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RESUMEN

El sistema de agricultura moderna, hasta el momento, es completamente
dependiente el suministro de fertilizantes quimicos, a pesar de que éstos son cada
vez mas escasos y costosos. Los fertilizantes quimicos son considerados uno de
los principales agentes contaminantes tanto del agua como del aire. Esta situacion
alarmante, ha llevado a la identificaciébn y produccion de insumos inocuos y
amigables con el medio ambiente como lo son los biofertilizantes, es decir,
in6culos microbianos en los cultivos, que no sélo aumentan la asimilacion de
nutrientes esenciales para la planta, como los son el nitrégeno, fésforo y potasio,
sino que también mejoran las propiedades del suelo, aumentando el contenido de

materia organica y el de nitrégeno total disponible en el suelo.

Para poder mejorar las condiciones del suelo, es importante incorporar
microorganismos eficientes en la rizosfera; es por eso que el habitat también
desempefia un papel importante en la formacién de las comunidades microbianas.
Los microorganismos que pueden ser utilizados como biofertilizante incluyen a
distintas bacterias, como lo son Rhizobium, Sinorhizobium, Azospirillium, asi como

algunos hongos y algas.

Rhizobium es el mas estudiado y de los géneros mas importantes en lo que
respecta a las bacterias fijadoras de nitrégeno. Este es capaz de fijar nitrogeno
atmosférico mediante una relacion de simbiosis con algunas especies de
leguminosas. Para cada bacteria el modo de accion asi como su planta hospedera
es diferente, que para el caso especifico de Sinorhizobium meliloti, fertiliza a las
leguminosas de los géneros Medicago, Melilotus y Trigonella, tal es el caso de la

alfalfa, trébol de olor y fenogreco respectivamente.

La utilidad de los biofertilizantes se puede incrementar mediante una seleccion de
cepas eficientes, asi como el buen cultivo de éstos; es por eso que el estudio de
estos microorganismos, asi como el uso de la biotecnologia agricola, es de vital

importancia para el mejoramiento de la agricultura.



En este trabajo se usaron 4 cepas de S. meliloti denominadas como A, B, Cy D
respectivamente, proporcionadas por la empresa Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V.
Inicialmente, se hizo una caracterizacidn macroscopica de pardmetros como tipo y
forma de colonias, tamafio y color; y microscépica como forma y Gram.
Posteriormente se realizaron cinéticas de crecimiento y ensayos de viabilidad con
medios de cultivo proporcionados por la empresa con la finalidad de optimizar las
condiciones nutrimentales del medio de cultivo para la obtencion del inoculante.
Este es el producto final de la fermentacion, es decir el microrganismo en si o la
biomasa generada. Para esto se hicieron variaciones de la fuente de carbono asi
como en las concentraciones de éstas en funcion de la relacion C/N de los medios
utilizados: YEM (manitol), YES (sacarosa), YEG (glucosa) y YEF (fructosa). Se
utilizaron entonces fuentes de carbono como manitol (control), sacarosa, glucosay
fructosa a concentraciones por arriba (C/N 100) y por abajo (C/N 50) con respecto
a la concentracion control de C/N 73. Se tomé en cuenta también para el andlisis
de resultados el aspecto de la viabilidad mediante el conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC). Finalmente, con base en los resultados obtenidos
se comparé la productividad o rendimiento celular del medio de cultivo optimizado
con respecto al medio proporcionado por la empresa, encontrandose que el mejor
medio de cultivo fue aquel con la formulacion inicial, con manitol como fuente de
carbono a una C/N de 73, obteniéndose un valor maximo de D.O. de 1.5 u.a,
comparado con las demas relaciones C/N y fuentes de carbono como sacarosa,
glucosa y fructosa en donde los valores de D.O. registrados estuvieron por debajo
de 1.0 u.a.



1. INTRODUCCION

En los suelos, uno de los elementos méas escaso para el desarrollo vegetal es el
nitrégeno (Franco y Dobereiner, 1994), para solucionar esta problemética los
productores del sector agropecuario utilizan indiscriminadamente fertilizantes
quimicos con el objetivo de mejorar la calidad de los cultivos o del forraje (Marin et
al., 2003). Sin embargo, este método es costoso y poco amigable con el medio
ambiente, ocasionando asi desastres como la contaminacion de aguas
subterraneas, erosion de los suelos, cambios de la composicion fisicoquimica del
suelo, ademéas de una notable destruccion de la biota y microbiota del suelo (Justic
et al., 1995; Rabalais et al., 1996).

Dentro del concepto de agricultura sustentable, existen tecnologias limpias como
lo es la biofertilizacién con bacterias fijadoras de nitrégeno. Esta actividad parece
ser una alternativa segura, efectiva y econdémica para recuperar la calidad y
productividad de los suelos. Se ha demostrado que estos mismos
microorganismos fijadores de nitrdgeno pueden realizar otro tipo de funciones o
beneficios como la solubilizacién del fésforo o la produccion de fitohormonas, que
también contribuyen para la recuperacion y rendimiento de los suelos (Mahecha,
2002; Sylvia et al., 2005).

Los biofertilizantes se clasifican en dos grupos: de accién directa e indirecta. Los
primeros agrupan microorganismos que habitan en algin componente de los
tejidos vegetales, y por ello la accion benéfica se realiza en la planta y no en su
medio circundante, es el caso de la Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN) y las
micorrizas. En tanto, en la accion indirecta la biofertilizacion es aprovechada
primero por el suelo y lo transmite hacia los cultivos, pertenecen a este grupo los
mecanismos de accion que trabajan en la solubilizacion de nutrientes como el

fésforo (Gonzélez, 2010).



La accién de introducir hongos y/o bacterias a la semilla, al suelo o a los sistemas
de riego en cultivos de leguminosas, gramineas, hortalizas y frutales, se le conoce
como inoculacion. Generalmente, los beneficios se traducen en mayor desarrollo
de la raiz y rendimiento en el grano. Los resultados a través del tiempo son suelos
mas ricos en contenido de materia organica y nutrientes (nitrogeno, fosforo,

potasio, azufre, calcio, entre otros). (Tejada et al., 2005).

El éxito en el proceso de inoculacion depende de factores como la incidencia de
luz, la temperatura, el tipo de suelo, las regiones climaticas, la mezcla con
biofertilizantes y agroquimicos, la caducidad de los productos, entre otros. Estos
aspectos requieren de un proceso de capacitacion y acompafiamiento por lo que
varias dependencias gubernamentales y empresas particulares dedicadas a la
produccién de biofertilizantes ayudan a entender como usar la tecnologia para
lograr los mejores beneficios (Gonzalez, 2010).

En este trabajo, se presenta la optimizacion del medio de cultivo de las cepas de
S. meliloti mediante el estudio del comportamiento cinético con la finalidad de

obtener un inoculante (biomasa) para su uso como biofertilizante.



2. MARCO TEORICO

2.1lmportancia de la fijacién biol6gica del nitrégeno

El nitrégeno es el elemento mas limitante para el crecimiento de la planta y por
ende para la productividad agraria (Vance, 1998; Bohlool et al, 1992). La fijacion
biologica del nitrégeno y la aplicacion de fertilizantes representan las principales
fuentes de este elemento para los cultivos en general y las leguminosas en
particular (Sprent, 2001). Este proceso es fundamental en el ciclo biogeoquimico
del nitrégeno, ya que permite reducir el nitrdgeno atmosférico por un conjunto de
organismos procariotas conocidos como diazotrofos. Debido a la naturaleza inerte
del nitrégeno gaseoso (N3), su reduccion es energéticamente muy costosa, por
esta razon, la mayoria de las este tipo de bacterias han desarrollado asociaciones
simbidticas con plantas de las que obtienen la energia necesaria para llevar a

cabo la fijacion de nitrégeno (Lum y Hirsh, 2003).

