRACTO
DE LEVADURA EN EL MEDIO.

En las Tablas 8, 9, 10 y Figuras 4, 5 y 6 se presentan los
resultados de deniidad Optica en diferentes tiempos de cultivo, y
los c&lculos de velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplica-
cién (tD) para R. Phaseoli, R. japonicum y R. meliloti., en
medios de cultivo con variacién en los niveles de extracto de

levadura.

En la Tabla 11 se presenta un resumen de la informaci6én de
medias y diferencias estadisticas para los diferentes niveles de
aporte de levadura (0.5, 0.75, 1.25 y 1.5 g/1) para las tres
especies de bacterias bajo evaluacién. El anS&lisis de varisrza
indics la existencia de diferencias altamente significativas
(P<0.0001) para los diferentes niveles de levadura y entre esspe—
cies de Rhizobiutn, asi como una interaccién altamente significa-
tiva (P<0.0001) de niveles de levadura*especie de bacteria.

Las comparacionas de medias para niveles de aporta de lavadura
indicaron que, para todas las especies estudiadas, los medios con
0.5 g/l presentaron los mayores tliempos de duplicacién (21.36
10.08 h), ditiﬂondo en forma significativa (P<0.05) con los
medios que inclufan 0.75, 1.25 y 1.50 g/1, cuyas medias fueron
13.06 ¥ 7.92, 12.74 * 6.83 y 11.10 % 3.54, respectivamente.
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TABLA B. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizeokium phaseoli CP MEX 1
CON DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (g/l).

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.50 0.75 1.25 1.50
[ 0.18 0,09 0.12 0.39

6 0.18 0.08 0.10 0.20

18 2.62 2.06 1.00 1.18
21 3.08 2.58 1.86 1.49
28 3.78 3.02 2.44 1.86
40 5.00 4.54 3.50 2.24
45 5.80 6.97 3.90 2.58
49 6.00 7.13 3.98 2.45
53 6€.56 7.18 4.30 2.45
66 7.02 7.70 4.30 2.65
70 7.00 7.90 4.75 2.80
76 7.15 8.15 5.20 3.05
92 8.42 8.90 5.20 3.70
115 9.25 8.95 4.35 2.90
u= 0,036 0.030 0.037 0.054
tD= 19.14 23.00 18.50 12.64

u= velocidad de crecimiento (/h}
tD= tiempo de duplicacitén (h)
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FIGURA 4. CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON
DIFERENTES NIVELES DE EXT.LEVADURA

g D0 (600nm)

HORAS
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TABLA 9. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium japopicum
A CON DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (g/1).

CP 89 104

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.50 0.75 1.25 1.50
0 0.095 0.090 0.127 0.120
8 0.166 0.154 0.148 0.135

24 0.900 1.020 1.97 1.97

28 0.900 1.90 1.56 1.99

34 0.900 2.52 1.72 2.15

48 0.900 1.16 1.37 1.61

52 0.930 1.18 1.50 1.70

58 1.00 1.30 1.80 2.00

72 1.20 1,65 2.30 2.47

76 1.32 1.75 2.30 2.60

82 1.50 1.50 2.00 2.00

u= 0.020 0.113 0.160 0.105

b= 33.55 6.11 4.33 6.60

us= velocidad de crecimiento {(/h)

tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 5. CRECIMIENTO DE R.japonicumn CON
DIFERENTES NIVELES DE EXT.LEVADURA

5 D.0 (600nm)

60

HORAS
55



TABLA 10. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium meliloti C1 coN
DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (g/l)

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.5 0.75 1.25 1.5
Q 0,142 0.110 0.158 0.145

8 0.225 0.135 0.240 0.175
24 0.775 0.360 0.79% 0.692
28 0.925 0.600 1.100 0.930
34 1.570 1.420 2,100 1.720
48 2.470 2.700 3.400 3.120
52 2.470 2.850 3.550 3.500
58 3.420 3.720 3,645 3,650
72 3.220 3.410 4.120 3,950
76 3.170 4.020 3.950 3.950
82 3.130 3.900 4.120 4.230
96 3.900 4.750 5.250 5.500
104 3.700 4.350 4.750 4.870
u= 0.060 0.068 0.045 0.049
tD= 11.41 10.06 15.41 14.00

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacisén (h)
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FIGURA 6. CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DIFERENTES NIVELES DE EXT.LEVADURA

5 D.0 (600nm)

0 20 40 60 80
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Las medias de tiempo de duplicacién para R. phageoli, R. Japoni-
cum ¥ R. meliloti para los niveles experimentales de levadurav
utilizados fueron de 18.32 * 4.16, 12.66 + 12.94 y 12.72 % 2.37

h, respectivamente.

El estudio estadistico de las interacciones indicé que el
comportamiento individual de cada bacteria ante los cambios en
los niveles de extracto de levadura presenté caracteristicas pro-
pias. En R, phasegli, no se encontraron diferencias significati-
vag (P>0.05) en tiempo de duplicacién cuando se aportaron 0.5,
0.75 y 1.25 g/l, disminuyendo en forma significativa (P<0,05)
cuando el aporte al medio fue de 1.5 g/1. Para R. japonicum, el
tismpo de duplicacién fue elevade (33.55 t 0.79 h) cuando se
aportd al medio 0.5 ¢g/1, difiriendo en forma significativa
(P<0.05) de los otros nivelés utilizados. El tiempo de duplica-
cién con aportes de 0.75, 1.25 y 1.5 g/l fueron de 6.11 % 1,24,
4,33 t 1.42 y 6.6 * 0.8, respectivamente, no difiriendo signifi-
cativamente (P>0.05) entre si. En el caso de R. meliloti, los
aportes de 0.5 ¥ 0.75 g/l presentaron los menores tiempos de
duplicacién (11.41 + 1.18 y 10,06 * 0.31 h, respectivamente),
siendo similares (P>0.05) entre sf y difiriendo (P<0.05) de los
tiempos de duplicacién logrades con 1.25 y 1.5 g/1 (15.41 £ 6.83
y 14.0 * 0.64 h, respectivamente).
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5.1.3. EVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO 1OS NIVELES DE SULFATO
DE MAGNESIO EN EL MEDIO.

En lag Tablas 12, 13, 14 y Figuras 7, 8 y 9 se presentan log
resultados de densidad Optica en diferentes tiempos de cultivo, y
los cllculos de velocidad de cracimiento (u) y tiempo de duplica-
cién para R. japonicum, R. meliloti vy R. phaseoli, en medios de

cultivo con variacién en los niveles de sulfato de uwagnesio.

En la Tabla 15 se pr ta un r de la informacién de
medias y diferencias estadisticas para los medios conteniendo
diferentes niveles de aporte de sulfato de magnesio (0.26, ©.51,
1.01 y 1.26 g/1) para las tres especies de bacterias estudiadas.
El andlisis de varianza indicé la existencia de diferencias
altamente significativas (P<0.0001) para niveles de sulfato y
entre las especies de Rhizobium estudiadas, asi como una interac-
cisn altamente significativa (P<0.0005) de niveles de sulfato de

magnesio*especie de bacteria.

La comparacién de medias para los diferentes niveles de
aporte de sulfato de magnesio indicaron, que para todas las
especiecs de bacterias, los medios conteniendo 1.26 g/l presenta-
ron los mayores tiempos de duplicaci6n (30.29 t 16.37 h), siendo
significativamente mayor (P<0.05) a los restantes niveles de

aplicacién. A su vez, los medios conteniendo 1.01 g/l presentaron
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TABLA 12. CINETICA DE CRECIMIENTO DE

Rhizobiuz japonicum
DIFERENTES NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO (g/1).

