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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fué el obtener un lnoculante para veza de Invierno 
a partir de la optimización de los nubientes e H+ en un medio de cultivo 
especifico para el género Rhizobium asl como la temperatura de incubación 
requerida para la cepa nativa Rhizobium iesuminosarum FESC-L 1. 

Para esto se aisló la bacteria de los nodulos de la raiz de veza de invierno se 
purificó e Identificó para posteriormente hacer una variación de un medio 
base calculado, K2HP04 1.66 g/1, MgS04.7H20, 0.76 g/I, NaCI 0.26 g/I, 
extracto de levadura 1.0 g/1, ,manitol 20 g/ly FeC'3.6H20 0.1 Og/1, haciéndose 
las siguientes variaciones en la concentración K2HP04 0.60, 1.26. 1.60. 2.2 
g/1; MgS04.7H20 0.26, 0.76, 1.01, 1.26 gil; para NaCI 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 
gil; extracto de levadura 0.5, 0.75, 1.0, 1.25 g/I; manitol 5.0, 1 O.O, '15.0, 20.0 
g/I; FeCb.6H20 0.05, 0.10, 0.15 g/1. 

Se corrieron cinéticas de crecimiento para duplicar en matraces, 
determinandose O a 600 nm de absorvancia y se obtuvieron los tiempos de 
duplicación (tD) y velocidades de crecimiento M en la fase exponencial del 
craclmiento; se eligieron las concentraciones siguientes ya que estas nos 
permitieron las mayores V y menores tD, K2HPOot, MgS04.7H20, NaCI, 
extracto de levadura, manito! y FeCl3.6H20 posteriormente se conieron 
cinéticas de crecimiento de 26 y 34"C, y pH 5.0 a 8.5 con una unidad de 
variación de 0.5 para obtener la temperatura y pH óptimo para la mayor 
obtención de biomasa, los cuales fueron a 30"C y pH 7.5. 

La obtención y optimización del medio de cultivo para la cepa de Rhizobium 
leguminosarum FESC-L 1 nos permitió el conteo de UFC/ml indicando según 
la literatura para que funcione como un inoculante de buena calidad. 
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1.1 N TRODU ce 10 N 

El Oxigeno, Carbono, Hidrógeno y Nitrógeno son los elementos 
más abundantes de los seres vivos, constituyendo alrededor del 99% 
de la masa total de muchas células, a excepción del oxígeno, los 
restantes son más abundantes en la materia viva que en la corteza 
terrestre (27). El Nitrógeno es uno de los elementos más Importantes, 
el cual se puede ciclar a través de los seres vivos mediante sintropf a, ya 
que es necesario para la sfntesis de protelnas y ácidos nuclefcos. 
(35) El Nitrógeno rnolecular(N,) se encuentra en grandes cantidades en 
la atmósfera, la mayor parte de los organismos no lo pueden utilizar corno 
tal por lo que deben tomar el Nitrógeno en forma combinada, como 
nitratos, amoniaco, compuestos complejos de aminoácidos, siendo 
escaso éste en el agua y en el suelo. (4). 

La capacidad de utilizar el Nitrógeno por los vegetales es de gran 
Importancia ya que la productividad agrlcola está limitada por el bajo 
aporte de compuestos nitrogenados (4). En el suelo, un pequeño número 
de microorganismos son capaces de utilizar el Nitrógeno molecular en 
un proceso biológico llamado fijación de Nitrógeno (11 ), lo que se puede 
realizar tambien qulmicamente en la atmósfera en pequeñas cantidades 
se puede obtener mediante descargas eléctricas, o por el uso de 
fertilizantes nitrogenados y por parte de los procesos de combustión 
artificial. El 60% de la fijación biológica se realiza en los suelos y el 40% 
en los océanos. Los microorganismos encargados de la fijación simbió
tica del Nitrógeno pertenecen al género Rhlzobium: la asociación 
simbiótica Rhizoblum-leguminosas, es de gran Importancia para la 
agroecologla, ya que se incrementan considerablemente la 
producción y calidad de las plantas a un bajo costo y sin la necesidad 
de utilizar fertilizantes qulmlcos. La incidencia de los últimos se refleja 
en el daño de las propiedades flslcas de los suelos, dejándolos 
Inservibles para la agricultura. (n. 
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El uso de inoculantes a base de bacterias del género Rhizobium es 
una alternativa tecnológica para obtener mejores cosechas a un bajo 
costo (4). 

En México, no es una práctica usual la inoculación de semillas con 
bacterias simbióticas lo cual debe ser transformado a los nuevos 
conceptos ecológicos ya arraigados en otras partes del mundo con 
buenos resultados. 
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2. G E N E R A L 1 DA D E S 

2.1 CARACTERISTICAS DEL GENERO Rhlzoblum. 

Las bacterias del género Rhizobium junto con las del género Agrobac
mi:iYmpertenecen a la familia Rhizoblaceas, ambas se caracterizan por 
causar hipertrofia cortical en las ralees de la planta y las cuales se 
diferencian por su naturaleza. Los nódulos organizados que se forman en 
las ralees de leguminosas pertenecen al género Rhizobium y los no 
organizados al género Agrobacterjum. (26) 

El género Rhizobium está constituido por seis especies las cuales 
reciben el nombre de la especie vegetal hospedadora (52). Las seis 
especies son : 

a). Rhizoblum legumlnosarum. (Plsum, Vicia, Thyrus, Lens, 
Clver.) 

b). Rhizobium trifoll (Trifolium) 
e). Rhizobjum ~ (Phaseolus yylgaris) 
d). Rhizoblum meliloti (Medlcago, Melilotus, Trlgonella.) 
e). Rhizoblum lupinl. (Loplnus, Ornltropus, ~) 
f) . Rhlzoblum laponicum. (Gllcine .!IJ1W 

Otra clasificación del género Rhlzoblum se realiza en base a su velocidad 
de crecimiento y el cambio de pH en el medio, lo cual lleva a Jos 
siguientes subtipos: 



a). Especies de crecimiento rápido; 

Subgrupo 1) Rhlzobium legumjnosarum. 
Subgrupo 2) Rhizobium phaseoli 
Subgrupo 3) Rhizobium meliloti 
Subgrupo 4) Algunas cepas aisladas de 

Lotus, Lupinus, Seer y Leucana. 

b).Especies de crecimiento lento. 

Rhizoblum laponicum, Rhlzobjum lupini. 

10 

El género Rhizobium esta constituido de bacterias bacilares gram 
negativas de 0.5 a 0.9 X 1.2 a 3 um, simples o en pares; móviles cuando 
son jóvenes por flagelos peritricos polares o subpolares, no forman 
endosporas, aún cuando son viejos están ocupados por gránulos 
retráctiles de poll-B-hidroxiburato(53). Las especies del género 
Rhizoblum producen colonias caracteristicas incoloras, blancas o 
de un color crema en agar-manltol-extracto de levadura, el tiempo 
promedio de generación es de 2 a 4 horas, las colonias forman un 
mucilago aunque se encuentran variantes no gomosas (53). 
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Estas bacterias son quimlorganotróficas y crecen en medios complejos, 
a 25 y 30 grados centlgrados de Incubación, aunque son aeróbicas 
crecen mejor a parciales de oxigeno relativamente bajos (13,27). 
Las bacterias que crecen de 1 a 5 dfas son de crecimiento rápido, su 
movimiento es por medio de flagelos perftrlcos en cepas de Rhizoblum, 
mientras que otras crecen más lento de 6 a B dfas con movimiento por 
flagelos polares o subpolares pertenecientes al género Bradirhizoblum 
(3). 