N,
Fijacion Sesnitrificacid Fabricas de
(lightning) esnitrificacion fertilizantes
Bacterias fijadoras de N, Nédulos <
bacterianos
Nitracion /
(bacterias) > | NOs '
\ Plantas >| Animales

/

NO, Descomposicién
y residuos
Bacterias \
nitrificantes
| NH Descomponedores

Figura 1. Ciclo del Nitrdgeno. Tomado de Sawyer y McCarty (1978).



En la agricultura, una parte importante de la fijacion biolégica del nitrogeno esta
relacionada a las especies de leguminosas que establecen asociaciones con
bacterias que en conjunto se les conoce como rizobios. Se calcula que
anualmente se fijan entre 40 y 48 millones de toneladas de nitrégeno por las
leguminosas cultivadas (Jenkinson, 2001), lo que equivale a un ahorro de hasta 10
billones de dodlares en fertilizantes (Graham y Vance, 2003). Ademas, de la
simbiosis Rhizobium-leguminosa, existen otro tipo de asociaciones entre
organismos fijadores de nitrdgeno y plantas, como es el caso de las cianobacterias
del género Anabaena y helechos del género Azolla, que se emplean como fuente
de nitrbgeno atmosférico en cultivos de arroz (Jensen y Huaggaard-Nielsen,
2003). También las bacterias del género Frankia establecen simbiosis poco
especificas con plantas lefiosas no leguminosas, denominadas actinorrizas, que
desarrollan nddulos en las raices quedando el simbionte confinado en el cértex
nodular (Leary et al., 2006) y los endéfitos diazotrofos que se han aislado de
gramineas entre los que se encuentran especies de los géneros
Gluconoacetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Herbaspirillum, y Burkholderia,
siendo G. diazotrophicus utilizada como modelo de bacteria enddfita fijadora de
nitrégeno debido a su habitat endéfito obligado (Tejera et al., 2006).

2.2Implicaciones medioambientales

La produccion industrial de amonio a partir del N, atmosférico mediante el proceso
de Haber-Bosch y su utilizacion como fertilizante, permitié la llamada revolucién
verde, que produjo un notable incremento en la productividad de cereales en
diversos paises (Vance, 1998). Sin embargo, la aplicacion de fertilizantes de
origen industrial tiene elevados costos ambientales, ya que en primer lugar se
requieren 1.5 kg de combustible fosil por cada kg de fertilizante producido con la
consiguiente produccion de CO,y su contribucion al efecto invernadero (Jensen y
Hauggaard-Nielsen, 2003).



En segundo término, este problema se correlaciona con el aumento de los niveles
de o6xido nitroso (N2O) en la troposfera (Ledley et al., 1999), sin olvidar que este
gas tiene una elevada potencialidad para contribuir también al efecto invernadero
y a la disminucion de la capa de ozono. Ademas, se presenta otro efecto negativo
que esta relacionado con las pérdidas del nitrato por lixiviacion, que son
significativas y conducen a la contaminacion de las aguas subterrdneas
(Jenkinson, 2001).

El proceso natural de la fijacion bioldgica de nitrégeno, tiene un papel crucial para
evitar los problemas derivados del uso de fertilizantes de origen industrial y
permitir el desarrollo de sistemas agricolas sustentables. Segun Vance y Graham
(1995) el incremento en el uso de la fertilizacion biolégica del nitrégeno en la
agricultura contribuiria a reducir hasta en un 50% la produccion de fertilizantes,
con la consiguiente reduccion de la emisién de CO,; se evitaria la contaminacién
de las aguas debido a que el nitrogeno fijado bioldgicamente, es directamente
asimilado por la planta y también habria una disminucién en la dependencia de los
cultivos del uso de fertilizantes con el consiguiente ahorro en los costos de
produccién agricola.

Por tanto, se impone la fijaciébn biolégica del nitrégeno para el desarrollo de
sistemas agricolas respetuosos con el medio ambiente, capaz de cubrir la

demanda de alimentos de una poblacion en aumento (Becker et al., 1995)



2.30rganismos fijadores de nitrogeno

La habilidad para fijar nitrbgeno es ampliamente usada entre varios géneros
bacterianos; y es por esta razon que existe una gran variedad metabdlica entre los
microorganismos que tienen esta capacidad. Se distinguen tres formas mediante
los cuales los microorganismos pueden llevar a cabo la FBN: por medio de
asociaciones simbioticas, simbiosis asociativas y bacterias de vida libre (Newton y
Fisher, 2002).

2.3.1 Asociaciones simbidticas

Para la agricultura, la relacion simbidtica mas importante incluye a las bacterias
denominadas rizobios con plantas leguminosas. Esta asociacion, maximiza la
transferencia de nitrégeno fijado a la planta a partir de los rizobios residentes en
su interior, los cuales estan presentes en una estructura denominada “nédulo”, en
las raices de la planta. La planta de forma reciproca provee de proteccion y suple
de compuestos ricos energéticamente a la bacteria. Los nddulos también proveen
un ambiente con bajo contenido de oxigeno, lo cual es vital, ya que la nitrogenasa,
enzima que cataliza la FBN, es desnaturalizada por el oxigeno (O;). Sin embargo,
bajas concentraciones de oxigeno deben ser provistas a la bacteria para que esta
pueda respirar y producir la energia requerida tanto para su supervivencia como
para conducir la FBN. Una proteina especial que se encuentra en la planta misma,
transportadora de oxigeno denominada leghemoglobina, regula la cantidad de
oxigeno que llega a la bacteria. Esta proteina es de altisima afinidad, puesto que
por cada 1000 leghemoglobinas ligadas a oxigeno sélo se encuentra una molécula

de oxigeno libre (Madigan et al., 2002).



2.3.2 Simbiosis asociativas

Desafortunadamente, la relacion simbiética basada en nédulos que consiste en la
cooperacion metabdlica tanto de la planta como de la bacteria para el intercambio
de nutrientes, no se extiende a la mayoria de los cultivos alimenticios importantes
como el maiz, arroz, trigo y de tubérculos, ninguno de los cuales tiene una pareja
para fijar nitrégeno. Sin embargo, otras asociaciones, menos formales, llamadas
simbiosis asociativas son comunes entre ciertas gramineas y bacterias. Por
ejemplo, las gramineas tropicales, Paspalum y Digitaria se asocian con las
bacterias Azotobacter paspali y Azospirillum brasilense respectivamente. Con
Paspalum, la bacteria fijadora de nitrégeno vive afuera del tejido de la planta en
una vaina mucilaginosa alrededor de la raiz. La asociacion Digitaria-Azospirillum
envuelve la invasion de la raiz pero no los nédulos. Una asociacion formal es la
que ejercen Gluconobacter diazotrophicus y Herbaspirillum sp. con la cafia de
azucar, quienes satisfacen completamente los requerimientos de nitrégeno fijado
para el crecimiento de las plantas. De forma similar, la asociacion Azoarcus
spp.con la graminea Kallar y posiblemente con arroz también indican una

significancia agrondmica y un potencial econémico (Newton y Fisher, 2002).

2.3.3 Bacterias de vida libre

La mayoria de las bacterias que fijan nitrdgeno no estdn asociadas con las
plantas. Ellas viven libres en el suelo y fijan nitrégeno para su propio beneficio y
requerimientos metabdlicos, y durante su desarrollo o en el momento de su
muerte, este nitrégeno puede ser aprovechado por las plantas. (Newton y Fisher,
2002).



Las bacterias mé&s ampliamente estudiadas de vida libre son Azotobacter
vinelandii (aerobio obligado), Klebsiella pneumoniae (anaerobio facultativo),
Clostridium pasteurianum (anaerobio obligado), Rhodobacter capsulatus (bacteria
fotosintética) y varias especies de Anabaena y Nostoc (cianobacterias formadoras
de heteroquistes). La FBN que hacen estos organismos llega a ser generalmente
disponible para el ecosistema circundante cuando la bacteria muere (Newton y
Fisher, 2002).