CP89 CON

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.26 0.51 1.01 1.26
o 0.040 0.082 0.082 0.115
8 0.260 0.225 0.180 0.250
24 1.400 1.500 «<1.700 1.650
28 1.750 1.610 1.800 1.700
34 2.220 1.700 1.850 1.920
48 3.000 1.810 2.170 2.300
52 1.920 1.750 2.220 2.420
58 2,300 2.020 2.350 2,450
72 2.470 2.150 2.500 2.600
76 2.800 2.100 2.600 2.670
82 2.850 2,150 2.610 2.950
96 2,720 2.320 2.660 3.170
s 0.060 0.051 0.027 0.019

tD= 11.47 13.71 25.75 36.05

uw velocidad de crecimiento (/h)

tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 7. CRECIMIENTO DE R.japonicuim CON.
DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO

D.0 (600nm)

HORAS
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TABLA 13. CINETICA DE CRECIMIENTO Rhizobium meliloti ci CON
DIFERENTES NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO {g/l1).

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.26 0.51 1.01 1.26
[+] 0.104 0.100 0.164 0.156
8 0.160 0.114 0.297 0.203
24 1.51 1.27 1.44 0.967
28 2.13 2.00 1.65 1.57
3 - 2.55 2.35 1.95 1.77
48 3.25 3.31 2.30 2.18
22 3.75 3.32 2,70 2.35
58 3.82 3.57 2.72 2.55
72 3.87 3.92 2.67 2.60
76 3.82 4.12 3.30 3.05
-82 4.00 4.02 2.72 2.95
96 4.75 4.56 3.07 3.92
104 4.32 4.55 2.67 3.10
u= 0.025 0.026 0,019 0.016
tD= 27.59 26.48 35.99 44.47

u= velocidad de creciwiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 8. CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO

D.0 (600nm)

HORAS
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TABLA 14. CINETICA DE CRECIMIENTO DE

CP MEX 1

Rhizobiup
CON DIFERENTES NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO (g/1).

DENSIDAD OPTICA (600 nnm}

HORA 0.26 0.51 1.01 1,26
0 0.17 0.06 0.13 0.20
15 0.20 0.17 0.17 0.23
19 0.25 0.22 0.26 0.35
25 0.78 0.60 0.94 1.28
39 1.35 0.78 2.22 2.94
42 1.54 0.77 2.42 3.1%
46 1.80 0.69 2.56 3.20
50 2.10 0.94 2.85 3.27
66 1.87 0.26 2.70 2.90

um 0.06 0.07 0.071 0.067

tb= 11,63 9.88 9.81 10.36

us= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempe de duplicacién (h)
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FIGURA 9. CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON
DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO

D.0 (600nm)

HORAS
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TABLA 15. RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPOS DE DUPLICA-
CION (tD) PARA LOS DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO.

CONCENTRACION (g/1 de medio)

0.26 0.51 1.01 1.26

c c b ab B
japonicum 11.47$0.49 13.71+1.131 25.75%0.50 36.0510.68 21.74+10.58

Rhjzobium b b ab a A
peliloti  27.5941.17 26.4820.03 35.99%1,40 44.4718.66  33,36% 8,45

c c c c
phageoli 11.63%2.33  9.88+1.37 9.81#1.53 10.36%1.28 10.42% 1.49

c C B A
16.9048.37 16.69t7.82 23.84111.8 30.29116.37

a, b, c. Letras diferentes en filas indican diferencias significativas
(P<0.05) .

A, B, C. Letras diferentes en filas o columnas indican diferencias
significativas (P<0.05).
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una media mayor (23.84 t 7.82, P<0.05) a aquellos conteniendo
0.51 g/1 (16.69 % 7.82 h) y 0.26 g/1 (16.50 % 8,37 h), los cuales

no difirieron entre si.

Se encontraron diferencias (P<0.05) en el tiempo de duplica-~
cién en las especies utilizadas. Los menores tiempos de duplica-
cién se lograrcon con R. phaseoli (10.42 + 1.49 h), mientras las
mayores se presentaren en R. meliloti (33.63 * B8.45 h). El R.
Japonicum presentd tiempos intermedios (21.74 + 10.58 h) de
duplicacién.

La existencia de interacciones altamente significativas
(P<0.0005) demuestra nuevamente el comportamiento diferencial
entre especies al aporte de sulfato de magnesio. El R, japonicum
Prasentd una tendencia similar a la descrita en el an&lisis
global de la informaciébn para niveles de sulfato de magnesio, con
nedias de 11.47 % 0.49, 13.71 + 1.11, 25.75 % 0.5 y 36.05 t 0,68
h para los wmedios con 0.26, 0.51, 1.01 y 1.26 g/1l, respectiva-
mente. Esto indica que los niveles bajos de aporte pueden ser
adecuados para esta cepa. El R, pmeliloti presents el mismo com-
portamiento con los menores tiempos de duplicacién con niveles
bajos. Los promedios para esta especie fueron de 27.59 %+ 1.17,
26.48 t 0.03, 35.99 + 1.40 y 44.47 * 8.66 h para 0.26, 0.51, 1.01
y 1.26 g/l, respectivamente. En cambio, R, Phaseoli no presenté



diferencias significativas (P>0.05) para todos 10s niveles de
aporte de sulfato de magnesio, siendo las medias de 11.63 * 2.3,
9.88 + 1.37, 9.81 + 1.53 y 10.36 + 1.28 h para 0.26, 0.51, 1.01 y

1.26 g/1, respectivamente.

5.1.4. EVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE
FOSFATO DE POTASIO EN EL MEDIO.

En las Tablas 16, 17, 18 y Figuras 10, 11 y i2 ee presentan
los resultados de densidad 6ptica en diferentes tiempos de incu-
bacién, y los cS&lculos de velocidad de crecimiento (u) y tiempo
de duplicacién (tD) para R. japonicum, R. meliloti y R. phaseoli
en medios de cultivo con variacién en los niveles de fosfato de

potasio.

En la Tabla 19 se presenta un resumen de la informacién
gl&bnl de los tiempos de duplicacitn que incluye las medias y
diferencias estadisticas para los medios utilizados conteniendo
diferentes niveles de fosfato de potasio (0.66, 1.16, 1.66 y 2.16
g/1) para las tres especies de bacterias utilizadas. El andlisis
de varianza indicé la existencia de diferencias altamente signif-
icativas (P<0,0015) entre especies y significativas (P<0.02)
entre niveles de aporte de fosfato de potasioc. Se encontraron
interacciones significativas (P<0.02) entre niveles de fosfato*

especie de bacteria.
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TABLA 16. CINETICA DE CRECIMIENTO DE
CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.66 1.16 1.66 2.16
0 0,080 0,063 0.103 0.066
8 0.195 0.107 0.282 0.110
24 0.920 0.650 2,020 1.550
28 1.200 1.100 2.130 0.800
34 1.920 1.950 2.150 0.700
48 2.270 2.500 2.450 -
52 2.320 2.600 2.370 -
58 2.470 2.800 2.520 -
72 '2.600 3.100 2.700 --
76 2.610 3.150 2.740 --
82 2,700 3.100 2.740 -
96 2.850 3.000 2.770 -
u= 0.027 0.038 0.043 0.024

tD= 25.85 18,22 17.20 28.88

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 10.CRECIMIENTO DE R.japonicum CON
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO

D.0 (600nm)

0 20 40 60 80
HORAS
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TABLA 17. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium meliloti Ci coON
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.66 1.16 1.66 2.16
°] 0.152 0.157 0.109 0.108
8 0.216 0.201 0.170 0.111
24 1.32 1.44 0.445 1.23
28 1.35 1.64 0.447 1.55
34 1.40 1.82 0.407 1.87
48 1.42 2,35 0.407 2.65
52 1.72 3.02 0.420 3.21
58 1.77 3.09 0.427 3.28
72 1.83 3.22 0.43 3.32
76 1.57 2.90 0.38 3.47
82 1.92 2.96 0.395 3.69
96 1.97 3.56 0.435 3,95
104 1.88 3.06 0.410 3.50

u= 0.024 0.038 0.108 0.059
tD= 33.54 18.05 6.42 11.82

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 11.CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO

D.0 (600nm)

HORAS
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TABLA 18. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium phasecli CP MEX 1
CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.66 1.16 1.66 2.16
0 0.17 0.08 0.16 0.18
15 0.27 0.18 0.17 0.19
19 0.36 0.30 0.26 0.26
25 1.24 1.02 0.82 0.74
39 3.20 2.65 1.67 1.22
42 3.88 3.53 1.78 1.70
46 3.72 3.50 2,15 1.72
50 3.73 3.30 2,09 1.76
€6 2.92 . 3.89 1.70 1.82
u= 0.095 0.097 0.070 0.051
tD= 7.28 7.08 9.79 13.78

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 12.CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO

5 D.0.(600nm)
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TABLA 19. RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPO DE DUPLICACION

PARA LOS DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO

CONCENTRACION (g/1 de medio)

0.66 1.16 1.66 2,16 Promedio

b a a a a A
japopicum 25.85%0.46 18.22%1.22 17.20%1.84 28.8814.40 22.53+5.58
Rhizobium a abc c bc A
melilotj 33.54+17.5 18.05%0.22 6.42%0.22 11.82#0.17 17.46%*12.8
Rhizobium a a a a B
phaseoli 7.284£0.37 7.08%0.12 9.79%0.26 13.75%2.77 9.48%3.06

A
22.22+14.5 14.45%5.74

B AB
11.14%5.0 18.1518.64

a, b, c. Letras diferentes dentro de filas indican diferencias significati

vas (P<0.05).

A, B, C, Letras diferentes dentro de filas o columnas indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Las comparaciones de medias para los diferentes niveles de
aporte de fosfato de potasio indicaron que, para todas las espe-
cies de bacterias utilizadas en el trabajo, los mayores tiempos
de duplicacién (22.22 + 14.5 h) correapondieron a los cultivos
que contenfan 0.66 g/l1, y difirieron en forma significativa
(P<0.05) con los logrados con medios conteniendo 1.66 g/1 (11.14
+ 5.0 h). Los tiempos de duplicacién intermedios correspondientes
a 1.16 g/l (14.45 % 5.74) y 2.16 g/1 (18.15 * 8.64) no difirieron
entre 81 (P>0.05) ni con los tratamientos de 0.66 y 1.66 g/1.

Se encontraron diferencias altamente significativas
{P<0.0015) en los tiempos de duplicacién de las especies bacteri-
anas utilizadas en el trabajo. El R. phaseqli presenté los me-
nores tiempos de duplicacién (9.48 % 3.06 h), difiriendo en forma
significativa (P<0.05) de R, meliloti (17.46 & 12.8 h) y R.
japonicum (22,53 t 5.58). Estos (ltimos no presentaron diferen-

cias significativas entre si (P>0.05).

El estudio de las interacciones indicé el comportamiento
diferencial de 1as especies de Rhizobium utilizadas a los
diferentes niveles de fosfato de potasio utilizado. En R, japo-
nicum las nedias para tiempos de duplicacién fueron de 25.85 t
0.46, 18.22 + 1.22 , 17.20 & 1.84 y 28.88 % 4.11 h para los
niveles de 0,66, 1.16, 1.66 y 2.16 g/l de fosfato de potasio. Si 4
bien los tiempos de duplicacién fueron menores con 1.16 y 1.66

g/l no se encontraron diferencias significativas (P>0.05). En el
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caso de R, meliloti, las medias para tiempo de duplicacién fueron
de 33.54 + 17.54, 18.05 % 0.22, 6.42 + 0.22 y 11.82 % 0.17 h para
los tratamientos de 0.66, 1,16, 1.66 y 2.16 g/1, respectivamente.
Los tiempos de duplicacién fueron mayores para el aporte de 0.66
g/l, difiriendo en forma significativa con los tratamientos de
1.66 y 2.16 g/l, siendo similar (P>0.05) a los logrados con 1.16
g/1l. En R, phaseoli, los tiempos de duplicacién fueron de 7.28 t
0.37, 7.08 * 0.12, 9.79 % 0.26 y 13.75 * 2.77 para los tratamien-
tos de 0.66, 1.16, 1.66 y 2.16 g/1, no difiriendo significativa-

mente (P>0.05) entre si.

5.1.5, EVALUACION DE <CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE
CLORURO DE SODIO EN EL MEDIO.

En las Tablas 20, 21, 22 y Fiquras 13, 14 y 15 se presentan
los resultados de densidad éptica obtenidas para los diferentes
tiempos de incubacién, y los cSlculos de velocidad de crecimiento
(w) y tiempo de duplicacién (tD) para R. japenicum, R. meliloti ¥
R. phaseoll en medios de cultivo que variaron en sus niveles de

aporte de cloruro de sodio.

En la Tabla 23 se presenta un resumen de la informacién de
los tiempos de duplicaci6én obtenidas en el trabajo, indicando las
medias y diferencias estadisticas para los medios utilizados. El
anflisis de varianza para los tiempos de duplicacién indicé la

existencia de diferencias altamente significativas (P<0.0001)
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TABLA 20. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium japonjcum cP89
104A CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.05 0.15 0.35 0.45
.0 0.08 0.105 0.10 0.102
8 0.12 0.16 0.165 0.142
24 1.58 1.47 1.30 1.34
28 1.70 1.55 1.37 1.35
34 2.00 1.80 1.20 1.37
48 2.32 2.27 1.47 1.36
52 2.17 2.30 1.50 1.30
58 2.40 2.37 1.60 1.50
72 2.56 2.57 1.82 1.85
76 2.60 2.42 1.57 1.87
82 2.66 2.55 1.50 1.70
96 2.81 2.95 1.48 1.60
us= 0.070 0.034 0.113 0.050
tD= 8,61 18,14 5.42 6.50

u= velocidad de cracimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 13.CRECIMIENTO DE R.japonicum CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO

5 D.0 (600 nm)

0 20 40 60 80
HORAS
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TABLA 21. CINETICA DE CRECIMIENTO DE

DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO.

Cl CON

DENSIDAD OPTXICA (600 nm)

HORA : 0.05 0.15 0.35 0.45
4] 0.101 0.146 0.14 0.16
8 0.15 0.191 0.262 0.26
24 0.185 0.857 0.805 0.95
28 0.195 1.27 0.885 1.25
34 0.225 1.60 1.35 2.17
48 0.662 2.63 2.00 3.22
52 0.875 3.25 1.92 3.32
58 1.28 3. 42 2.05 3.47
72 2.85 3.87 2.50 4.65
76 2.85 4.25 2.50 4.15
82 3.7% 4,17 2.60 4.07
96 4.20 4.60 2.60 4.30
104 4.37 4.38 2.50 4.20

"= 0.050 0.038 0.049 0.042
tD= 12.18 16.76 12.28 14.37

u= velocidad de crecimiento (/h)

tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 14.CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO

5 D.0 (600 nm)

HORAS
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TABLA 22. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobium phageoli CP MEX 1
CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO.
DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.05 0.15 0.35 0.45
¢ 0.07 0.11 0.12 0.16

15 . 0.08 0.15 0.12 0.22

19 0.12 0.15 0.20 0.31

25 0.33 0.36 0.56 0.99

39 0.37 0.69 1.28 1.97

42 0.46 0.72 1.32 2.52

46 0.47 0.97 1.42 2.65

50 0.63 1.12 1.75 2.72

66 0.63 1.00 1.5 2.65
U= 0.045 0.018 0.040 0.065
tD= 13.61 32.81 16.19 9.42

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiespo de duplicacisén (h)
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FIGURA 15.CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO

3 D.0 (600 nm)

HORAS
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TABLA 23. RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPO DE DUPLICACION

PARA LOS DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIQ

CONCENTRACIOH ( g/l de medio)

0.05 0.15 0.35 0.45
Rhizobjum abc a c bc

japonicui 8.6110.01 18.4110.63 5,42£0.31  6.50%0.20

Rhizobjum a a ‘a 2 B
melijoti 12.18%0.78 16.7615.22 12.28$0.20 14.37%1.26 13.90%2.86
Rhigobjum b a b b A
phaseoli 13.61%1.85 32.81%2.97 16.19%45.42 9.42$0.01 18.00%9.80

B A B B
11.47£2.47 22.5718.40 11.29%5.45 10.1$3.61

a, b, c. Letras diferentes dentrc de filas indican diferencias significati

vas (P<0.05).