Las técnicas de laboratorio que se utilizan para su identificación son: 
la tinción de gram, la prueba de leche tornasolada en la cual se observan 
reacciones de alcalinidad o de acidez as! como la digestión def suero de 
la misma, característico de algunas cepas del género Rhizobium. Asi 
mismo el uso del azul de bromotimol en los medios de cultivo como 
Indicador de pH (53,38,20). 

La bacterlólisls por medio de la aplicación de fagos es otra técnica para 
la identificación de cepas la cual no es especifica, ya que algunas cepas 
no son lisogénicas. Otra prueba de identificación son las pruebas 
Inmunológicas como la aglutinación, precipitación o inmunodlfusión las 
cuales pueden ayudamos para diferenciar diferentes cepas de Rhlzoblum 
con los anti sueros especfficos (1O,12, 22), asi como por anticuerpos 
monoclonales. 
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2.2 CICLO BIOLOGICO DE NITROGENO 

El Nitrógeno existente en nuestro planeta está dotado de gran movilidad, 
continuamente esta circulando hacia el Interior y el exterior de la blósfera 
(4,6,29). 

El conjunto de las reacciones qulmicas, transformaciones 
enzimáticas y su aprovechamiento parlas plantas y animales, da fugar al 
ciclo blológfco-mineral del Nitrógeno, el cual comprende el aporte y la 
pérdida de los elementos del suelo asf como las transformaciones 
Intermedias con las cuales se completa el clclo(30,28,32). 

Los principales procesos que se llevan acabo en el ciclo del Nitrógeno se 
muestran a continuación: 

Denltrmcaclón: Son los procesos microbianos mediante los cuales los 
nitratos o nitritos son reducidos a su estado gaseoso ( N2, NO, N02), 

los cuales ocurren en condiciones de anaeroblosis y es realizado por 
microorganismos capaces de utilizar los nitratos como aceptar final 
de electrones (35). 

Fijación atmosférica: La luz solar y las radiaciones ultravioleta causan 
la formación de óxido de Nitrógeno, especialmente en la atmósfera 
superior, la combustión y la energfa eléctrica generan óxidos a nivel 
superficial (35) Los gases son disueltos y arrastrados por la lluvia 
contribuyendo al Incremento total del Nitrógeno en la capa de suelo. 
Las plantas verdes, asf como muchos microorganismos convierten los 

nitratos en Nitrógeno orgánico para posteriormente reducir el grupo 
amino de los aminoácidos cerrándose el ciclo en la planta (4). 
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Nltrlflcaclón:. El amoníaco se produce durante la descomposición 
de compuestos orgánicos del Nitrógeno, la Nitrlflcaclón es un proceso 
estrictamente aeróbico que ocurre fácilmente en sueros drenados a pH 
neutros, y es inhibido en presencia de condiciones contrarias (41). 
Algunos microorganismos están adaptados a las condiciones de 
escasez de Nitrógeno y desarrollaron un sistema fermentativo adquirien· 
do la capacidad de realizar la fijación biológica del Nitrógeno atmosférico, 
la cual es realizada por Jos organismos simbióticos y aslmbióticos (4,35). 

2.3 FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO. 

El fenómeno de la fijación simbiótica del N2 es característico de las 
leguminosas y, en gran parte la importancia de éstas se explica en los 
sistemas de rotación de cultivos, ya que tal práctica no requieren de 
cantidades grandes de fertilizantes nitrogenados. El proceso se realiza 
por bacterias nitrlflcantes del género Rhízoblum, siempre y cuando en 
el suelo existan una menor cantidad de Nitrógeno que el aire. Es 
necesario que Ja bacteria exista en el suelo, cuando no existen cepas 
nativas se pueden añadir por medio de inoculación de Ja semilla (4, 5, 
42, 43). 

Entre más fértil sea el suelo mayor será el número de rhlzoblos , sin 
embargo si el suelo tiene altas concentraciones de Nitrógeno o una 
cantidad mayor que Ja del Nitrógeno atmosférico no se realiza la nodula
ción y por lo tanto tampoco la fijación de nitrógeno. El fósforo debe existir 
en cantidades adecuadas para que haya una buena concentración de 
bacterias. El calcio y el molibdeno son Indispensables para que se realice 
la fijación del Nitrógeno (53). 
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Las plantas leguminosas aportan el 20% de la cantidad total fijada 
anualmente en nuestro planeta,(4) y están extendidas por todo el mundo 
constituyendo una de las dos familias de plantas con mayor número de 
especies, teniendo especies que nodulan en tres de las cuatro subfamilias 
de Leguminoseae (5). 

La simbiosis depende del intercambio de carbono y Nitrógeno entre la 
planta hospedadora y el nódulo, antes de Ja fijación del dlnltrógeno la 
provee de sustratos carbonados y nitrogenados para as! poder soportar 
el desarrollo y crecimiento del nódulo (7, 51). 

Los factores que afectan la relación Rhlzobium-slmbiosis son la tempe
ratura, la humedad, el Nitrógeno combinado, el nivel de microelementos 
en el suelo, el pH del suelo lo cual afecta considerablemente a la 
simbiosis Rhizobium - leguminosa (4, 35). 

2.4 ENZIMÁS QUE INTERVIENEN EN LA FIJACION DEL 
NlllWGENO 

1.- Nltrogenasa: Sistema enzimático capaz de fijar Nitrógeno, no se 
trata de una enzima simple, sino de dos componentes proteicos; una 
protelna Me-Fe (azofermo) la cual es compuesta por dos subunldades 
idénticas codificadas por el gen nifH (6, 15) . Con un peso molecular de 
aproximadamente 220 KDa. Esta enzima esta solo presente en Rhlzo
blum, Bradirhizoblum y Frankla, durante Ja fijación biológica de 
Nitrógeno; y en algunas bacterias de vida libre como Azotobacter. 
Clostrldlum y Klebslella , catalizando la siguiente reacción. 

N + 16 ATP + Se+ 10H --------> 2NH+ H2 + 16 ADP + 16Pi 
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El ATP se deriva a través de la fosforilación oxidativa que llevan a cabo 
las bacterias. La regulación de la Nltrogenasa se realiza por los genes nlfA 
y nlll siendo el primero un regulador positivo y el segundo negativo 
(14). Esta enzima es relativamente inespeclfica, reduce Nitrógeno 
a amoniaco y otros compuestos y tri ples enlaces (6). 

2.- Hldrogenasa: Es un sistema de utilización de Nitrógeno en el cual 
se ha visto la presencia de un sistema Hup el cual oxida el hidrógeno 
a agua. Se describió primero en Rhizoblum legumlnosarum: 
actualmente se sabe que todo este género Ja presenta, lo que le da 
características de ventaja como la protección de la Nitrogenasa a 
oxigeno e hidrógeno, asl como en la producción de ATP y substancias 
reducidas (61). 

Esta enzima es de gran importancia en el nódulo ya que como se 
mencionó anteriormente protege a la Nitrogenasa libre de oxigeno e 
hidrógeno, y se produce un balance adecuado para que no se inhiba la 
Nitrogenasa. 