2.4 La nitrogenasa

La actividad nitrogenasa es central para el mantenimiento del ciclo del nitrégeno
en la tierra. En un planeta con una atmésfera llena de N, (aproximadamente 78%)
es de esperarse que este elemento se encuentre disponible para el metabolismo
de los seres vivos, sin embargo, el nitrégeno fijado frecuentemente es el elemento
limitante para el crecimiento de microorganismos, plantas y animales. Los fijadores
de nitr6geno estan en dependencia de su capacidad para producir ATP o de la
fotosintesis de las plantas verdes para obtener la gran cantidad de energia que es

requerida para reducir el nitrégeno molecular. (Burris, 1991).
2.4.1 Nomenclatura

La nitrogenasa es un sistema enzimatico constituido por 2 proteinas diferentes. La
dinitrogenasa (también referida como MoFe o proteina 1), es una proteina que
tiene por funcién unir y reducir el nitrégeno (N2) u otros substratos; y la
dinitrogenasa reductasa (también referida como proteina Fe o proteina Il) y tiene
el rol especifico de pasar electrones, uno a la vez a la dinitrogenasa. (Burris,
1991).

10



2.5 Simbiosis leguminosa-rizobio
2.5.1 Las Leguminosas

La habilidad para establecer una simbiosis fijadora de nitrdgeno con rizobios es
estricta de las leguminosas, con una excepcion, el género Parasponia de
Ulmaceae. La familia Leguminosae, comprende tres subfamilias como
Caesalpinioideae, Mimosoideae, y Papilionoideae, cada una de las cuales
contiene géneros aptos para formar nédulos en las raices. En estas 3 subfamilias,

el porcentaje de especies noduladas son diferentes. (Cook et al., 2005).

Las plantas leguminosas son muy diversas en morfologia, habitat y ecologia,
cambiando de anuales articas a arboles tropicales. Debido al gran niamero de
leguminosas que son noduladas por rizobios, la simbiosis con rizobios no es
aparentemente una adaptacion a un nicho ecoldgico especializado, sino que
depende a alguna peculiaridad genética de las leguminosas, una que es tan
compleja que no se tiene reportado hasta la fecha otra planta involucrada del reino
(Cook et al., 2005).

2.5.2 Los rizobios

Con base en las secuencias de genes de 16S rRNA, todos los rizobios son
miembros del phylum Proteobacteria, pero en diferentes clases y ordenes (Wang y
Romero, 2004). La mayor parte de los rizobios son del orden VI, Rhizobiales, de la
clase |, a-proteobacteria (Wang y Romero, 2004). En este orden, los géneros
Rhizobium, Allorhizobium y Sinorhizobium se incluyen en la familia Rhizobiaceae.
Mesorhizobium estd en la familia Phylobacteriaceae. Bradyrhizobium vy
Blastobacter estan en la familia Bradyrhizobiaceae. Azorhizobium y Devosia se
incluyen en la familia Hyphomicrobiaceae. En el mismo orden, también se
encuentran bacterias formadoras de nddulos en Methylobacterium de la familia

Methylobacteriaceae (Wang y Romero, 2004).
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Solo 2 grupos bacterianos en la case Il, B-proteobacteria, incluyen bacterias que
forman nddulos con las leguminosas. Ellas son Burkholderia spp. y Ralstonia

taiwanensis en el orden Burkholderiales (Wang y Romero, 2004).

Aungue estas bacterias tienen muy diversas relaciones filogenéticas al comparar a
los genes 16S rRNA, se encuentra una gran similitud entre las secuencias de sus
genes simbidticos, como nif y nod, indicando que transferencias horizontales de
los genes simbidticos, ocurrieron en la naturaleza entre ellas, como se ha descrito
en especies de Mesorhizobium (Wang y Romero, 2004). Este evento es
importante para la evolucion de los rizobios, porque cada género tiene vecinos no
simbidticos que tienen el potencial de recibir los genes simbioticos desde los
rizobios. Todos estos datos indican que los rizobios y sus vecinos filogenéticos
tenian origenes comunes. Se puede suponer que nuevos linajes de rizobios sigan
emergiendo todavia en la naturaleza debido a la transferencia de los genes
simbidticos y al hecho de que bacterias no simbidticas, relacionadas con rizobios,
pueden convertirse en bacterias formadoras de nodulos eficientes tanto en

condiciones de laboratorio como de campo (Wang y Romero, 2004).

2.5.2.1 Rhizobium sp
2.5.2.1.1 Descripcién microscopica y macroscoépica

Bacilos de 0.5-1.0 X 1.2-3.0 um. No esporoformados. Gram negativo. Mévil por
flagelos peritricos. Las fimbrias, que son pelos cortos que utilizan las bacterias
para adherirse a las superficies y en algunas ocasiones para transferencia de
material genético han sido descritas en algunas cepas. La colonias son
generalmente blancas o beige, circulares convexas, semistraslicidas u opacas, a
veces mucoides, usualmente de 2 a 4 mm de diametro con incubacion de 3-5 dias

en medio LMA (levadura-manitol-sales-agar) (Kuykendall et al., 2005).
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El crecimiento en un medio de carbohidratos es usualmente acompafado por
abundante cantidad de exopolisacaridos extracelulares, y la turbidez por
crecimiento se desarrolla de 2 a 3 dias en caldo aireado o agitado en matraces
convencionales (Kuykendall et al., 2005).

2.5.2.1.2 Metabolismo

Aerobios, poseen un metabolismo respiratorio con oxigeno como aceptor terminal
de electrones. Su temperatura Optima de crecimiento esta entre 25 y 30° C;
algunas especies pueden crecer a temperaturas de hasta 40° C. El pH optimo de
crecimiento estd entre 6.0 y 7.0. Sin embargo, pueden llegar a crecer en entre
valores de 4.0 a 10.0. El tiempo de generacion de las cepas de Rhizobium esta
entre 1.5-5.0 horas (Kuykendall et al., 2005).

Rhizobium sp. y Sinorhizobium sp. son quimiorganoheterotrofos, utilizan un amplio
intervalo de carbohidratos y sales de &cidos organicos como Unica fuente de
carbono, sin formacion de CO,. No son capaces de metabolizar la celulosa y el
almiddn. Las sales de amonio, de nitrato y la mayoria de los amino&cidos pueden
servir como fuente de nitrégeno. Algunas cepas requieren factores de crecimiento
como biotina, pantotenato, o acido nicotinico. La peptona es pobremente utilizada
mientras que la caseina, el almidén, la quitina y el agar no son hidrolizadas
(Kuykendall et al., 2005).

Los principales mecanismos para el catabolismo de la glucosa son la via de
Entner-Doudoroff y el ciclo de las pentosas fosfato. Es poco probable que la via de
Embden-Meyerhof-Parnas opere en Rhizobium sp., debido a que la actividad de
las enzimas fructosa-1,6 difosfato aldolasa y 6 fosfofructoquinasa son bajas
(Kuykendall et al., 2005).
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2.5.2.1.3 Genética

El primer mapa del genoma de R. leguminosarum fue construido por Beringer y
Hopwood en 1976. El genoma de Sinorhizobium meliloti también ha sido estudiado
(Kuykendall et al., 2005), donde estas 2 especies tienen un arreglo similar en su
cromosoma. S. meliloti tiene un cromosoma de 3.7 X 10° pb y su secuencia ya ha
sido reportada (Kuykendall et al., 2005).

Algunos miembros del Rhizobiaceae y Phyllobacteriaceae se caracterizan por su
habilidad de incorporar elementos génicos funcionales como plasmidos o islas
simbidticas las cuales permiten establecer una relacion de tipo patdgena, o
simbidtica para fijar nitrégeno en las plantas.

Las células de Rhizobium sp. contienen hasta 10 plasmidos que van en tamafio
desde 100 kb hasta mas de 1000 kb. En algunas ocasiones, la longitud
aproximada de la combinacion de plasmidos y megaplasmidos puede significar
mas del 50% del genoma de Rhizobium sp. Tanto los genes nod como los nif,
implicados en simbiosis y fijacién del nitrégeno respectivamente, han sido siempre
hallados juntos en uno o mas plasmidos de Rhizobium sp llamados pSym. Los
genes que controlan la nodulacion estan regulados en varios operones regulados
coordinadamente. Por ejemplo, el operon nodABC estd presente en todas las
cepas simbidticas con leguminosas y puede complementar cepas en diferentes
géneros. Para R. etli nodA estd separado de nodBC, y para Mesorhizobium loti,
nodB es independiente de nodAC (Kuykendall et al., 2005).