A, B, C. Letras diferentes dentro de filas o columnas indican diferencias

significativas (P<0.05).
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para niveles de aplicacién y pacies de bacterias tudiadas,

asi como una interaccién altamente significativa (P<0.0024) Qe

niveles*especie de bacteria.

Las comparaciones de medias para niveles de aplicacién de
cloruro de sodio indicaron que los mayores tiexpos de duplicacién
correspondieron a los medios con 0.15 g/1 (22.57 %+ 8.4 h), difi-
riendo en forma significativa (P<0.05) con los tratamientos ds
o;os, 0.35 y 0.45 g/1, cuyas medias fueron 11.47 % 2.47, 11.29 ¢
5.45 y 10.1 + 3.61 h, respectivamente. En relacién a las cepas de
bacterias, el R. phaseoli presentd los mayores tiempos de dupli-
cacién (18.0 t 9.8 h) difiriendo ligniticatlvnonto (P<0.05) Qde
las restantes cepas. A la vez, el R. meliloti prasents mayocres
tiempos de duplicacién (13.9 t 2.86 h) que la encontrada para R,

iaponicum (9.67 t 5.338).

El estudio de la interaccién entre nivalestespecie de bacte-
ria indic6 que para R. japonicum los mayores tiempos de duplica-
cién (18.61 i 0.63 h) coincidieron con el nivel de 0.15 g/l de
cloruro de sodio, difiriendo significativamente (P<0.05) de los
obtenidos para medios con 0.35 g/1 (5.42 % 0.31 h) y 0.45 g/l
(6.50 * 0.20). Probablemente en aste casoc sea recomsndable la
utilizacién de los niveles de 0.35 o 0.45 g/l de cloruroc de sodio .
en los -;diol optinizados. Para R, meliloti las medias de tiempo
de duplicacién fueron de 12.18 * 0.78, 16.76 t 5.22, 12.28 % 0.30



Yy 14.37 ¢ 1.26 h, para los niveles de 0.05, 0.15, 0.35 y 0.45 g/1
de cloruro de sodio en el medio, no encontréndose diferencias
entre los diferentes (P<0.05) tratamientos. En el caso de R.
. phasegli, el comportamiento de las medias para tiempo de duplica-
cién fue similar al encontrado con R, japonicum, con tiempos
m&ximos de duplicacién con niveles de 0.15 g/l de cloruro de

sodio..LS1l

5.1.6 EVALUACION DE CﬁECIHIEN’l‘O VARIANDO LOS NIVELES DE CLORURO
FERRICO EN EL MEDIO.

En las Tablas 24, 25, 26 y Figuras 16, 17 y 18 se presentan
los resultados de densidad éptica obtenidas para los diferentes
tiempos de incubacién, y los cllculoss de velocidad de crecimien-
to (u) y tiempo de duplicacién (tD) para R. japonicum, R. meli-
loti y R. phageoli en wedios de cultivoc en los cuales se variaron

los niveles de cloruro férrico.

En la Tabla 27 se presenta un resutien de la informacién de
tiempos de duplicaci6n obtenidas en la corridas realizadas,
indicando las medias y diferencias estadisticas para loa medios
utilizados. El1 anélisis de varianza indicé 1a inexistencia de

diferencias significativas (P>0.05) entre les niveles de cloruro

térrico utilizados en el trabajo, las especies bacterianas
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TABLA 24. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobjup japonicum cp 89
104A <CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.05 0.15
0 0.062 0.145
8 0.175 0.175

24 1.22 1.42
28 1.24 1.40
34 1.27 1.35
48 1.10 1.22
52 1.30 1.26
58 1.40 1.75
72 1.67 2.02
76 1.80 2.07
82 1.60 1.80
u= 0.083 0.148
tD= 8.36 4.65

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacidén (h).
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FIGURA 16.CRECIMIENTO DE R.japonicum CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO

2 D.0 (600 nm)
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TABLA 25. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizobjium meliloti c1 con
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA 0.05 0.15
0 0.051 0.153
8 0.075 0.165
24 0.885 0.435
28 ) 1.20 0.67
34 . 2.21 1.35
43 3.58 2.70
52 3.20 2.90
58 3.70 3.50
72 3.97 3.87
76 4.12 3.85
82 3.87 4.15
96 4.50 4.50
104 4.75 4.20

u= 0.060 0.049
to= 11.62 14.01

u= valocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)

S0



FIGURA 17.CRECIMIENTO DE R. meliloti CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO.

. D.0 (600 nm)

5 —— 0.05
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TABLA 26. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhizoblum phaseoll CP MEX 1
CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO.

DENSIDAD OPTICA (600 nm)

HORA Q.05 0,15
] 0.12 0.12
6 0.12 0.11

18 1.25 1.20
21 1.62 1.58
28 1.78 2.08
40 2.32 3.08
45 2.70 3.50
49 2.61 3.15
53 2.76 3.09
66 2.65 3.80
70 2.47 3.80
76 2.78 4.40
92 2.60 3.25

115 3.00 3.45

u= 0.066 0.076
tD= 10.57 9.20

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 18.CRECIMIENTO DE R.phaseoli CON
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO

. D.0 (600 nm)

HORAS
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TABLA 27. RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPO DE
DUPLICACION PARA LOS DIFERENTES NIVELES DE CLORURO
FERRICO.

CONCENTRACION (g/l de medio)

0.05 0.15 Promedio
Rhizobium a a c
japonicum 8.3610.74 4.61%0.01 6.51+2.18
Rhizobum a a A
meliloti 11.6241.62 14.0140.46 12.8211.69
Rhizobiun a a B
phassoli 10,5711.07 9.20+1,70 9.89%1.40
A A
10.1811.76 9.2944.26

a, b, c. Letras diferentes en filas indican diferencias signifi-~
cativas (P<0.05).

A, B, C. Latras diferentes en filas o columnas indican diferen-
clas significativas (P<0.05)
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difirieron en forma altamente significativa (P<0.0006) y se
encontré la existencia de una interaccitn significativa entre

niveles*especie de Rhizobium.

Las medias para tiempos de duplicacién entre los tratamien-
tos utilizados en el trabajo fueron de 10.18 & 1.76 y 9.29 & 4.26
h para los niveles de 0.05 y 0.15 g/l, respectivaments, no exis-
tiendo diferencias significativas entre ellas (P>0.05). La compa~
racién de medias entre especies indicé que los mayores tiempos de
duplicacién los presenté R, meliloti (12.82 % 1.69 h), difiriendo
en forma significativa (P<0.05) con las otras dos especies utili-
zadas. Las medias para tiempo de duplicacién de B meliloti fueron
de 9.89 % 1.40 h, prasentando diferencias signiticativas (P<0.05)
con los encontrados para R. japonicum (6.51 1 2.18 h).