2.5 PROCESO DE NODULACION 

Para estimular una eficiente nodulación es necesario una adecuada 
preparación de la tierra, para que tenga una buena aireación. En los 
suelos vírgenes que no presentan cepas nativas es necesario una 
aplicaclón de cultivos bacterianos propios del mismo. En las nodulaciónes 
deficientes se observan los nódulos pequeños, duros y esféricos, de 
color blanco, que se distribuyen a lo largo del sistema radicular, las 
rafees son alargadas y tienen pocas ramificaciones laterales (13, 23, 
56). 
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En las nodulaciones eficientes los nódulos son grandes, carnosos y 
rosados, en su interior, el número como la distribución de Jos nódulos 
esta relativamente restringido y se alojan principalmente en las 
proximidades del cuello de las primeras ralees secundarias (13, 56). 

El mecanismo de infección de las bacterias del género Rhizoblum a la 
planta huésped se describe a continuación: 

l.· El movimiento de la bacteria mediante sus flagelos ayuda a infectarlas 
ralees, ya que estos se encuentran en la rizósfera muy cercanos a la 
semilla. 

11.· El Rhlzobium se dirige hacia Jos pelos absorbentes de la raiz y se 
acomodan en un lugar del pelo, por la atracción de las sustancias, 
de las plantas ya que los Rhlzobium son quimiotácticos, el nódulo se 
empieza a formar sólo cuando han brotado las primeras hojas 
verdaderas, ya que en el proceso de fotosíntesis, las hojas producen 
sustancias que llegan a la ralz del nódulo atrayendo al Rhizobjum. 

111.· Las bacterias proliferan cerca de los pelos absorbentes. El pelo 
secreta auxinas que rizan los pelos penetrando las bacterias por donde 
se ha rizado el pelo. Una vez que las bacterias penetran en el pelo 
empiezan a multiplicarse creando un hilo de infección que une las células 
Xilemáticas de la raiz. 

IV.- Posteriormente hay una destrucción en Ja pared celular del tejido del 
hospedador con la formación de un nuevo meristemo. El nuevo meriste· 
mo desarrolla un complejo vascularlzado que constituye al nódulo en 
el cual se contienen formás diferenciadas de Rhjzoblurn los cuales van 
a fijar el Nitrógeno (37, 42, 49). 
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2.6 LEGHEMOGLOBINA 

Es una proteína roja parecida a la hemoglobina ya que es la encargada del 
transporte del oxigeno, se encuentra siempre en los nódulos fijadores 
de Nitrógeno, la síntesis de esta protelna se induce por la asociación 
simbiótica del Rhlzoblum-leguminosa (9). La leghemoglobina es 
codificada en los cromosomás de la planta huésped (15) y es una 
hemoprotelna monomérica de peso molecular aproximadamente de 
150000 - 170000 daltons, la cual contiene un protohemo IX como grupo 
prostético, es una proteína totalmente soluble. En los nódulos se 
localiza la leghemoglobina la cual varía en su punto isoeléctrlco y la 
secuencia en aminoácidos siendo esto caracterlstico para cada especie 
de leguminosa de la que se aisle (31, 48, 50). 

La leghemoglobina se encuentra dentro de las membranas peribacterla
nas y la transferencia del oxigeno al bacterolde se realiza directamente. 

Los gradientes de presión de oxigeno que se generan, son los 
apropiados para que se realice por medio de una difusión facilitada (17, 
50) y participe as! en reacciones redox, conduciendo la oxidación del 
Nitrógeno hasta hidroxilamlna con reducción del amonio o el grupo 
amino de los aminoacldos, la leghemogloblna actúa como portador de 
oxigeno transformándose en leghemogloblna oxigenada en un ciclo 
redox (30, 57). 



18 

2.7 NODULINAS 

En las leguminosas se ha detectado una proteína especifica que 
Interactúa con Rhlzobium y a esta proteína se le ha denominado nodullna. 

Estas son proteínas nódulo especificas sintetizadas por las plantas{35), 
son expresadas en la raíz a unos pocos dlas después de la asociación 
planta - microorganismo la cual se cree que es producida por esta 
Interacción a nivel de la superficie. 

La fUnción de estas nodulinas se relaciona con el desenrollo de los 
nódulos después de la diferenciación de la bacteria a bacterolde {33) 
y éstas se relacionan probablemente con la función de los genes nod 
{Gover, et.al 1986) y otras nodulinas tempranas en el desanrollo de los 
nódulos como la N-75 {29, 34) 

Los genes bacterianos que se han descrito pertenecen a dos grupos: los 
genes de nodulaclón común y los específicos, los primeros se han 
encontrado en todas las Rhizobiaceas que interactúan con las 
leguminosas y son Intercambiables entre diferentes especies, mientras 
que los específicos, determinan el espectro de nodulación de cada 
una de las especies bacterianas en las diferentes leguminosas (8, 12, 
45, 49). 

En Rhizoblum lequmlnosarum bv phaseoll tipo 1 se demostró que los 
genes nod comunes nod ABC no se encuentran formando un operón, 
sino que se encuentran separados creyéndose que puede tener 
funciones diferentes {33). 



2.8 REGULACION DE LA FIJACION 
DEL NITROGENO 
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El proceso de fijación biológica de Nitrógeno implican la interacción de 
plantas leguminosas con bacterias del género Rhizobium presentes 
en el suelo. Esta interacción comprende el reconocimiento por parte 
de la bacteria de la planta hospedadora, la penetración de la bacteria 
a través de Jos pelos radiculares hasta las células de la corteza de la raiz, 
y la formación de un nuevo tejido denominado nódulo. En este tejido 
la bacteria es capaz de incorporar el Nitrógeno de la atmósfera, reducirlo 
y proporcionarlo a la planta como amonio (1, 29). 

Este proceso denominado fijación biológica de Nitrógeno permite 
el crecimiento de la planta sin la aplicación de fertilizantes nitrogenados, 
aún en suelos carentes de este compuesto. El amonio es asimilado y 
transportado a las partes aéreas de la planta para su utilización. La 
disponibilidad de carbono en el nódulo es uno de los elementos limitantes 
de la fijación de Nitrógeno, esto debido a Ja alta demanda de éste 
elemento en la formación del nódulo, la asimilación de amonio y la síntesis 
de ATP (4, 35, 38). 

Por otro lado la principal fuente de carbono para las plantas es el bióxido 
de carbono ( CO) atmosférico (7), mientras que el amonio regula (inhibe) 
la inducción de los nódulos por bacterias ya que se han aislado mutantes 
de Rhizobium que inducen a la formación de nódulos en presencia de 
amonio (3, 23). 
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2.9 INOCULACION DE LEGUMINOSAS 

Una simbiosis eficiente depende de la formación de nódulos en las 
ralees de las leguminosas por cepas de Rhizobium efectivas en la 
fijación de dinitrógeno, cuando tales cepas no se encuentran en el suelo 
deben ser suministradas mediante el uso de lnoculantes, y donde existen 
naturalmente debe ser evaluada su habilidad para fijar di nitrógeno (4, 8, 
12, 32). 

Los primeros métodos de inoculación de semillas consiste en la transfe
rencia de suelo infectado a las nuevas áreas de siembra.Asimismo se 
utilizan cultivos líquidos de las bacterias con las que se quiere repoblar la 
tierra, en el cual se sumergen las semillas y se siembra directamente o 
se mezclan con turba como soporte (5, 53). 