Otros podrian presentar en diferentes especies como variantes alélicas, tales
como nodEF, y estos son especificos del hospedero y por ello no son
intercambiables. Los plasmidos pSym no son esenciales para la supervivencia de
las cepas de Rhizobium en el suelo. Las bacterias del suelo no nodulantes
identificadas como especies de Rhizobium han sido aisladas y pueden llegar a
formar nodulos después de una transconjugacién con especies simbidticas

relacionadas.
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La transferencia de plasmidos simbidticos entre especies de Rhizobium ha sido
reportada bajo condiciones de laboratorio y ha sido demostrado por comparacion

de secuencias de aislamientos naturales (Kuykendall et al., 2005).

2.5.3 Simbiosis

Con el objeto de iniciar una simbiosis efectiva, los rizobios deben reconocer y
responder a la presencia de la raiz de la planta hospedera. Durante el crecimiento
en la rizosfera de una planta hospedera, los rizobios detectan compuestos tales
como flavonoides y betainas que son secretados por la raiz hospedera para la
induccion de los genes nod. Los genes nod codifican para mas de 25 proteinas
requeridas para la sintesis bacteriana y la exportacion de los factores Nod. Los
factores Nod son sefiales de lipooligosacaridos que consisten de una columna de
quitina que tiene de 4 a 5 unidades de N-acetilglucosamina de largo, con un lipido
atado al extremo no reductor y modificaciones especificas al hospedero en su
principal estructura (Gage, 2004).

Otras respuestas de los rizobios cuando encuentran una raiz hospedera
involucran cambios en la expresion de genes involucrados en la sintesis de
factores Nod. Estos genes permiten ventajas competitivas frente a otros
organismos para el acceso a los sustratos provenientes de la raiz de la planta
hospedera. Estos ayudan a la adherencia a superficies radiculares, y conferir a
sustancias toxicas tales como fitoalexinas secretadas por la raiz (Gage, 2004).

Durante las fases tempranas de la simbiosis, los rizobios deben dirigirse de la
superficie de la raiz al interior del tejido radicular poblando el nédulo incipiente
enmarcado en lo que se denomina tubo de infeccion. La formacién del tubo de
infeccion inicia cuando los rizobios son atrapados entre dos paredes celulares de

los pelos radiculares (Ver figura 2).
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Esto usualmente ocurre cuando un pelo radicular forma un “rizo”, y la bacteria se
une al pelo radicular y es atrapada entre las paredes celulares. La invaginacion de
la pared celular en el rizo, o la degradacion de la pared y la invaginacion de la
membrana celular es seguida por el crecimiento de la punta, resultado de la
invaginacion en la iniciacion del tubo de infeccién que crece hacia abajo, dentro
del pelo radicular y dentro del cuerpo de las células epidérmicas (Gage, 2004).Los
rizobios dentro del tubo de infeccion crecen y se dividen, llenandose de bacterias.
Si el tubo de infeccidn sale de las células epidermales, hay entonces una fusion
con las paredes celulares y las células distales y asi la bacteria entra en el espacio
intercelular entre la célula epidérmica y la capa intercelular. La ramificacion del
tubo como su crecimiento a través de la raiz y la entrada al primordio del ndédulo
incrementa el nimero de sitios a través de los cuales la bacteria puede sacar el
tubo y entrar a las células de los nodulos, asegurando el niumero suficiente de
células del nodulo colonizadas.La bacteria dentro del tubo de infeccion
eventualmente entra y sale a las células del nédulo. Frecuentemente dentro de las
células nodulares, las bacterias continian con la diferenciacion y la sintesis de
proteinas requeridas para la fijacién de nitrogeno y para el mantenimiento de las

relaciones mutualistas (Gage, 2004).

Figura 2. Dindmica de formacién de un nodulo en la raiz en una leguminosa causada por

Rhizobium. (Tomado de Vanderleyden y Pieternel. 1995).
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2.6 Inoculantes rizobianos

Los inoculantes son formulaciones comerciales que contienen rizobios, para ser
aplicados a la semilla o al suelo durante la plantacion. Esta estimado que
aproximadamente 2000 toneladas de inoculante son producidas anualmente en el
mundo, una cantidad suficiente para inocular 20 millones de hectareas de
leguminosas (Rebah et al., 2007). Casi el 50% son producidos en los Estados
Unidos de América. Los inoculantes son generalmente comercializados en
presentacion sélida, en polvo como turba o en formas granuladas, o como

inoculantes liquidos.

Existen otras formulaciones en etapa investigativa como productos concentrados
basados en aceites, cultivos liofilizados, o células de rizobios atrapados en perlas.
Los métodos de inoculacion dependen del tipo de inoculante, los polvos y los
liquidos son generalmente aplicados sobre las semillas, mientras que los

inoculantes granulares son aplicados directamente al suelo (Rebah et al., 2007).
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Los inoculantes sélidos son preparados por la adicion del medio de cultivo
conteniendo una gran poblacion de rizobios, a un soporte en polvo seguido por un
periodo de maduracién para asegurar la multiplicacion o adaptacion de las células.
De este modo, la produccion de una gran cantidad de rizobios en un medio liquido
constituye el primer paso para la produccion de inoculantes en polvo. EI medio de
cultivo estandar incluye manitol como fuente de carbono y extracto de levadura
como fuente de nitrégeno, factores de crecimiento y sales minerales. Pequefias
modificaciones de éste, han sido empleadas para la produccion a escala de
laboratorio, pero este uso es limitado a su escala industrial debido a su alto costo
(Rebah et al., 2007).

2.6.1 Calidad en inoculantes rizobianos

Los inoculantes comerciales han sido usados por mas de un siglo, y ellos han
contribuido al incremento de la productividad de los cultivos. Un buen inoculante
debe ser preparado con una cepa de rizobio seleccionada por la alta eficiencia en
la fijacion bioldgica de nitrégeno y la habilidad competitiva para la nodulacion. La
cepas deben sobrevivir en la formulacion del inoculante manteniendo sus
propiedades durante el almacenamiento, y tolerar factores de estrés tales como la
acidez, la desecacion, las altas temperaturas y los plaguicidas agroquimicos
empleados en los cultivos. El factor mas importante en la calidad de un inoculante
es un alto nimero de rizobios viables (> 2X10° UFC/g) y ninguna o minima
contaminacion por microorganismos o patdgenos para plantas y humanos (Rebah
et al., 2007).
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2.7 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son soluciones nutritivas que se usan en el laboratorio y en

la industria para el cultivo de microorganismos.
2.7.1 Clasificacion de los medios de cultivo segiin su composicion

En microbiologia, se usan dos tipos generales de medio de cultivo: los
quimicamente definidos y los complejos (0 no definidos). Los medios definidos se
preparan afiadiendo cantidades precisas de compuestos organicos e inorganicos
purificados a un volumen de agua destilada. Por tanto, se sabe exactamente la
composicién guimica de un medio definido. Sin embargo, en muchos casos la
composicién exacta de un medio no es importante. A menudo los medio complejos
emplean hidrolizados de caseina, carne, soya, levaduras y otras sustancias
nutritivas. Tales hidrolizados estan disponibles comercialmente en forma de polvo
y pueden ser pesados con facilidad y disueltos en agua destilada para preparar un
medio (Madigan et al., 2002).