El anflisis de la interacciédn entre nivelestespecie de
bacteria indicé la inexistencia de diferencias significativas
(P<0.05) entre niveles de aplicacién de clorurc férrico para cada
una de las bacterias. Las medias para R, japonicum fueron de 8.36
+ 0.74 h y 4.61 + 0.01, en R, meljloti 11.62 *+ 1.62 y 14.01 ¢
0.46 h, Yy en R. phageoli 10.57 + 1.07 y 9.20 + 1.7 h, para 0.05 y

0.15 g/l de cloruro férrico, respectivamente.-
5.1.7. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

En la Tabla 28 se detallan los medios 6ptimos surgidos de
este estudio para cada una de las especies de bacterias en estu-
dio. Para cada bacteria se presentan las concentraciones de cada
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TABLA 28, RESUMEN DE LOS MEDIOS OPTIMIZADOS DE ACUERDO A LOS
RESULTADOS OBTENIDOS.

CONCENTRACION (g/1 de medio)

R. meliloti R. phaseoli R. japonicum
CLORURO
DE
50010 0.35 0.45 0.35
CLORURO
FERRICO 0.05 0.1% 0.15
EXTRACTO
DE
LEVADURA 0.75 1.50 1.25
SULFATO
DE
MAGNESIO 0,51 1.01 G.26
FOSFATO
DE
POTASIO 1.66 1.16 1.66
MANITOL 15 10 10
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uno de los nutrientes evaluades en las etapas previas de aeste

trabajo.

5.2.0PTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DEL 1OS
NEDIOS SELECCIORADOS

5,2.1. EFECTOS DE LAS MODIFICACIONES DEL pH.

En las Figuras 19, 20 y 21 se presenta graficaments la
avolucién de 1a cinética de crecimiento para R, iaponicum, R.
meliloti y R. phaseoli, respectivamente, al modificar el pH del
madio entra 6 y 8. En la Tabla 29 se presenta un resumen de los
célculos de velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién
para cada una de las bacterias estudiadas al variar el pH del
vedio de crecimiento, Esta informacitn fue utilizada para ajustar
ecuaciones lineales o cuadriticas explicativas del comportamiento
general de la velocidad de crecimiento al modificarse el pH del
medio utilizado. Las acuaciones que lograron los mejoras ajustes

para cada una de las bacterias en estudio fueron las siguientas:

R. phasecli. u = =4.102 + 1.227#(pH) - 0.0883w(pH)2
(r2=0.85)

R. meliloti. u = =0.0096 + 0.0308#%(pH)
(r2=0.82)

R. japonicum. u = -0.298 + 0.0872¢(pH) - 0.0044*(pH)2
(r2=0.89)
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FIGURA 19.CRECIMIENTO DE R.japonicum
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO

2 D.0 (600 nm)

HORAS



FIGURA 20.CRECIMIENTO DE R. 'rnel'iloi'i
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO

. D.0 (600 nm)

/

HORAS
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FIGURA 21.CRECIMIENTO DE R. phaseoli
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO

D.0 (600 nm)
2r
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' TABLA 29 . VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ¥ TIEMPO DE DUPLICACION

VARIANDO EL pH DEL MEDIO OFTIMIZADO.

pH R. japonicunm R. meliloti R. phaseoli

u tD u tp u tD

6 0.07069 9.80, 0.18405 1.76 0.08386 8.26

6 .5 0.07767 8.92 0.17543 3.95 0.12385 5.%59
7 0.09318 7.44 0.21574 3.21 0.18383 3.79

7 .5 0.12069 5.74 . 0.21242 3.26 0.11478 6.04
8 0.11412 6.07 0.24259 2.85 0.06370 10.9

u= velocidad de crecimiento (/h)

tD= tiempo de duplicacién (h)
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FIGURA 22. VARIACIONES EN VELOCIDAD DE

CRECIMIENTO AL MODIFICAR EL pH DEL MEDIO

0.1

25 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

R. meliloti

. phaseoli

R. japonicum

0.05 L
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Los valores ajustados se presentan en la Figura 22 y como
surge de las ecuaciones el pH Sptimo para las bacterias en estu-
dio fue especificos para cada una. En el caso de R. phasegli, se
visualiza claramente que su pH Sptimo es de 7.5 dado que hasta
este valor la valocidad de crecimiento se increments para dismi-
nuir posteriormente hasta pH=8.0. Para R. meliloti, el mejor
ajuste de los datos obtenidos fue lineal indicando que en el
.rango utilizado en el trabajo la velocidad de crecimiento se
increment6. Probablemente, para esta bacteria sea conveniente
incrementar el rango de pH estudiado. En R. Japcnicum, la ecua-
cién de mejor ajuste fue cuadri&tica lo cual indica gue en 1los
valores superiores del rango en estudio la velocidad de crecimi-
ento comenzd a disminuir logré&ndose el 6ptimo previamente al pH

final.

5.2.2, EFECTOS DE LAS MODIFICACIONES EN LA TEMPERATURA.

En las Figuras 23, 24 y 25 se presentan en forma gr&fica los
cambios en la cinética de crecimiento de R, japenicum, R. melj-
loti y R. phaseoli, respactivamente, cuando se modificté la ten-
peratura de incubacién de los organismos en craecimiento en el
medio optimizado. En la Tabla 30 se resume la informacién de
velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién (tD) para

cada una de las.bacterias cuando se modificé la temperatura entre
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FIGURA 23.CRECIMIENTO DE R.japonicum
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION

3 D.0 (600 nm)
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FIGURA 24.CRECIMIENTO DE R. meliloti
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION

D.0 (600 nm)
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FIGURA 25.CRECIMIENTO DE R. Phaseoli
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION

D.0 (600 nm)
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TABLA 0. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ¥ TIEMPO DE DUPLICACION
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION DEL MEDIO

OPTIMIZADO.
T °C R. japonicum R. meliloti R. phaseoli
u tD u tD u tD
26 0.16267 4.26 0.12933 5,36 0.11255 &6.16
28 0.25542 2.71 0.14743 4.70 0.12530 5.53
30 0.23544 2.94 0,19200 3.61 0.1828 3.79
32 0.12277 5.64 0.11743 5.90 0.10915 6.235
k1] 0.07287 9.51 0.09727 7.12 0,21350 6.11

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tismpo de duplicacién (h)
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26 ¥y 34 C en el medio optimizado. Como se aprecia en los datos

presentados las temperaturas 6ptimas para la velocidad de crecis

miento y tiempo de duplicacién se presentan en forma general
entre los 28 y 30 ¢, En R, meliloti y R. phaseoli la mayor velo-
cidad de crecimiento del medio optimizado se presentd con 306 C,
mientras que para el caso de R, japonicum la temperatura Sptima
fue de 28 C. Los datos obtenidos para velocidad de crecimiento
fueron ajustados a modelos de tipo cuadr&tico para representar la
informacién en forma gr&fica. Las ecuaciones para cada una de las

bacterias estudiadas fueron:

R. japonicum U = -5.383 + 0.3894%(T) - 0.00675*%(T)2
(ra=0.86)
R. meliloti U = -2.835 + 0.2047%(T) - 0.00349%(T)2
(ra=0.70)
R. phaseoli u = =2.207 + 0.1578%(T) - 0.00264*(T)2
(ra2=0.52)
En la Figura 26 se pr ta el portamiento g al de cada una

de las bacterias estudiadas. En estas curvas se aprecian clara-
mente las temperaturas &Sptimas que coinciden con las sefialadas

anteriormente para las tres especies.

§.2.3. EFECTOS DE LA MODIFICACION DE LOS NIVELES DE APORTE DE
MANITOL.

En la Tabla 31 y la Figura 27 se presentan los rasultados de
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FIGURA 26.VARIACIONES EN LA VELOCIDAD DE
CRECIMIENTO AL MODIFICAR LA TEMPERATURA.