Hay pocas cepas de Rhizobium que en condiciones normales son 
Incapaces de fijardinitrógeno en un macrosimbloteaproplado, igualmen
te es muy raro que una especie de leguminosa sea capaz de nodular, sin 
una cepa de Rhlzobium con la cual pueda asociarse exitosamente. Sin 
embargo, no existen las cepas capaces de infectar eficientemente todas 
las especies y nodular, ni hay leguminosas compatibles con todas las 
cepas nodulantes (44, 32). 

Por lo que se hacen inoculaciones cruzadas en las cuales se mezclan 
dos o más especies de Rhlzobium donde todas pueden nodular pero su 
efectividad es variable, debido a las condiciones del suelo, clima, semilla 
y viabilidad de la cepa (35, 25). 



2.10 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DEL 
GENERO RHIZOBIUM. 
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Las bacterias en los nódulos de las raíces de la leguminosa son 
heterótrofos y capaces de utilizar una amplia variedad de carbohidratos, 
en general los compuestos inorgánicos del Nitrógeno (NH, NO), son 
suficientes para su desarrollo aunque existen cepas que pueden 
tener requerimientos específicos por uno o más aminoácidos y/o 
vitaminas para lograr crecimientos óptimos (29, 35). 

Las bacterias del género Rhlzobium pueden crecer en diversos 
extractos complejos de origen vegetal, por lo general, la levadura es la 
fuente más conveniente. La fuente de carbono más común es el manito!, 
pero puede ser sustituido por glucosa o sacarosa. Las cepas de lento 
crecimiento crecen mejor en fuentes de galactosa o arabinosa (53, 38, 
19). 

El medio de crecimiento líquido más común para el género Rhlzob!um 
presenta la siguiente composición: 

~HP04 0.5 g 
Mg2so •. 1H20 0.2 g 
NaCI 0.1 g 
Manito! 10.0 g 
Agua de levadura 100 mi 
Agua destilada 900 mi 

Se esteriliza en autoclave a 121 grado centlgrados por 15 minutos y 
a 15 libras de presión. El medio solido ( agar-levadura-manltol) 
contiene 15 g de agar por litro de medio (53). 
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La mayor parte del peso de los microorganismos consiste en materia 
orgénlca Iones lnorgénlcos como potasio, sodio, magnesio, 
calcio.cloro. Los cuales le sirven para facilitar la catélisls enzimétlca 
y conservar los gradientes qui micos a través de la membrana celular, 
regulando la presión osmótica a excepción de magnesio. Con un exceso 
del Ion cloro se puede inhibir el crecimiento bacteriano. 

Los microorganismos satisfacen sus requerimientos de azufre si son 
Incorporados en el medio de cultivo en forma de sal 80(38). El 
fosfato en ácidos nucleicos y de coenzimás como NAO, NADP y flavinas. 

Es necesaria la adición de minerales para las funciones emzimáticas 
como magnesio, fierro; éste último es parte de las coenzimás de los 
citocromos y las peroxidasas. Mientras que el magnesio y el potasio son 
esenciales para la función y la integridad de los ribosomás. Las trazas 
necesaria como de manganeso, cobre, y zinc, se pueden encontrar como 
contaminantes de otros Ingredientes en el medio de cultivo. 

Las cepas de Rhlzoblum pueden utlllzar nitratos como única fuente de 
Nitrógeno, pero tamblen pueden utilizar NH, pero su eliminación 
selectiva del medio de cultivo, a un agregado como NH, NO, disminuye 
el pH a un nivel Inhibitorio. Puede ser necesario o estimulante uno o 
más aminoacidos tales como el ácido glutamlco, hlstldlna, o serina y 
extracto de levadura. 

El desarrollo de unos microorganismos en medio de cultivo definido el 
cual contiene Nitrógeno posibilita la demostración más directa de los 
requerimientos de carbono y la producción de ácido es una medida 
indirecta y no muy confiable de la utilización de este elemento (36). 
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A continuación se describe la composición de un medio que puede servir 
como base para el crecimiento de cepas Rhlzoblum: 

K2HP04 1.0 g 
KH2P04 1.0 g 
FeCl,.6H20 0.01 g 
Mg2so •. 1H20 0.25 g 
CaCl.6H,0 0.1 g 
Fuente de Nitrógeno 0.08 g 
Azúcar 10.0 g 
Vitaminas 1-100 ug 
Oligoelementos 2-50 ug 

Se afora a 1000 mi con agua destilada y se esteriliza a 121°C durante 15 
minutos (53). 

La concentración de cada sustancia requiere de ajustes a fin de obtener 
las condiciones óptimas para los diferentes requerimientos de las 
diferentes cepas de Rhizobium. La capacidad de crecimiento de un 
micro-organismo cuando se cambia a un medio reciente de cultivo depen
de en parte del potencial redox del medio. Los microorganismos 
aerobios toleran potenciales redox mayores que los anaerobios (35). 

La temperatura de un medio de cultivo rige los Indices o velocidades de 
crecimiento, multiplicación y muerte de los organismos. Cada 
microorganismo crece solamente en limites de temperatura caracte
rísticos de la especie. La temperatura óptima de crecimiento es aquella 
en la que la velocidad de crecimiento bacteriano es la mayor (53, 35). 
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Para las bacterias del género Rhlzoblum es generalmente de 30 a 35 
grados centlgrados (9, 53, 35). El crecimiento y la actividad microbiana 
son alterados notablemente por el pH del medio; cada especie crece 
solamente en ciertos llmites de pH y al optimizarlo se obtienen mayor 
cantidad de blomasa. El carácter de las actividades metabólicas micro
bianas es tal que el pH de un medio de cultivo no permanece constante 
después de que se Inicia el crecimiento bacteriano. La degradación de 
protelnas y otros compuestos nitrogenados, frecuentemente de origen 
amoniacal y otros productos secundarios alcalinos elevan el pH, 
mientras las fermentaciones de carbohidratos producen ácidos 
orgánicos los cuales disminuyen el pH (20, 53, 11). 

Los fosfatos y carbonatos son amortiguadores importantes que se em
plean en los medios de cultivo, retrasando notablemente el desarrollo de 
las condiciones no favorables para el crecimiento bacteria 
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2.11. ESTRUCTURAANTIGENICA DEL GENERO Rhlzoblum. 

Para la Identificación de cepas nativas del género Rhlzobium son utilizadas 

diferentes técnicas Inmunológicas. En la superficie de la célula bacteriana 
existen antlgenos que pueden ser reconocidos por su capacidad de producir 
anticuerpos en animales, los cuales a su vez pueden ser utilizados para 
determinar la presencia o ausencia de antlgenos especificas de la bacteria en 
una suspensión o si existe reacción cruzada con bacterias del mismo género 

(10, 18, 20, 53). 

Existen dos formas simples para evaluarla capacidad antigénlcadel Rhizoblum; 

aglutinación la cual depende de los antlgenos localizados en la superficie 
bacteriana y aumenta esta por el reconocimiento separado flagelar y somática. 

La otra prueba es la de precipitación de antlgenos solubles, de la cual una 
variante es la de difusión en gel, y que se ha vuelto la mas utilizada ya que ésta 

puede reconocer antlgenos somáticos, flagelares y exopolisacéridos. 

La técnica de inmunodifusión depende de antlgenos solubles capaces de 
difundir en el medio y formar bandas de precipitación al llevarse acabo la 
reacción antlgeno-antlcuerpo (22, 18). 