2.8Nutricién microbiana

Las bacterias tienen una capacidad enorme para utilizar una amplia gama de
nutrientes que va desde compuestos inorganicos simples a compuestos organicos
mas complejos. Los nutrientes se pueden dividir en 2 clases: esenciales, sin los
cuales la célula no puede crecer, y no esenciales que se utilizan cuando estan
presentes pero no son indispensables. Algunos nutrientes son utilizados soélo
como precursores de macromoléculas celulares y otros sélo como fuente de
energia sin ser incorporados directamente al material celular, mientras que otros

cumplen ambas funciones (Madigan et al., 2002).
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2.8.1 Macronutrientes

El carbono es el mayor constituyente de la célula bacteriana, De acuerdo a la
forma en que lo utilizan tenemos fundamentalmente dos tipos de bacterias, las
autotrofas, que son capaces de sintetizar casi todos sus componentes organicos a
partir de compuestos inorganicos como el CO,; y las heterotrofas, que utilizan

sustancias organicas como fuente de carbono (Madigan et al., 2002).

La glucosa, por ejemplo, es utilizada como fuente de carbono y fuente de energia.
También existen bacterias que pueden usar una variedad de otras sustancias
organicas como fuente parcial o exclusiva de carbono. Entre las bacterias mas
versatiles se encuentra las del género Pseudomonas, muchas de las cuales
pueden utilizar mas de 100 compuestos organicos. Después del carbono el
elemento mas abundante en la célula es el nitrdgeno, representa entre el 12 y el
15% del peso seco, y es el constituyente principal de proteinas y acidos nucleicos.
La mayoria de las bacterias son capaces de utilizar el amonio como fuente de
nitrdgeno, mientras que otras pueden usar los nitratos. La reduccion de nitratos, se
puede lograr por 2 mecanismos diferentes. El primero por reduccién asimiladora,
en la cual es reducido por la via del nitrito, y el segundo por reduccién
desasimiladora, en donde el nitrato sirve como aceptor final de electrones. La
primera esta bastante extendida entre las bacterias mientras que la segunda sélo
es comun en bacterias anaerobias y anaerobias facultativas (Madigan et al.,
2002).

El fésforo es utilizado para la sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos. La
mayoria de las bacterias lo usan en forma inorganica como PO,". Los fosfatos
organicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, pero para ser utilizados
deben ser atacados primero por fosfatasas, enzimas que rompen estos
compuestos liberando fosforo inorganico. Aunque requeridos en cantidades muy
pequefias los micronutrientes son importante, entre los que destacamos el cobalto,

cobre y manganeso (Madigan et al., 2002).
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Los factores de crecimiento también son de vital importancia, ya que son
sustancias que deben ser aportadas preformadas, ya que la bacteria que las
requiere no las puede sintetizar a partir de los nutrientes més simples, por falla o
ausencia de una via metabdlica. Estas sustancias incluyen vitaminas del complejo
B, aminoacidos, purinas y pirimidinas. Las bacterias que no requieren factores de
crecimiento de denominan prototroficas y las que los requieren, auxotroficas para

ese factor (Madigan et al., 2002).

2.8.2 Oxigeno

Las exigencias de oxigeno de una bacteria en particular reflejan en parte el tipo de
metabolismo productor de energia. De acuerdo a su relacién con el oxigeno
tenemos varios grupos como los anaerobios obligados, y dentro de ésta categoria
se encuentran 2 tipos, estrictos y aerotolerantes. Los primeros crecen en ausencia
de oxigeno. Los segundos también crecen sblo en ausencia de oxigeno pero
toleran su presencia. Un segundo grupo son los anaerobios facultativos, los cuales
son capaces de crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno. En una tercera
categoria encontramos a los aerobios obligados, los cuales requieren oxigeno
para su desarrollo. Por ultimo existen los microaerdéfilos, que crecen mejor con
tensiones de oxigeno bajas (3%-5%), las concentraciones elevadas (alrededor de
21%) tienen un efecto inhibidor para estas bacterias (Madigan et al., 2002).

El dibxido de carbono también puede ser suministrado como nutriente. Algunas
bacterias como Neisseria y Brucella tienen varias enzimas con baja afinidad por el
CO; y requieren una concentracibn mas elevada (10%) de la que habitualmente
esta presente en la atmosfera (0.03%). Estos requerimientos atmosféricos deben
ser tenidos en cuenta cuando se realice el cultivo de estas bacterias (Madigan et
al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:
Optimizar el medio de cultivo de las cepas de S. meliloti mediante el estudio del
comportamiento cinético con la finalidad de obtener un inoculante (biomasa) para
Su uso como biofertilizante.

3.2 Objetivos Particulares:
1.- Estudio cinético de cuatro cepas de S. meliloti (A, B, C y D) para
posteriormente seleccionar las 2 mas eficientes (con base en su crecimiento y

velocidad especifica de crecimiento).

2.- Elaboracién de los correspondientes Banco Maestro (BM) y de Trabajo (BT) de

S. meliloti como punto de partida para los ensayos cinéticos.

3.- Optimizacion de las condiciones nutricionales mediante la variacion de la

fuente de carbono.

4.- Establecer el o los sustratos con mayor incidencia sobre el desarrollo de las

cepas de S. meliloti.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cuadro metodologico

* Planificacién del proyecto (tiempos, referencias, materiales, etc).

* ldentificacion y caracterizaciéon macroscopica (forma, tamario, color,
textura) de las cepas de S. meliloti.

* |dentificacion y caracterizacién microscopica (Gram, forma, tamafio)
de las cepas de S. meliloti.

* Elaboracién de Banco Maestro (BM) y Banco de Trabajo (BT).

+ Cinética Control de las 4 cepas de S. meliloti.

 Seleccion de las 2 mejores cepas en base a su crecimiento y su
viabilidad.

» Cinéticas de crecimiento variando la fuente de carbono.

» Cinéticas de crecimiento variando concentraciones de las fuentes de
carbono.

* Analisis de resultados en base a factores como velocidad especifica
de crecimiento, densidad 6ptica y viabilidad.

* Seleccion del mejor medio de cultivo (fuente de carbono y C/N).

- {-C-C-C-C-C-C- (- - 4
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4.2 ldentificacion de las cepas

La identificacion primaria o caracterizacion de las cepas aisladas de S. meliloti se

realizé de la siguiente manera:

421

4.2.2

Caracterizacion de las colonias en medio sélido (Medio PY). Para esto se
utilizé una técnica de sembrado para obtener un aislamiento primario y
distinguir las colonias entre si. A continuacion, las placas se incubaron a
una temperatura de 30° C hasta observar crecimiento en la placa.
(Hernandez y Santillan, 1993).

Tincion de Gram. Inicialmente, se colocdé en un portaobjetos limpio, una
gota de agua destilada. Se tomé con asa estéril una colonia y se realiza una
suspension homogénea en la gota de agua, extendiéndola para formar una
pelicula delgada. Se dej6 secar al aire para posteriormente fijar la
preparacién al calor; para lo cual se pasé el portaobjetos por su parte
posterior sobre la flama del mechero. Ya que se secé la muestra, ésta se
cubrié con cristal violeta durante 1 min. Se dej6é escurrir el colorante y se
lavd con agua. Se cubrié con Lugol durante 1 min y se escurrié sin lavar. Se
decolor6é con alcohol-acetona (de 5 a 15 segundos) y se lavé con agua.
Finalmente, se cubrid la preparacion con safranina por 1 min, se lavd y se
dejé secar al aire. Se observo la muestra en un microscopio marca Zeiss,
modelo Axiostar plus con el objetivo de inmersion (100x). Los Gram (+) se

tinen de azul o purpura y los Gram (-) de rojo (Hernandez y Santillan, 1993).
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4.2.3 Disefio de los medios de cultivo

Los sustratos utilizados como fuente de carbono para la elaboracion de los medios
fueron: manitol (YEM), sacarosa (YES), glucosa (YEG) y fructosa (YEF).

Los demas componentes de la formulacion como la fuente de nitrégeno y las sales
se mantuvieron constantes y lo Unico que se hizo fue variar la fuente de carbono
asi como su concentracion en funcion a la relacién de cantidad de carbono con
respecto a la de nitrégeno (relacion C/N). En la tabla 1 se presenta el medio de
cultivo original con respecto a los medios disefiados asi como las variaciones en

concentracion de acuerdo a su relacion C/N.