5 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

R, japoricum

0.2
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R. phaseoli

0.05 I L ) 1 I !
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TABLA 31. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION
VARIANDO LA CONCENTRACION DEL MANITOL EN EL MEDIO

OPTIMIZADO.
(g/1) R. japonicum R. meliloti R. phaseoli
g tD u D u tD
10 ;:;;;;:--;?;; 0.09301 7.45 0.07399% 9.37
15 0.08244 8.41 0.10998 6.30 0.06670 10.39
20 0.08735 7.93 0.09445 7.34 0.06762 10.25

u= velocidad de crecimiento (/h)
tD= tiempo de duplicacién (h)
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valocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién (tD) de R.

Japenicun, R. nmeliloti y x. phaseoli al modificar las
cantidades .pnll2

de manitol aportadas al medio &ptimo en el rango de 10 a 20 g/l.
Como se aprecia en la informacién presentada, las especies de R.
Japonicum y R. phaseoli no presentaron respuestas notorias a los
aumentos en la concentracién de manitol en el medio optimizado.
En el caso de R, meliloti, se detects un aumento hasta concentra-
ciones de 15 g/l con una posterior disminuciSn al incrementar 1la
concentracisn a 20 g/l. Probablemente, esta bacteria pueda pre-
sentar caracteristicas que permitan crecimiento a mayores concen-
traciones de la fuente de carbono utilizada. En base a lo anteri-
or podemos concluir gue las bacterias presentaron una adecuada
valocidad de crecimiento con concentraciones de 10 g/1, y en

alg podria tarse hasta 15 g/1.

5.3. EVALUACION DE AIREACION Y AGITACION EN MEDIO OPTIMIZADO DE
R. phassoli :

En la Figuras 28 a 37 se presentan graficamente los resulta-
dos de crecimiento, consumo de manitol y peso seco de bacterias
en el madio optimizado para R, phagseoli, variando las condiciones
de agitacién y aireacién en el fermentador. En 1la Tabla 32 se
l'.‘l\ll‘l'l los datos calculados para velocidad de cremimiento (u),
tiempo de duplicacién (tD), consumo de manitol (g/1/h), materia

seca total producida durante la fermentacién (g/l) y materia seca
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FIGURA 28 CRECIMIENTO Y CONSUMO DE
MANITOL A 300 RPM Y 0.5 VVM.

5 DO CRECIMIENTO MANITOL REMANENTE g/1/h i2
R 10
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FIGURA 29. CRECIMIENTO Y PESO SECO
A 300 RPM Y 0.5 VWM

5 DO CRECIMIENTO PESO SECO g/} 4
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FIGURA 30. CRECIMIENTO Y CONSUMO DE

MANITOL A 500 RPM Y 0.3 VVM

DO CRECIMIENTO

MANITOL REMANENTE ¢/1/h 12

2 _
—*— CRECIMIENTO
—H MANITOL
e - 10
1.5
-8
+
1 . -6
[ ]
+ - 4
0.5 1
-2
0 0
0 5 10 15 20 25

HORAS
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FIGURA 31. CRECIMIENTO Y PESO SECO
A 500 RPM Y 0.3 VVM

DO CRECIMIENTO PESO SECO g/1/h o5
- 2
1.5
- 1.5
l -
- - 1
0.5
F 0.5
—=— DO CRECIMIENTO
—~— PESO SECO '
0 0
0 5 10 15 20 25 30
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FIGURA 32. CRECIMIENTO Y CONSUMO DE
MANITOL A 500 RPM Y 0.5 VVM

6 DO CRECIMIENTOQ MANITOL REMANENTE g/1/h

5 4 - 10

4 - -8
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3 -6
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21 - 4

1 -2

[{] t } 0

0 5 10 15 20 25 30 35

HORAS
17



FIGURA 33. CRECIMIENTO Y PESO SECO

A 500 RPM Y 0.5 VVM.

6 DO CRECIMIENTO

PESO SECO g/1/h .
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FIGURA 34. CRECIMIENTO Y CONSUMO DE

MANITOL A 500 RPM Y 0.7 VVM

. 11)0 CRECIMIENTO MANITOL REMANENTE g/l/hr 12
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FIGURA 35. CRECIMIENTO Y PESO SECO
A 500 RPM y 0.7 VVM
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FIGURA 36. CRECIMIENTO Y CONSUMO MANITOL
A 700 RPM Y 0.5 VVM
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FIGURA 37. CRECIMIENTO Y PESO SECO
A 700 RFM Y 0.5 VVM
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TABLA 32. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN FERMENTACION
LOTE PARA Bhizobjum phagseoli CP MEX1.

EN

RPM  VVM u tp CONSUMO PESO PESO
MANITOL SECO SECO
(3/1/h) (g/1) (g/1/n)
300 0.5 0.073 9.48 0.28 4 0.077
$00 0.3 0.085 8.10 6.20 2 0.053
0.5 0.089 7.78 0.24 4.5 0.105
0.7 0.06% 9.99 0.27 3.4 0.045
700 0.5 0.082 8.45 0.39 3.1 0.102

rpa= revoluciones por minuto

vve= volumen de aire/volumen de medio/minuto.
u= velocidad de crecimientoc (/h)

tD= tiempo de duplicacién (h)
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producida por unidad de tiempo (g/1l/h), para las diferentes

condiciones de agitacién y aireacién.

Al variar las condiciones de agitacién, los tiempos de
duplicacidén fueron de 9.48, 7.78 y 8.45 h para 300, 500 y 700
rpm. De acuerdo a estos resultados, la agitacién a 500 rpm parece
ser Sptima para el crecimiento de esta bacteria en el medio opti-
mizado, Utilizando 1a condicién anterior de agitacién, se evalua-
ron 0.3, 0.5 y 0.7 vvm de alreacién. lLos resultados muestran que
los tiempos de duplicacién fueron de 8.1, 7.78 y 9.99 h para 0.3,

0.5 y 0.7 vvm, respectivamente.

La produccién de materia seca en el fermentador para todas
las corridas realizadas fue 0.085 g MS bacterianma/l/h. En la
Tabla 32 se presenta la produccisén bacteriana por hora para cada
una de las condicliones estudiadas y como puede apreciarse se
relaciona directamente con la velocidad de crecimiento del culti-
VO para cada una de ellas. Por otra parte, analizando la relacién
entre materia seca y manitol remanente en el medic de todas las
corridas realizadas en el fermentador, por medio de regresitn fue
posible determinar que por cada gramo de materia seca bacteriana
producidad por litro de medio condujo a una reduccién de 0.28
g/1/h de manitol en el medio. La producci6ébn de la fermentacién a
500 rpm ¥ 0.5 vvm fueron de 4.5 g/1 de medio con el mejor tiempo

de duplicacién y con una cuenta viable de 4 X 10 ? uFc/ml.
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5.4, EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DE LAS BACTERIAS EN EL
SOPORTE DE BAGACILLO DE CAflA DE AZUCAR

Lag bacterias lueqo de ser inoculadas con un cuenta viable
de 4 x 10 9 UFC/m) fueron evaluadas durante la maduracién en las
boleas con soporte a temperatura ambiental por una semana, reali-
zando un nuevo recuento el cual fue de 6 x 10 ? UFC/ml. Las tomas
de muestras y su cuenta viable se describen en la Tabla 33, La
cuenta viable a 4 C sa redujo en 120 dfas hasta 2 x 10 8 yrc/ml,
siendo todavia un inoculante de buena calidad de acuerdo a lo
sugerido por Cérdova (20). A 30 C en el mismo periodo se redujo
la cuenta viable en forma considerablé bajando 1la calidad del
producto final. Las tenperaturas elevadas pueden haber
interaccionado con la humedad del soporte, que disminuy6é en forma

importante, conduciendo a una mortalidad de bacterias elevada.