3. OBJETNOS. 

La agricultura requiere de desarrollo tecnológico y bajo costo y por supuesto 
que no dal'len los suelos, para leguminosas, que se usan como forrajes; se 
usan lnoculantes elaborados con Rhizobium, siendo una buena alternativa. 

3.1 OBJETIVO GENERAL. 

Optimización de un medio de cultivo y condiciones de crecimiento para la 
producción de un lnoculante a base de Rhizobium legumlnosarum FESC-L 1 
blovarledad vlclae, para cultivos de veza de lnvkimo. 

3.2 OBJETNOS PARTICULARES. 

3.2.1 Aislamiento, purificación e Identificación de una 
cepa nativa Rhizobium leaumlnosarum a partir de 
cultivos de Vicia vlllosa. 

3.2.2 Diseno de un medio de cultivo especifico para la 
cepa FESC-L 1 de Rhlzoblum leaumlnosarum 
blovariedadvlcia, a partir de un medio base calculado. 

3.2.3 Optimización de las condiciones ambientales (pH y 
temperatura) para el mejor crecimiento de Rhlzoblum 
leaumlnosarum FESC-L 1. 

3.2.4 Producción de un inoculante para Veza de Invierno 
(Vicia villosa), evaluando el rendimiento de la blo
masa en medio llquido. 



4. MATERIALES Y METODOS 
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Este trabajo se realizó en el laboratorio de biotecnologla de la división de 
posgrado C 1, de FESC-CUAUTITLAN, UNAM. Las cepas que se utilizaron 
para el desarrollo experimental fueron: aisladas de nódulos y se Identificaron 
como Rhlzobium Jegumlnosarum blovariedadviciae que se obtuvieron de Jos 
sembradlos de Campo 4 correspondiendo a cepas nativas. 

El cultivo de Veza de invierno es un leguminosa usada como forraje y es 
nodulada porlnoculantes, se dice quedebon tenerun numero de 1 O células/ 
mi para poder infectar las semillas y producirse la nodulación. Para lograrlo 
se requiere tener un medio de cultivo adecuado cuyos componentes estén 
a una concentración tal que nos permitan obtener mayor concentración 
posible de biomasa. 

Para conocerlas concentraciones adecuadas se deben hacervar1acionesde 
los componentes del medio de cultivo base, (44); asl como de las condicio
nes ambientales pH y temperatura evaluando éste rendimiento por litro y 
medio. 

El material utilizado en éste trabajo experimental se esterilizó a 121 "C, 21 lb 
de presión por 15 minutos en autoclave. 
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MEDIO BASE CALCULADO PARA Rhizobium. (53) 

TABLANo.1 

COMPOSICION CONCENTRACION 
g/1 

Cloruro de sodio 0.26 

Cloruro férrico 0.10 

Extracto de levadura 1.00 

Sulfato de magnesio 0.76 

Fosfato de potasio 1.66 

Manito! 20.00 

Agar bacteriológico 20.00 

pH. 7.2a7.4 



MEDIO ROJO CONGO. (44) 

COMPOSICION 

Solución rojo congo 

Cloruro de sodio 

Cloruro fémco 

Extracto de levadura 

Sulfato de magnesio 

Fosfato de potasio 

Manito! 

Agar bacteriológico 

TablaNo.2 

pH. 7.2a7.4 

CONCENTRACION 
g/I 

0.002 

0.260 

0.100 

1.00 

0.760 

1.660 

20.00 

20.00 



4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA CEPA JI 

Para el aislamiento de la cepa de trabajo se extrajeron muestras de plantas 
con las mejores caracterlsticas de tamano y de las cuales se tomaron las 
ralees para buscar los nódulos mas grandes y rosados. 

Se lavaron, desinfectaron y los nodulos se sembraron porestrias en el medio 
de cultivo rojo congo, (ver Tabla No. 2), el cual inhibe el crecimiento de los 
hongos, mientras que las colonias mucilaginosas de Rhizobium adquieren 
una coloración rosa palido; se incubaron a 30"C de 1 a 4 dlas, buscando las 
colonias caracteristicasdel género en estudios oomo: colonias deoolor rosa, 
esféricas y productoras de goma. 

Las pruebas de caracterización que se utilizaron para la identificación fueron: 
tinción deGram, delas colonias caracteristicasdelgéneroparavermorfoiogia 
bacteriana; motilidad de gota suspendida; prueba de leche tornasolada; 
prueba de acidez en el medio de cultivo; azul de bromotimol (39, 59). 

La cepa identificada fué evaluada en pruebas de nodulación especifica en 
semillas de veza de Invierno en botellas de Leonard (38, 53) modificada, 
usandose como soporte agrolita estéril. 

Verifiacada la nodulación s prosiguió a realslarla cepa e Identificar su pureza 
en el medio de cultivo base calculado a 30"C de 1 a 4 dlas de incubación y 
asl mismo se usaron pruebas de identificación serológicas (precipitación) 
contra Rhizobium leguinosarum. 



4.2 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO. 32 

La optimización del medio de cultivo fué realizada a partir de un medio base 
calculado(44),(verTabla No. 1 ), conteniendo las siguientes variaciones en los 
componentes. El fosfato dibésico de potasio se manejó en un rango de 0.66 
a 2.16 g/I con cuatro tratamientos con una variación de 0.5 g/I. El sulfato de 
magnesio hidratado en un rango de0.26a1126 g/lcon cinco tratamientos con 
una variación de 0.25 g/I. El cloruro de sodio en un rango de 0.05 a 0.45g/I 
con cinco tratamientos y una variación 0.1 gll. 

El cloruro férrico hidratado se manejó en el rango de 0.05 a 0.15 g/I con tres 
tratamientos y con una variación de 0.05 g/I. El extracto de levadura tuvo un 
rango de 1.00 a 1.5 g/I con cinco tratamientos con una variación de 0.25 
g/I con cuatro tratamientos y una variación de 5 g/I. 

Los medios de cultivo se prepararon por duplicado, en matraces de 500 mi 
con 150 mi de medio de cultivo ajustando a un pH de 7.0 para cada 
tratamiento, cada uno fué inoculado con 5 mi de una suspensión bacteriana 
de 2 dlas de crecimiento en un medio de cultivo sólido base. 

Estos tratamientos se realizaron incubéndosea 300C en un agitador rotatorio 
provisto de controladores de temperatura y agitación, y200 rpm de velocidad. 
Se evaluó la velocldad de crecimiento realizandose cinéticas con dichos 
medios preparados y tomandose muestras desde la hora cero hasta la fase 
estacionaria, se cuantificó por la densidad óptica la cantidad de microorga
nismos cada dos horas por medio del Espectrofotómetro a 600 nm de 
absorbencia. 

Los resultados obtenidos se graficaron en el tiempo (horas) y la velocidad 
especifica de crecimiento (u) por regresión lineal, uséndose el logaritmo 
natural de la densidad óptica sobre el tiempo de la base exponencial de 
crecimiento de acuerdo a Alba (2), y el tiempo de duplicación (tD) por medio 
de la siguiente ecuación: 

tD=ln2 
u 

Se optimizó el medio de cultivo tomando en cuenta los mejores tiempos de 
duplicación para cada uno de los componentes del medio de cultivo, se 
analizaron por un diseño estadlstlco completamente al azar, asl como para 
las variaciones de pH y temperatura por ecuaciones polinomiales de primer 
y segundo orden. 