Los niveles de variacion de pH y temperatura se establecieron en funcion del
rango reportado para el crecimiento del Rhizobium sp (Kuykendall et al., 2005). La
velocidad de agitacion se tom6 con base en las fermentaciones a nivel matraz
para esta bacteria que es de 200 rpm, dado que Deppler y Perlman, (1979)
sugiere que una fermentacién a nivel matraz con una agitacion mecénica, sea

realizada a velocidad proxima de 220 rpm.

Tabla 1. Comparacion medio de cultivo original con respecto a los disefiados

Componente C/IN50 C/N73 C/N 100

Minimo Control Maximo

(g/L) (g/L) (g/L)

Sales 0.8 0.8 0.8

Extracto de Levadura 0.5 0.5 0.5
y como fuente de carbono cualquiera de las siguientes:

Manitol 6.30 10.0 12.6

Sacarosa 5.90 9.38 11.9

Glucosa 6.20 9.75 12.5

Fructosa 6.20 9.75 12.5
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4.3Cinética Control y Seleccién de Cepas

Se llevo a cabo una cinética de crecimiento como “control” con las 4 cepas (A, B,
C y D) proporcionadas por Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V. en compaiiia del
Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM y provenientes del banco de trabajo
(BT) previamente elaborado. Esta cinética fue realizada por duplicado en matraz
Erlenmeyer de 500 mL utilizando, 100 mL del medio de cultivo control (YEM),
manteniendo el pH inicial cercano a la neutralidad, la temperatura en un intervalo
de 28 a 32° C y la agitacion a 200 rpm. Para el experimento se utilizé una
incubadora con agitaciéon marca New Brunswick Scientific Classic Series modelo
C25. EI crecimiento celular fue medido mediante absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro Genesys 5 Thermoline. Una vez terminada la cinética control,
dentro de las 4 cepas se seleccionaron 2 las cuales cumplieran con requisitos
como aquellas que tuvieran la mayor cantidad de biomasa para el inoculante y que
tuvieran alta viabilidad; para lo cual se evaluaron parametros como concentracion
celular, velocidad especifica de crecimiento y viabilidad (conteo de UFC). En esta
fase también se decidi6 que fuentes de carbono utilizar para los ensayos

proximos, en funcién de la disponibilidad en el laboratorio y del costo de éstos.

4.4 Cinéticas de Crecimiento

Se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento en matraces Erlenmeyer de 500 mL
conteniendo 100 mL de medio de cultivo manteniendo constantes todos los
nutrientes, excepto el nutriente en variacion (fuente de carbono).

El medio de cultivo se inocul6 siempre con un 4% respecto al volumen total del
medio, segun preparacion de inoculo en la cinética control. Las concentraciones
del nutriente en variacion fueron las marcadas como maximo, control y minimo
como se establecio en la tabla 1. Se mantuvieron constantes la temperatura en un
intervalo de 28 a 32° C y agitacion de 200 rpm; el pH se ajusté cercano a la
neutralidad. Para el experimento se utilizd6 una incubadora con agitacion marca

New Brunswick Scientific Classic Series modelo C25.
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Estas cinéticas se realizaron por duplicado y se tomaban muestras cada 3 0 4
horas, hasta que el cultivo llegara a fase estacionaria (30 h aproximadamente). El
crecimiento celular fue medido por absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro

marca Thermoline modelo Genesys 5.

4.5 Pruebas de Viabilidad (Cuenta en Placa)

Una vez finalizada las cinéticas de crecimiento, se procedio a realizar las pruebas
de viabilidad (cuenta de UFC en placa) en cajas Petri con medio de cultivo PY
(Tabla 2). Para esta prueba se almacenaron en tubos de fondo cénico de 50 mL,
muestras de los Udltimos puntos o monitoreos finales de las correspondientes

cinéticas. La técnica consistié en lo siguiente:

Se realizaron series de diluciones seriadas en factor de 10 del medio de cultivo
bacteriano en fase estacionaria. De cada una de las diluciones se tomaron 100 L
y se distribuyeron sobre la placa de agar PY con ayuda de una varilla de vidrio

estéril en forma de triangulo.

Se mantuvo la placa sin mover hasta que el in6culo fue absorbido por el agar; se
invirtieron las placas y se incubaron a 30° C por 24-36 horas o hasta que el
crecimiento fue apreciable. Se hizo un conteo del nimero de colonias que
aparecieron y se multiplicé el resultado por el inverso de la dilucién, para

finalmente reportar el resultado como UFC/mL (Hernandez y Santillan, 1993).

La descripcion del medio PY se encuentra en la siguiente tabla:

Tabla 2. Composicién medio PY. Reportado por Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V.

Componente g/L
CaCl, 0.72

Extracto de Levadura 3.0

Peptona de Caseina 5.0
Agar 15
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4.6 Curva estandar peso seco

Se trabajo con tubos Eppendorf previamente pesados y puestos a peso constante
en una estufa a 90° C, esto con el fin de eliminar toda la humedad. Se dejaron los
tubos dentro de la estufa durante 12 horas y se pesaron los mismos. Para cada
muestra se tomo6 un volumen de 1.5 mL en cada tubo (10 en total por la escala de
D.O. que se considera de 0.1 a 1.0), se centrifug6 y se desechd el sobrenadante;
esto con la finalidad de concentrar el pellet celular.

Se repitié esta misma operacién hasta completar un volumen aproximado de 6.0
mL y se percibié claramente un aumento en el paquete celular. Finalmente, se
dejaron secar los tubos con la biomasa en la estufa durante un dia y se efectué la
resta del peso del tubo con biomasa menos el tubo vacio y se dividié entre el
volumen utilizado para obtener el peso de la biomasa en g/L. La curva estandar se
presenta en la figura 3.

y =0.5126x + 0.0728
R?=0.9184

Biomasa (g/L)
© o o o o o©
N w H [0} (o)) ~

o
[unY

o
o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
D.O. exp

Figura 3. Curva estandar peso seco ensayo cepa A.
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Como se mencion6 anteriormente, el peso seco (contenido de solidos) de las
células bacterianas que se encuentran en una suspension se obtiene por el
secado de un volumen en una estufa a 100°C aproximadamente hasta peso
constante. Se considera que esta técnica es Util para grandes voliumenes de
muestra, debido a que diferencias hasta del orden de los miligramos representan

el peso de un gran nimero de bacterias.

La desventaja de este método es que componentes volatiles de la célula pueden
perderse por el secado y puede existir degradacion. También la muestra seca
puede recobrar humedad durante el pesado, principalmente si el ambiente tiene
una humedad relativa alta. Estos ensayos se hicieron por duplicado y
exclusivamente para la cepa A como prueba, sin embargo por llevar a cabo otros
ensayos no se realizé para la cepa B, pero se piensa que los resultados podrian

ser similares.

Como podemos apreciar en las curvas estandar de peso seco, existe una relacion
directamente proporcional entre la absorbancia y el peso seco, sin embargo ésto
sélo se aplica para suspensiones diluidas de bacterias como en este caso. Se
recomienda que estas suspensiones tengan una absorbancia mayor a 0.6, ya que
valores mayores producen desviaciones de la ley de Lambert-Beer.
Desafortunadamente, el inconveniente de utilizar suspensiones diluidas puede
involucrar un mayor error de pipeteo y menor sensibilidad por el bajo nivel de
absorcion, como lo podemos ver en las graficas ya que la tendencia que se
esperaria en algunos puntos no es la correcta ademas de el bajo valor del
coeficiente de correlacion obtenido de la ecuacidon de la curva. A pesar de este
valor de linea de tendencia, los datos de las pendientes considerados como
factores de conversidén de las ecuaciones, se encuentran dentro del rango para

aceptarse como eficiente; ya que el factor de conversién oscila entre 0.3-0.5.
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4.7 Banco de Trabajo

Partiendo de las cepas en caja Petri, se realiz6 un crecimiento de todas en
matraces Fernbatch de 2 L con 400 mL de medio YEM bajo las siguientes
condiciones: 28-32° C, 200 rpm y pH cercano a la neutralidad. Se detuvo su
crecimiento ya que habian alcanzado la fase exponencial (aproximadamente 12 h
de cultivo con una D.O. de 0.5-1.0), y se dividio la biomasa en tubos de plastico de
200 mL; se centrifug6 a 10,000 rpm (Beckman modelo J2-MV) por 15 min a 18° C.
Una vez finalizada la centrifugacion, se elimind el sobrenadante y se resuspendio
el paquete celular en el tubo, hasta 20 mL, con medio nuevo YEM con glicerol al
50%. Finalmente, se llenaron 25 crioviales por cada cepa y se almacenaron en el

ultracongelador a -70° C.