5.5. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE ACURRDO A LA FRODUCCION DE
SUSTANCIAS ACIDAS O ALCALINAS

Las cepas de R, phasecli, R. meliloti y R. japopnicum, fueron

evaluadas en medios liquidos con indicadores de pH (azul de
bromotimol). Luego de 11 dias de incubacién de las aespecies R
phaseoll y R. melilot) , el medio virs al color amarillo indican-
do que son bacterias acidificadoras. En cambio, en R. japonicum
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TABLA 33. SOBREVIVENCIA DE Rhizobium phasecli CP MEX1 EN
BAGACILLO DE CARA DE AZUCAR.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml)

DIAS ALMACENADO A 4°C ALMACENADO A 30°C
9 9

(] 4 X 10 /ml 4 X 10 /ml
15 4 X 109/n1 3 X 10 /ml
30 2 X 109/-1 3 X 1081-1
60 3 X 108/n1 2 X 108/-1
S0 3 X loalll 1 X IO'III
120 2 X 108/-1 1 X 107111
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despuds de un mes de incubacién no se encontraron cambios en el
medio. Las bacterias acidifjcadoras son de ré&pido crecimiento
mientras que las alcalinizadores del medio son especies de creci-
miento lento. Esto coincide con los reportes de la literatura

(61, 40, 9).
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6. DISCUSION.

El estudio de las fuentes de carbono para el crecimiento de
Rhizobium permitieron detectar diferencias en los efectos de las
mismas en el tiempo de duplicacién bacteriana. En forma general,
el manitol fue la fuente de mejores resultados en tiempo de
duplicacién (9.99 t 2.9 h), la sacarosa ¥ glicerol presentaron un
comportamiento intermedio, mientras que la glucosa condujo a las
velocidades de crecimiento mis bajas. Esta informacién es coinci-
dente con los raeportes de la literatura (%, 17, 40, 61) que
sefialan al manitol como la fuente de carbono m&s apropiada para
el crecimiento de esta bacteria. 5in embargo, surge del trabajo
que cada especie en particular presenta caracteristicas propias y
su respuesta a la fuente de carbono utilizada, asi como a los
restantes nutrientes y condicionses ambientales del medio bajo
estudio, pueden ser diferentes para cada una de ellas (10, 38,

40, 62).

Los aspectos particulares en relacién a la fuente da carbono
indicaron que R. phasecll an medios de glicerol y sacarosa se
comportd en forma similar al manitol, siendo la glucosa la fuaente
menos aconsejable por los altos tiempos de duplicacién. rara R,
asliloti el manitol y la sacarcsa presentaron los mejores tiempos

de duplicaci6én, mientras que el glicerol mostrd el comportamiento
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mis pobre para esta bacteria. Para R, japonicyn las fuentes gue
condujeron a los mejores tiempos de duplicacién fueron manitol y
glicercl. El manitol aparece en forma general como la fuente mis
consistente en su comportamiento pero las variaciones depen-
dientes de la especie utilizada permite una cierta flexibilidad

en el manejo de las fuentes de carbono a nivel industrial.

1a evaluacidn de las concentracioneas de extracto de levadura
en el madio para el aporte de vitaminas y nitrSgeno, mostraron
nuevanonte el comportamiente particular de cada especie como 1o
ha reportado Graham (27). En R melijoti las concentraciones
éptiwas para tiempo de duplicacién fueron de 0.5 y 0.75 g/1,
mientras concentraciones superiores condujeron a una menor velo-
cidad A crecimiento. En R, japonicum 1las concentraciones ds
0.75, 1.2% ¥y 1.5 g/1 no presentaron diferencias en tiempo de
Quplicacién, misntras que el usco de niveles de 0.5 condujo a un
notoric aurento en esta variable. En R, phageoli la concentracién
Gptima fue de 1.5 g/1, y concentraciones smenores condujeron a una
significativa disminucitn en la velocidad de crecimiento. En
asts trabaje no se encontraron respuestas inhibitorias al aporte
de nitrSgeno, que han sido ampliamente reportadas en la literatu-
ra (61, 40, 17), probablemente debido a ¢gue los niveles utiliza-

dos fueron menocres a 2 g de extracto de levadura/l de medio.
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La evaluacién de los diferentes niveles de aporte de sulfato de
magnesio indicé que las concentraciones bajas de esta sal en el
medio condujo a las mayores velocidades de crecimiento, lo cual
concuerda con los planteamientos realizados por Burton (17) y
Vincent (61). Este comportamiento general se aprecié en forma
notoria en R, japonicum y R. meliloti, mientras que en R. phaseo-
n no se encontraron diferencias para las diferentes concentra-
ciones utilizadas, lo cual indica que esta bacteria parece ser
insensible a los cambios en los niveles de aporte de sulfato de

magnesio dentro de los bajos rangos manejados en este trabajo.

Las concentraciones 6ptimas de fosfato de potasio diba&sico se
encontraron en el rango de 1.16 y 1.66 g/l. En forma particular,
R. japonicum y R. phaseoli no praesentaron cambios significati-
vos para las diferentes concentraciones utilizadas de esta sal,
mientras que R, meliloti presenté un conmportamiento superior

cuando la concentracién fue de 1.66 g/l de medio de cultivo.

El comportamiento de R, iaponicum y R. phaseoli a las concen-~
traciones de cloruro de sodio en el medio indicaron que los
tiempos m&ximos de duplicacién se presentaron con concentraciocnes
de 0.15 g/1, disminuyendo con los aumentos posteriores. En cam-
bio, en R, meliloti no se encontraron diferencias significativas

para las diferentes concentraciones utilizadas. En este trabajo
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no se daetectaron efectos inhibitorios de esta sal reportadas en

1a literatura por los rangos de concentraciédn utilizados (40).

No se encontraron diferencias en las concentraciones de cloru-
ro férrico utilizados en este trabajo (0.05 y 0.15 g/l). Los
niveles utilizados en los medios utilizados respondiercn a las

interacciones especietnivel.

La informacisn obtenida en esta etapa del trabajo para los
nutrientes evaluados se presentan en la Tabla 28, estructurando
los medios 6ptimos sobre los gue se trabajé en laeietapas
posteriores para el estudio de las condiciones ambientales del
medio de cultivo. Para todos los casos, la fuente de carbono
selaccionada para todas las bacterias fue el manitol de acuerdo a
los resultados presentados en el Tabla 7. Esto concuerda con los
raportes de la literatura en relacién a las mejores fuentes de
carbono para el creciniento de Rhizobhium (9, 17, 40). Asimisrmo es
posible considerar algunas fuentes alternativas, dado que el
glicerol presenté un comportamiento similar al manitol con algu-

nas especies de Rhizobium.
El estudic realizado con extracto de levadura indicé en su

an&lisis global la inexistencia de diferencias significativas

entre los niveles 0.75, 1.25 y 1.5 g/l y por esta razbn las
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concentraciones elegidas fueron aquellas en que el tiempo de
duplicaci6én de cada bacteria fue menor. Las concentraciones
seleccionadas para el medio &Sptimo fueron de 0.75, 1.25 y 1.5 g/1
para R. melileti, R. japonicum y R. phagseoli, respectivamente.
Los niveleg &ptimos de sulfatoc de magnesio correspondieron a
0.26, 0.51 y 1.01 g/1 para R. japonicum, R. meliloti y R. phaseo-
14, respectivamente. El estudio general para la inclusién de esta
sal indicé que al aumentar sus niveles la velocidad de crecimien-
to de ssta bacteria diaminuys, lo cual se aprecia particularmente
en R, japonicum y R. meliloti. En el caso de R. phaseoli no se
encontraron diferencias entre los distintos niveles de aporte de
la sal, por lo cual la concentracién seleccionada fue la mayor
que permitis el menor tiempo de duplicacién. Los resultados
generales obtenidos para esta sal concuerdan con lo planteado por

Vincent (62).