4.3 OPTIMIZACION DE LOS FACTORES AMBIENTALES. 33 

Una vez optimizado el medio de cultivo se prosiguió a optimizarla temperatura 
de incubación usandose un rango de 26º a 34º C con una variación por 
tratamiento de2°C. Posterionnente se prosiguió a optimizar el pH del medio 
con un rango de pH de 5.5 a8.5con una variación portratamiento de0.5 (para 
ajustar los pH de los medios de cultivo se utilizó acido sulfúrico 0.1 M e 
hidróxido de sodio, 0.1 M). Cada una de las variaciones de temperatura y pH 
se manejaron de igual manera que como se optimizó el medio de cultivo. 

4.4. DETERlllNACION DE PESO SECO. 

Se detenninó la producción de blomasa (gll) en fase exponencial por medio 
del peso seco de microorganismos/mi, en el medio optimizado y en las 
condiciones ambientales Ideales para el crecimiento. Se utilizaron membra
nas mllllpore de 0.22umfiltrando1 mi de cultivo y pordiferencladepeso seco 
constante se obtuvo el rendimiento celular; esto se realizó en horno de 
microondas. 

Le cuenta viable en el inoculante se realizó por el método de Miles y Mlshra 
en caja, lo cual nos indicó la cantidad de microorganismos que se obtuvieron 
en las mejores condicionas de trabajo para esta cepa de Rhlzoblum. 



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES. 

5.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA 
CEPA DE Rhlzoblum EN LOS CULTNOS 
DE VEZA DE INVIERNO. 
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Se obseivaron en el mlcroscóplo pequenos bastones gram negativo, con 
presencia de abundantes granulas de beta-hldroxlbutirato; con motilidad 
positiva luego del crecimiento por 24 horas en medio liquido. 

Se aislaron e Identificaron dos cepas, de las cuales se encontraron 
caracterlsticas coloniales diferentes en medio de cultivo base sólido, que se 
manejaron con nomenclatura diferente; las colonias que presentaban 
caracterlstlcas Ngosas se denominaron FESC-L 1 que fueron estas las que 
se utilizaron en este trabajo experimental. 

En medio liquido con azul de bromotlmol se evaluó el cambio de pH al virar 
a amarillo a los tres dlas de incubación, lo cual Indica que esta cepa es 
acidlflcadora y de crecimiento rapldo. (35, 53). 

Los resultados de la inoculación de las semillas de Vtcla vlllosa a las 3 y 4 
semanas se encontraron nódulos rosados en las ralees de la phlintula un 
Indicador de la eficiencia de la fijación de nltr6geno y nodulaclón. 



CARACTERISTICAS DE Rhlzoblum legumlnosarum FESC-L 1. 

Tinción de Gram 
Morfologla 
Morfología colonial 

Presencia de gránulos 
de beta-hidroxibutirato 

Motilidad 
Azul de bromotimol 

Leche tornasolada 

Nodulación de Vicia Villosa 
Reacción Inmunológica con 

Tabla 3. 

Negativa 
Bastones pequer'los 
Circulares, convexas, 
translúcidas, rugosas y 
con producción abundante 
de goma. 

Positivo 

Positiva 
Reacción ácida en tres días 

Reacción ácida con fermen 
tación de la lactosa en 
formación de coágulo con 
desprendimiento de suero. 

Positiva 

anti suero de R. leguminosarum Positivo 
Reacción de Identidad con antisuero 
de R. leguminosarum FESC-L3 Negativo 

Las cepas FESC-L3 y FESC-L 1 muestran diferencias no sólo en su 
morfología colonial, sino también en la rapidez para producir ácido, no 
muestran reacciones de identidad entre ellas en pruebas de precipitación 
en caja, pero reaccionan frente a antisueros de Rhizoblum legumino

~ 
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5.2 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO. 

5.2.1. EVALUACION DEL CRECIMIENTO VARIANDO LOS 
NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO. 

En la tabla 4 y en la figura 1, se muestran los resultados de velocidad de 
crecimiento (u) y los tiempos de duplicación para Rhizobium legumino
sarum FESC-L 1 en el medio de cultivo con variaciones en los niveles de 
K2HP04• 

En la tabla 4 se presenta el resumen de la información de las medias y 
diferencias estad! stlcas para los diferentes niveles de aporte de K2HPO 4• 

Las comparaciones de las medias para los niveles de aporte de Fosfato 
dibáslco de Potasio indicaron que las concentraciones de 0.6 y 1.16 
presentaron las mejores velocidades de crecimiento y tiempo de duplica
ción a diferencia de las concentraciones superiores, difiriendo significa
tivamente con los medios con concentraciones de 1.66 y 2.16 g/I de 
~HPO,.En la figura 1 se observa el comportamiento de la bacteria con 
respecto a las variaciones de ésta sal. 



TABLA 4. EFECTOS DEL FOSFATO DIBASICO DE POTASIO A 
DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE VELOCIDAD 
DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACIÓN. 

~HP04 g/I u 

0.6 0.116• 

1.16 0.122• 

1.66 .·. 0.0771' 

2.16 0.083º 

ee 0.0035 

u = velocidad de crecimiento h 
ID= tiempo de duplicación h 
ee= error estandar 

tD 

5.98° 

5.66• 

9.03° 

8.37" 

0.337 

Los indices a, b diferentes dentro de las columnas, 
indican diferencias significativas (P< 0.05) 

37 
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FIGURA 1 CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE H2P04 

D.O. (600 nm) 
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5.2.2 EVALUACION DEL CRECIMIENTO VARIANDO 
LOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO 
EN EL MEDIO DE CULTIVO. 

Los resultados obtenidos para las variaciones en los niveles de sulfato 
de magnesio se detallan en la tabla 5 y figura 2. 

El resumen mostrado en la tabla nos presenta la Información de las medias 
y diferencias significativas para los diferentes niveles de aporte de sulfato 
de magnesio ( 0.26, O. 76, 1.01, 1.26 g/I). La comparación de las medias 
para los diferentes niveles de aporte de sulfato de magnesio, presentó el 
mejor tiempo de duplicación a una concentración de 1.01 g/I de sulfato de 
magnesio, aunque se podría usar 0.76 y 1.26 g/I, obteniéndose también 
buenos resultados; por lo tanto, se seleccionó 1.01 g/I por ser la concen· 
tración que permitió el mejor tiempo de duplicación. 
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TABLA 5. RESUMEN DE LOS TIEMPOS DE DUPLICACION Y VELOCIDAD 
DE CRECIMIENTO CON DIFERENTES NIVELES DE 
SULFATO DE MAGNESIO. 

MgSO~ g.'L u 

0.26 0.009" 

0.76 0.127" 

1.01 0.131º 

1.26 0.120" 

ee 0.0059 

u =velocidad de crecimiento h 
tD= tiempo de duplicación h 
ee= error estándar 
Los Indices a, b diferentes dentro de las columnas, 
Indican diferencias significativas (p< 0.05). 

tD 

10.24• 

5.44° 

5.28° 

5.8Qb 

0.60 
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FIGURA 2, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE Mg2S04-

D. O. (600 nm) 
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5.2.3 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DEL Rhlzoblum 
legumlnosarum FESC-L 1 VARIANDO LOS NIVELES 
DE CLORURO DE SODIO EN EL MEDIO DE CULTIVO. 

En la tabla 6, se presentan los resultados obtenidos para la velocidad de 
crecimiento (u) y tiempo de duplicación (tD) para Rhizobium legumlno
sarum FESC-L 1 en el medio de cultivo, variando los niveles de aporte de 
cloruro de sodio. 