4.8 Cultivo de S. meliloti Cy D en biorreactores de 12 L.

El equipo utilizado fue un biorreactor New Brunswick Scientific con capacidad de
14 L (volumen nominal), equipado con electrodos de pH y oxigeno disuelto, y
agitado mediante 3 turbinas o impulsores Rushton (D/T= 1/3). Los experimentos
se llevaron en un cultivo para la cepa C y otro para la cepa D en 10 L de medio de
cultivo YEM, el cual se prepar6 en el biorreactor y se esterilizd a 120° C por 25

min.

El suministro de oxigeno se hizo mediante aire estéril (filtro Sartorius 0.22 uym). Se
fij6 una aireacion de 1.0 vwvm manteniendo la tension de oxigeno disuelto superior
al 90 %. El pH se mantuvo cercano a la neutralidad controlandolo con soluciones
de hidréxido de sodio (3 M) y acido fosforico (1:1 v/v). La temperatura se mantuvo

en 30 £ 0.5 °C, y la agitaciéon a 200 rpm (Hernandez y Santillan, 1993).

30



El in6culo se preparé en 4 matraces tipo Fernbatch de 2 L con 500 mL de cada
uno, conteniendo las 4 cepas correspondientes (A, B, Cy D) a 30° Cy 200 rpm,;
esto con la finalidad de seleccionar las 2 cepas con mayor densidad Optica para la

produccion, que fueron la cepa C y cepa D.

Se observaron también los datos de los parametros obtenidos a partir del
controlador para los reactores como lo son temperatura (° C), oxigeno disuelto
(%), agitacion (rpm), y pH. La tomas de lectura y muestra asi como las
determinaciones de D. O. y pH fueron cada 2 h. Finalmente, una vez alcanzados
los cultivos la fase estacionaria se procedié con el envasado en condiciones
estériles en recipientes de plastico en presentaciones de 4.0 y 1.0 L. Los
recipientes se dejaron reposar y se almacenaron a temperatura ambiente para
posteriores analisis en invernadero y campo de cultivo. El proceso del cultivo tuvo
una duraciéon de 22 h para la cepa C y de 18 h para la D. Tiempo después se
comprobo la viabilidad celular de las ultimas muestras de los reactores mediante la

técnica de conteo en placa.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion y pureza de las cepas

Como se menciondé en la metodologia, a las cepas recibidas por parte de la
empresa se les practicaron las pruebas de caracterizacion macroscopica (forma,

tamafio, color y textura) y microscopicas (Gram, forma).

En cuanto a la morfologia colonial, los resultados obtenidos concuerdan con la
descripcion de Kuykendall et al. (2005), ya que las colonias de las 4 cepas de S.
meliloti (A, B, C y D) resultaron ser de color blanco o beige, de forma circular
convexa, semistraslicidas u opacas, de textura mucoide y gomosa, y de tamafio
variable dependiendo del nimero de dias de incubacién; ya sea colonias chicas,
con un didmetro de 1 a 2 mm con menos de 48 h de incubacion y colonias
grandes, usualmente de 2 a 4 mm de diametro dentro de 3 a 5 dias de incubacion
en medio con levadura, manitol, sales y agar a 30° C.

Por otra parte, en la observacion microscopica, se pudo observar gue son bacilos
pequefios Gram negativos y de acuerdo a Kuykendall et al. (2005), su tamafo
puede ser de 0.5-1.0 X 1.2-3.0 pm.

La morfologia colonial y las observaciones microscoépicas de las 4 cepas de S.
meliloti se pueden observar en las figuras 4 a 7.
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Figura 4. Morfologia Macroscopica y Microscopica S. meliloti A.
A) Observacion macroscoépica S. meliloti A en caja. B) Colonias tipicas S. meliloti A

C) Observacion microscépica 100X S. meliloti A.

Figura 5. Morfologia MacroscoOpica y MicroscoOpica S. meliloti B.

A) Observacion macroscoépica S. meliloti B en caja. B) Colonias tipicas S. meliloti B.

C) Observacién microscopica 100X S. meliloti B.
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Figura 6. Morfologia Macroscopica y Microscopica S. meliloti C.
A) Observacion macroscopica S. meliloti C en caja. B) Colonias tipicas S. meliloti C.

C) Observacion microscépica 100X S. meliloti C.

Figura 7. Morfologia Macroscdpica y Microscopica S. meliloti D.

A) Observacién macroscépica S. meliloti D en caja. B) Colonias tipicas S. meliloti D.

C) Observacion microscépica 100X S. meliloti D.
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5.2 Cinética Control (Banco Original)

Lo que se pretendid en este primer ensayo denominado como “control” fue
analizar el comportamiento cinético de crecimiento de las 4 cepas de S. meliloti
en el medio inicial (YEM) propiedad de la Empresa Biofabrica Siglo XXI S.A. de
C.V. Como se observa en la figura 8, existe una diferencia de crecimiento entre las
cepas A y B con respecto a C y D, dando densidades Opticas maximas de
aproximadamente 1.4 u.a. para las primeras 2 cepas, mientras que para Cy D
alcanzaron una lectura de 1.0 u.a. Analizando las curvas de crecimiento, el tiempo
gue constituye la fase lag de la cepa B (cerca de 4 h) es menor en comparacion
con los tiempos de las cepas restantes (cerca de 8 h); lo que nos habla de una

adaptacién mas rapida al medio por parte de la cepa B.

Se determinan similitudes en el tiempo de crecimiento entre las cepas A y B,
llegan al maximo de crecimiento a las 16 h aproximadamente, al igual que para las
cepas C y D lo que nos permitiria proponer algun tipo de similitud fisiolégica y
cinética. Lo siguiente se suma a los datos de la tabla 3, donde se presenta la
comparacion de los valores de las velocidades especificas de crecimiento (W) y de
viabilidad de las distintas cepas de S. meliloti. Se comprobé que las cepas Ay B
crecieron mas rapido que C y D; siendo B la que arrojo los valores mas altos, y A
valores ligeramente superiores con respecto a C y D. Este hecho se puede
corroborar con el recuento de colonias al final del cultivo, ya que Ay B obtuvieron
mayor cantidad de UFC, lo que nos habla que Ila velocidad especifica de
crecimiento en este caso, es directamente proporcional a la viabilidad al final de la

fermentacion.
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Figura 8. Comparacidn cinética control (banco original) de las 4 cepas de S. meliloti. El ensayo se
realizé por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar es menor a +/-
0.05

Tabla 3. Comparacién velocidad especifica de crecimiento y viabilidad entre las cepas de
S.meliloti.