La concentracién de fostato de potasio seleccionado fue de
1.16 g/1 para R, phaseoll Yy 1.66 para R. peliloti y B. japonicum.
Los resultados globales indican que no existieron diferencias
entre 1os niveles de aporte de 1.16, 1.66 y 2.16 g/1. En el caso
de cloruro de sodio se seleccionaron los niveles de 0,35 g/1 para
BR. japonicum y R. meliloti, y 0.45 g/l para R. phaseoli. Para
cloruro férrico no existieron diferencias en el estudio global de

las bacterias y se seleccionaron los niveles de 0.05 g/l para R.

maliloti y 0.15 g/1 para R. phageoli y R. japonicum que en este
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estudio permitieron obtener los mejores tiempos de duplicacién.
La evaluacién de los niveles 6Sptimos de pH y temperatura se
raalizaron por medioc de ajuste de ecuaciones lineales y cuadriti-
cas gue indicaron el copportamiento general en velocidad de
crecimiento. En esta forma las ecuaciones demostraron claramente
que los niveles Optimos de pH fueron de 7.0, 7.5 y 8.0 para R,
phaseold, B. iaponicum y R. meliloti, respectivamente. Es impor-
tante considerar que R, melilotl presentéd su mejor ajuste a un
modelo lineal, 1o cual puede indicar que podrian estudiarse
niveles superiores a pH 8.0 para conocer su comportamiento en
esas condiciones. En relacién a 1la temperatura, las diferentes
aspecies bajo estudio se ajustaron a nmodelos cuadr&ticos y los
éptimos fueron de 28 C para R, japonicum y 30 C para BR. peliloti
y R. phaseoli. Esta informaciém es colncidente con los rangos
generales de pH y temperatura recomendada en la literatura (17,

34, 38, 40, 61).

En relacién a los cambios en 1a concentracién de manitol en el
medio entre 10 y 20 g/1, se encontr6 ¢ue R. phasecli y R. japoni-
£up no presentaron respuestas a los aumentos en la concentracién
de manitel en el medio optimizado. Esto coincide con los reportes
de la literatura que consideran que niveles mayores a 10 g/l de
medic pueden ocasionar aumentos en la acidez por productos de la
fermentacién gue afectan el crecimiento de las bacterias (9, 10,
61). Por otra parte, otra alternativa a discutir puede ser que
otros nutrientes del medio se hagan limitantes cuando se aumentan
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las concentraciones de la fuente de carbono. En el caso de R,
meliloti se detecté un aumento hasta concentraciones de 15 g/l de
wedio, con una posterior disminucitn al incrementar la concentra-
cién a 20 g/1. Probablemente esta bacteria pueda presentar carac-
teristicas gque permitan el crecimiento a mayores concentraciones

de la fuente de carbono utilizada.

Las condiciones de agitacisén y aireacidén fueron modificadas en
el estudio, utilizando R, phaseoli en fermentador, para establec-
er las condiciones &ptimas que se ubicaron en niveles de 500 rpm
Yy 0.5 vvm. En estas condiciones del medio de cultivo se obtuvo un
tiempo de duplicacién de 7.78 h con una produccién de peso seco
de 4.5 g células/litro lo cual puede considerarse altamente
satisfactorio para las condicicnes de produccién industrial. Con
la informacién obtenida en esta parte del experimento y utilizan-
do 108 niveles remanentes de manitol en el cultivo (g/1l), permi-
ti6é calcular, a través de regresidn lineal de concentracién sobre
horas, que la cantidad de esta fuente de carbono que dasaparece
por consumo es de 0.30 g/l/h (r2=0.84, P<0.0001) comc promedio
para todas las condiciones de trabajo evaluadas. En el anflisis
del consumo de manitol para cada condicién del medio evaluada,
indicé que existe un aumentc en el consumc de manitol al incre-
mentar la aireacién entre los rangos estudiados. Los valores de

consumo de manitol en los tres niveles de aireacién a 500 rpm
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fueron de 0.20 (r2=0.96, P<0.0005), 0.24 (r2=0.98, P<0.0001) Yy
0.27 (r2=0.92, P<0.0006) g/l/hora, para 0.3, 0.5 y 0.7 vva,
respectivamente. Como vemos, en este mismo rango la velocidad de
crecimiento del cultivo se incrementd entre aireaciones de 0.3 a
0.5 vva, por lo cual &l aumento del consumo de manitcl puede
utilizarse en esta funcién. En cambio, entre aireaciones de 0.5 y

0.7 vvm se pr t6 un to en el consumo de manitol y una

disminucién en la velocidad de crecimiento, por lo gue se podria
sefialar que existe un desvio de la fuente de carbono hacia otras
funciones, como produccién de mucilago, o 1a eficiencia de utili-

zacién de la fuente da carbono disminuye.

La etapa final del proceso de produccién de los inoculantes
comprendit el estudio de soportes inertes gue normalmente se
utilizan para el transperte de los microorganismos fijadores de
nitrégeno en buenag condiciones hasta los consumidores finales.
En este trabajo se evalus el bagacillo de cafia de azGcar como una
alternativa viable para la buena conservacién del inoculante.
Bajo condiciones de conservacién de 4 C se obtuvo un inoculante
de excelente calidad durante todo el perfodo de almacenamiento
estudiado (120 dlas), nientras que con temperatura de 30 C la
disminucién en la viable fue mayor y puede considerarse que bajo
estas condiciones el periodo de almacenaje accnsejable es de 30
dias. Por lo tanto, se considera que el bagacillo de cafia de
azd@car puede ser un soporte adecuado para el transporte de inocu-
lantes comerciales.
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7. CONCLUSIONES.

7.1. E1 estudio de fuentes de carbono y niveles de nu-
trientes para la optimizacién de los medios de cultive, indicaron
que las especles estudiadas presentan particularidades gue condu-
cen a la propuesta de un medioc especifico para cada una de las

cepas.

7.2. La fuente de carbono que permitié las mayores vaeloci-
dades de crecimiento fue el manitol, aunque el glicerol y sacaro-
sa pueden considerarse como sustitutos adecuados en condiciones
industriales de produccibén. la glucosa, en cambio, demostrd ser
una fuentes inadecuada para el crecimiento de estas bacterias.
Los niveles de aporte de nitrégeno, vitaminas y minerales varia-

ron de acuerdo con la cepa utilizada.

7.3, El crecimiento de las bacterias en los medios optimi-
zados fue afectado por el pH, la temperatura y el nivel de mani-
tol utilizado. El pH 6ptime de crecimiento varié de acuerdo a la
especie: 7.0 (R. phaseoli), 7.5 (R. Japonicum) y 8.0 (R. meli-
loti). La temperatura 6ptima para crecimiento fue de 28-299C para
R.. Japonjicum, mientras que para R. phasegli y R. melilotl fue de
309C, Log aumentos en el aporte de manitol a los medios optimiza~
dos no presenté efectos positivos en R. japonicum y R. phaseoli,
mientras que en R, meljloti condujo a una mejora en la velocidad
de crecimiento hasta el nivel de 15 g/l.
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7.4. El estudio de las condiciones de agitacién y aireacién
realizado con R. phageoli permite concluir que para esta bacteria
las mejores condiciones de crecimiento se lograron con 500 rpm y
0.5 vvn de aireacidn. Bajo estas condiciones de crecimiento, la
produccién de materia seca bacteriana fue de 4.5 g/1, lo cual

implicé una produccién por unidad de tiempo de 0.205 g MS/1l/h.

7.5. El soporte de bagacillo de cafia de azdcar presenté
buenas caracteristicas para ser utilizado como soporte para el
transporte de inoculantes comerciales. Las cuentas viables reali-
zadas indicaron que el ndmero de bacterias al variar el tiempo de
almacenamiento fue similar a las encontradas en los soportes
comerciales usados normalmente en forma extensiva en los inocu-

lantes.
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