En la figura 3 observamos que la comparación de las medias nos indican 
que los mayores tiempos de duplicación correspondieron a las concen
traciones más altas de cloruro de sodio; la concentración de 0.1 g/I de 
cloruro de sodio, mostró los mejores tiempos de duplicación y que es 
significativamente diferente a otros niveles utilizados, lo anterior se 
aprecia en un aumento de la concentración de los iones cloruros que 
puede ser tóxico para éste microorganismo (38). 



TABLA 6. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rhlzobium 
leaumlnosarum FESC-L 1 CON DIFERENTES 
NIVELES DE CLORURO DE SODIO. 

NaClgn u 

0.1 0.103• 

0.2 0.078° 

0.3 O.CJ89b 

0.4 0.0800 

ee 0.0023 

u =velocidad de crecimiento h 
tD= tiempo de duplicación h 
ee= error estándar 

ID 

6.7" 

8.9CJc 

7.7f1' 

8.67" 

0.245 

Los Indices a, b, e diferentes dentro de las columnas, 
indican diferencias significativas (p< 0.05). 
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FIGURA 3, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE NaCl 

D. O. (600 nm) 
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5.2.4. EVALUACION DEL CRECIMIENTO CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO 

En la tabla 7 y figura 4, se presentan los resultados de velocidad de 
crecimiento (u) y tiempo de duplicación (tD) obtenidos en los medios de 
cultivo en los cuales variaron los niveles de FeCl3; las medias y las 
diferencias estadlstlcas para los medios utllizados tamblen se detallan. 

El anallsls de la Información, nos Indicó la existencia de una diferencia 
significativa (p< 0.05) entre las concentraciones de cloruro férrico. Las 
comparaciones de las medias para velocidad de crecimiento (u) y tiempo 
de duplicación (tD) Indicaron que las concentración de 0.05 
g/I de cloruro férrico, difirió significativamente de los niveles superiores, 
mientras que altas concentraciones no muestran diferencia que podamos 
considerar significativa; por ésta razón, se eligió el nivel de cloruro férrico 
de 0.1 g/I como nivel óptimo para ser utilizado en el medio para el 
crecimiento bacteriano. 



TABLA 7. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
CLORURO FER RICO SOBRE u Y tD EN EL CRECIMIENTO 
DE Rhizoblum leouminosarum FESC-L 1. 

FeCl3 gil u 

0.5 0.44• 

0.1 O.TI" 

0.15 0.791> 

ee 0.025 

u =velocidad de crecimiento h 
tD= tiempo de duplicación h 
ee= errorestandar 
Los indices a, b diferentes dentro de las columnas, 
indican diferencias significativas (p< 0.05). 

tD 

16.Qa 

9.Qb 

8.8° 

0.90 

411 
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FIGURA 4, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE FeC13 
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5.2.5. EVALUACION DEL CRECIMIENTO VARIANDO 
LOS NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA 
EN EL MEDIO DE CULTIVO. 

46 

En la tabla 8 y figura 5, los resultados obtenidos de velocidad de 
crecimiento (u) y tiempo de duplicación (ID) para Rhizobjum legumjno
sarum FESC-L 1 con variaciones en los niveles de extracto de levadura en 
el medio de cultivo. 

El anélisis estadístico de las interacciones nos indicó que el comporta
miento de Rhizobium leguminosarum FESC-L 1, a alta concentración de 
extracto de levadura el mejor tiempo de duplicación de 4. 79 horas. 

Es recomendable el estudio de concentraciones mayores a 1.25 gil de 
extracto de levadura para observar si continúa el mismo comportamiento, 
o sí existe una inhibición a altas concentraciones de esta fuente de 
nitrógeno, ya que las altas concentraciones de aminoécidos en el medio 
de cultivo inhiben el crecimiento de cepas del género Rhizobium (38, 53). 



TABLA 8. PROMEDIOS DE u Y tD EN HORAS CON DIFERENTES 
NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA EN EL 
CRECIMIENTO DE Rhlzoblum leguminosarum. 

Extracto de levadura a\I 

0.5 

0.75 

1.0 

1.25 

ee 

u = velocidad de crecimiento h 
tD= tiempo de duplicación h 
ee= errorestandar 

u 

0.0668 

0.7& 

0.119" 

0.145° 

0.012 

Los Indices a, b diferentes dentro de las columnas, 
indican diferencias significativas (p< 0.05). 

ID 

10.5• 

9.9" 

5.8° 

4.79" 

1.40 
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FIGURA 5, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA 
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5.2.6. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE 
Rhlzoblum leaumlnosarum FESC-L 1 
VARIANDO LOS NIVELES DE MANITOL 
COMO FUENTE DE CARBONO. 
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En la tabla 9 y figura 6, se indican las velocidades de crecimiento (u) y el 
tiempo de duplicación (tD) pera Rhizobium legumlnosarum FESC-L 1 con 
diferentes niveles de manitol. 

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de concentra
ción de 5, 10, 15, y 20 gil de manltol, aunque el mejor tiempo de 
duplicación fué de 4.7 Horas con 15 g/I de manitol. 

El mayor tiempo de duplicación fué con 1 O g/I de manitol siendo éste dato 
significativamente diferente (P< 0.05) respecto a los otros niveles estu
diados. 

Lo anterior puede deberse a que la fase exponencial fué muy prolongada 
y con poca variación en la densidad óptiea registrada, lo que nos ocasionó 
que al realizarse los cálculos se aumente el error inherente al método 
experimental, siendo éste un error sistemático del modelo matemático 
empleado. 
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TABLA 9. EFECTOS DEL MANITOL A DIFERENTES NIVELES 
DE CONCENTRACION SOBRE u Y ID EN HORAS, 
EN Rhizoblum leaumlnosarum FESC-L 1 

Manito! g\I 

5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

ee 

u =velocidad de crecimiento h 
ID= tiempo de duplicación h 
ee= error estándar 

u 

0.135" 

0.091º 

0.148• 

0.132" 

0.067 

Los indices a, b diferentes dentro de las columnas 
Indican diferencias significativas (p< 0.05). 

ID 

5.2• 

7.7" 

4.7" 

5.2• 

0.38 
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FIGURA 6, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
CON DIFERENTES NIVELES DE MANITOL 

D. O. (600 nm) 
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5.3. MEDIO DE CULTIVO OPTIMIZADO. 

En la tabla No. 12 se detalla el medio óptimo de crecimiento para el 
Rhlzoblum !egumlnosarum FESC-L 1, mostréndose las concentraciones 
de cada uno de los nutrientes: 

TABLA No. 12 

MEDIO DE CULTIVO 

NUTRIENTE CONCENTRACION 
g/I 

Fosfato de Potasio 1.16 
Sulfato de Magnesio 1.01 
Cloruro de Sodio 0.10 
Cloruro Férrico 0.10 
Extracto de Levadura 0.75 
Manito! 15.00 

Resumen de las concentraciones óptimas de los nutrientes 
de acuerdo a las mejores tiempos de duplicación obtenidos 
para cada componente del medio. 



55 

5.4 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES DE 
Rhlzoblum legumlnosarum FESC-L 1. 

5.4.1. EFECTOS DE LAS MODIFICACIONES DE LA 
TEMPERATURA EN EL CRECIMENTO DEL 
Rhlzoblum legumlnosarum EN EL MEDIO 
DE CULTIVO OPTIMIZADO. 

En las figuras 7, 8, 11ytabla10, se muestra el resumen del cálculo de la 
velocidad de crecimiento y tiempo de dupllcación al modificarse la 
temperatura en el medio de cultivo optimizado. La información obtenida 
fué utilizada para ajustar ecuaciones polinomiales, lineales o cuadráticas 
explicativas del comportamiento general de Ja velocidad de crecimiento 
al modificarse Ja temperatura de incubación del medio. La ecuación que 
logró el mejor ajuste para Rhizoblum Jegumlnosarum FESC-L 1, fué la 
siguiente: 

U= - 2.05 t 0.153..-,lemp - o.0027:1<-1emp 2 

En la figura 8, se muestra que Ja temperatura óptima para el crecimiento 
de Rhlzoblum Jegumlnosarum FESC-L 1 se encuentra entre 28º y 30°C. 



TABLA 1 O. SE MUESTRA LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
Y TIEMPO DE DUPLICACIÓN VARIANDO LA 
TEMPERATURA DEL MEDIO OPTIMIZADO. 

Temperatura "C u 

26 0.105 

28 0.121 

30 0.115 

32 0.089 

34 0.40 

tD 

7.4 

4.4 

5.3 

10.2 

19.0 
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FIGURA 7, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 
VARIACION EN LA VELOCIDAD AL MODIFICAR TEMPERATURA 
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FIGURA 8, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum 
FESC-L1 CON VARIACIONES ENEL TIEMPO DE DUPLJCACION 

AL VARIAR LA TEMPERATURA 
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FIGURA 11, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-L1 

VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION 

D. O. (600 nm) 
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5.4.2. EFECTOS DE LA MODIFICACION DEL pH EN EL 
CRECIMIENTO DE Rhlzoblum legumlnosarum 
FESC-L 1 EN EL MEDIO DE CULTIVO OPTIMIZADO. 

Como se muestra en las figuras 9, 1Oy12, La evaluación en el crecimiento 
de Rhizobium leguminosarum al modificarse el pH del medio de cultivo 
entre 6 y 8 unidades, y esí mismo los resultados de la tabla 11, que nos 
describen la velocidad de crecimiento (u) y el tiempo de duplicación ( tD). 

Se utilizaron los datos obtenidos para ajustar las ecuaciones polinomiales, 
lineales ó cuadráticas explicativas del comportamiento general de la 
velocidad y crecimiento al modificarse el pH del medio utilizado. La 
ecuación que logró el mejor ajuste para el crecimiento bacteriano al 
variarse el pH fué: 

U= -0.21+ 0.094 pH - 0.007 pH
2 

En la figura 9 se muestra claramente que el pH óptimo para el crecimiento 
de Rhlzoblum legumlnosarum FESC-L 1 está entre 6.5 y 7.5 unidades, 
eligiéndose 7 .5unldades, que es donde se encuentra el mejor crecimien
to bacteriano, ya que es una bacteria acldlficadora del medio de cultivo 
(39). 



TABLA 11. MUESTRA LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TIEMPO 
DE DUPLICACION EN HORAS VARIANDO EL pH DEL 

MEDIO OPTIMIZADO. 

pH u ID 

5.5 0.095 7.31 

6.0 0.102 6.76 

. ' 

6.5 1 0.105 6.52 

.· 
7.0 0.105 6.59 

7.5 0.101 6.96 

8.0 0.93 7.63 

8.5 0.082 8.62 

61 



02 

FIGURA 9, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-L1 
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO 
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FIGURA 10, CRECIMIENTO DE R. Le~uminosarum FESC-Ll 
VARIACIONES DEL TIEMPO DE DUPLICACION AL MODIFICAR pH 
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FIGURA 12, CRECIMIENTO DE R. Leguminosarum FESC-Ll 

CON VARIACIONES DE pH 
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5.5 PRODUCCION DE INOCULANTE PARA VEZA 
DE INVIERNO (VICIA VILLOSA) 

La cinética de crecimiento realizada en las condiciones óptimas de 
producción en sistemas de lote a 30ºC y un pH de 7.5 a 200 rpm. Llevó 
a la producción de un inoculante con una densidad óptica de 2.6 a 590 nm 
de absorbancla y una cuenta vfable de 1 x 101º UFC/ml. El peso seco 
bacteriano fué de 5 g/I, Jo que nos indica una relación con la fuente de 
carbono un 33% de rendimiento de boimasa ya que una parte de la fuente 
aportada se utilizó para producción de metabolitos y mantenimiento 
bacteriano. De acuerdo a la bibliografía, Ja producción de células fué 
adecuada Alba (2, 40). 



6.0 CONCLUSIONES 

La cepa con la que se trabajó en el laboratorio, mostró eficiencia en la 
nodulaclón de rafees de Vicia villosa identificándose como Rhizobium 
leguminosarum FESC-L 1, la cual acidifica el medio de cultivo muy rápida
mente. El medio óptimo de crecimiento obtenido en el presente trabajo 
experimental se muestra en la tabla No. 13; observándose diferencias en 
la concentración de los componentes. 

TABLA No. 13. COMPARACION DEL MEDIO OPTIMIZADO 
CON EL MEDIO BASE. 

NUTRIENTE CONCENTRACION 
g/I 

MEDIO MEDIO 
OPTIMIZADO BASE 

Fosfato Dibásico de Potasio 1.16 1.66 
Sulfato de Magnesio 
heptahldratado 1.01 0.76 
Cloruro de Sodio 0.10 0.26 
Extracto de Levadura 0.75 1.00 
Manito! 15.00 20.00 
Cloruro Férrico 
hexahidratado 0.10 0.00 

pH 7.5 pH 7.2-7.4 
Temp 30°C Temp 30°C 
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Las necesidades de Nitrógeno y Vitaminas requeridas para el crecimiento 
de Rhlzoblum legumlnosarum FESC-L 1, fueron aportadas por extracto de 
levadura, a la concentración de 1.01 g/I con la cual se obtuvo el mejor 
crecimiento. 

La concentración de Fosfato Dibásico de Potasio que presentó mejor 
tiempo de duplicación fuá de 1.16 g/I ; también se puede utilizar la 
concentración de 0.6 g/I ya que no existen diferencias significativas (P> 
0.05) entre ambas. Los niveles de aportación de Nitrógeno, vitaminas y 
minerales puede tener efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano. 

El mejor tiempo de duplicación para las unidades estudiadas de Sulfato 
de Magnesio se obtuvo a 1.01 g/I, aunque se pueden elegir los niveles de 
0.76 y 1.26 g/I ya que no existen diferencias significativas entre ambas. 

El aporte de sales cloradas como Cloruro de Sodio (0.1 g/I) y Cloruro 
Férrico (0.1 g/I) se elegieron de acuerdo al menor tiempo de duplicación; 
para la primera se recomienda realizar estudios a futuro para subtetisar el 
efecto de concentraciones menores de Cloruro de Sodio. 

La concentración de Fosfato de Calcio que permitió en mayores veloci
dades de crecimiento fué a 15 g/I. A nivel industrial se pueden considerar 
otros azucares que tengan el mismo efecto que el manitol en la producción 
de lnoculantes. 

El crecimiento de las bacterias an el medio optimizado fué afectado por 
el pH y la temperatura de incubación y la temperatura de incubación fué 
de 30°C. 
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