UFC /mL Productividad(UFC*mL/h)
A 0.18 6.6X10° 2.3X108
B 0.23 7.2X10° 2.6X108
C 0.17 6.3X10° 2.2X108
D 0.14 6.1X10° 2.1X108

Adicionalmente, se llevd a cabo un cultivo para verificar el crecimiento de las
cepas Ay B a partir de una colonia aislada proveniente de la caja bajo las mismas
condiciones. Esta cinética tuvo como objetivo comparar el comportamiento cinético
de las células que provenian de la criopreservacion con respecto a las que venian
directamente de caja y comprobar si la criopreservacion es buen método para el
almacenamiento de las cepas de S. meliloti (figura 9) o si fuera recomendable
almacenar las células a otro tipo de condiciones; todo con la finalidad de evitar un

decremento en la viabilidad para futuras inoculaciones.
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Figura 9. Comparacion cinética de las cajas de cultivo de S. meliloti A y B (banco original). El
ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacién estandar es
menor a +/- 0.05

Los valores de velocidad especifica de crecimiento (h™) y los de viabilidad
(UFC/mL) respectivamente son 0.16 h* y 2.5 X 10° UFC/mL para la cepa Ay 0.21
hy 5.0 X10° UFC/mL para la cepa B. Ahora bien, si comparamos las figuras 8 y
9 (cinética control y cinética de caja), observamos que los valores de caja, tanto de
densidad 6ptica como el de la velocidad especifica de crecimiento son ligeramente
menores a pesar de que los de viabilidad se mantienen similares entre si. Las
concentraciones de biomasa alcanzadas en los cultivos de banco fueron
aproximadamente 50% mayores a las de caja. Lo siguiente lo podemos apreciar
en la tabla 4.
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Tabla 4. Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento (u) y densidad 6ptica (600 nm)
para las cepas A, B, C y D de S. meliloti de cultivos en caja y banco. Los datos de biomasa se

presentan normalizados con respecto a los cultivos de caja.

u(h™ Densidad 6ptica (600 nm)
(24 h)
Cepa Cultivo de | Criopreservacion | Cultivo de | Criopreservacion
caja caja
A 0.16 £ 0.01 0.18£0.01 1+0.10 1.5+0.10
B 0.21 +£0.02 0.23+0.01 1+0.01 1.45+0.10
C ND 0.17+0.01 ND 1.11 £0.10
D ND 0.14 £ 0.01 ND 1.16 £ 0.10

De acuerdo a los resultados anteriores se propone que la construccion de bancos
maestros y de trabajo bajo las condiciones criopreservacion es recomendable
para las cepas de S. meliloti. Este aspecto es muy importante ya que los cultivos
para las bacterias fijadoras de nitrégeno, asi como para otros cultivos microbianos
son extremadamente vulnerables a las malas condiciones de almacenamiento y a
los cambios bruscos de temperatura (Snell, 1984). Mantener a las bacterias en
estado viable y sin modificaciones en sus caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas
y genéticas es uno de los problemas que tanto los investigadores como los
productores de inoculantes enfrentan; y que ademas es poco estudiado y aun
menos divulgado (Plazas, 2007).

Considerando entonces los métodos mas adecuados para la conservacion de los
microorganismos, Yy en especifico de S. meliloti, se encuentra el almacenamiento
en nitrégeno liquido, que seria el mejor; sin embargo, debido a la posibilidad de
interrupciéon en la disponibilidad de nitrégeno siempre debe mantenerse una
coleccion en duplicado conservada por otro método. En general, las grandes
colecciones de cultivos conservan las cepas mediante dos o mas procedimientos y
esto es lo mas recomendable, no importa cual sea el tamafio del cepario (Monroy
y Meza, 2002).
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También es necesario mantener una coleccion secundaria para los trabajos de
rutina (investigacion, produccion de inoculantes, etc) de esta forma el Banco
Maestro queda protegida del riesgo de contaminacion o pérdida y sirve como
altima fuente y referencia. (Snell, 1984).

La liofilizacion es también una alternativa cuando el uso del nitrdgeno no es
posible. Sin embargo, debido al costo del equipo necesario, generalmente no es
accesible para quien trabaja con colecciones pequefias. La opcidon para un
determinado método debe considerar el nimero de cultivos a ser conservados, la
frecuencia de uso de cultivos y el tiempo de conservacion requerido ademas del
clima, equipamiento, espacio fisico, mano de obra experimentada y otras
facilidades disponibles. Independientemente de la opcién realizada, el método
seleccionado debe ser evaluado peridodicamente para garantizar su eficiencia. Esa
evaluacion deberia incluir si se puede, ademas de la observacion periddica de las
caracteristicas de la cepa, una prueba de infeccion en la planta. (Freire y Sato,
1999).
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5.3 Variacion fuente de carbono cepas Ay B (Banco Original)

En las figuras 10 y 11 se presentan las cinéticas de crecimiento para las cepas Ay
B, cuando bajo la misma relaciéon C/N 73 (control), cuando se evaluaron cuatro
fuentes de carbono (manitol, sacarosa, glucosa y fructosa). Los resultados en
estas pruebas muestran ampliamente la preferencia de las cepas por el manitol.
En segundo lugar se encontré la sacarosa, obteniéndose una biomasa de menos
de la mitad a diferencia de lo que se obtuvo con el manitol; pero en lo que
respecta a glucosa el crecimiento fue aun menor y en fructosa finalmente no se
observo crecimiento. Los valores de las velocidades especificas de crecimiento asi
como el recuento de colonias para las cepas A y B se presentan en las tablas 5y

6 respectivamente.
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Figura 10. Comparacion cinética de la variacion de la fuente de carbono para la cepa A. El ensayo
se realizé por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacidn estandar es menor a +/-
0.05

40



Tabla 5. Comparacién velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de la cepa A variando la
fuente de carbono.

Fuente de carbono p (h-1) UFC/mL Productividad

( UFC*mL/h)

Manitol 0.18 4.6X10° 1.6X10’
Sacarosa 0.15 2.2X10% 7.8X10°
Glucosa 0 2.3X10° 8.2X10°
Fructosa 0 1.7X10° 6.0X10°
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Figura 11. Comparacion cinética de la variacion de la fuente de carbono para la cepa B. El ensayo
se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm En todos los casos la desviacion estandar es menor a +/-
0.05
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Tabla 6. Comparacion velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de la cepa B variando la

fuente de carbono.

Fuente de C u(h™) UFC/mL Productividad
(UFC*mL/h)
Manitol 0.22 3.0X108 1.0X10’
Sacarosa 0.1 2.5X108 5.2X10°
Glucosa 0 1.2X10° 2500
Fructosa 0 1.0X10° 2083

De acuerdo a su clasificacion metabolica, S. meliloti, es considerado una bacteria
de crecimiento rapido y los rizobios de crecimiento rapido utilizan una mayor
variedad de fuentes carbonadas, siendo el manitol y la sacarosa los sustratos
preferidos; como lo observamos en las figuras anteriores. Por otro lado el glicerol y
las pentosas (L-arabinosa, xilosa, ribosa) son preferidos por las rizobios de
crecimiento lento (Graham, 1975), es también en parte por este aspecto que se
seleccionaron los sustratos correspondientes para los ensayos, ademas de su facil

disponibilidad en el laboratorio y su bajo costo.

Ahora bien, no se sabe con certeza el metabolismo de consumo de fuente de
carbono de este tipo de bacterias, sin embargo se han hecho estudios y
propuestas en lo que respecta al catabolismo de glucosa, fructosa, sacarosa,
gluconato y arabinosa en diferentes especies de bacterias fijadoras de nitrégeno
(Arias et al, 1982), y se demuestra en extractos acelulares la presencia de
enzimas de las vias Entner-Doudoroff (ED), de pentosa fosfato (PF), y del ciclo de
los acidos tricarboxilicos (CAT) precisamente en este tipo de bacterias de
crecimiento rapido; mientras que enzimas de ED y CAT en bacterias de

crecimiento lento (Frioni, 1999).
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Los resultados presentados en las figuras 10 y 11 donde el manitol es la fuente de
carbono preferida por S. meliloti, no concuerda con los resultados de Ferry et al
(1959), quién reportd que el crecimiento con glucosa es mejor para las cepas de
S. meliloti. De cualquier forma, a pesar de las diferencias en las cepas y el tiempo
en que se dejo el cultivo crecer, los resultados para ambos medios utilizados no
son comparables por el simple hecho de tener ciertas diferencias marcadas,
principalmente la fuente de nitrégeno, ya que la fuente que se utilizé fue extracto

de levadura y en los ensayos de Ferry et al (1959) se empled sulfato de amonio.

5.4 Generacion de un nuevo banco de trabajo

Este banco de trabajo nuevo se realiz6 debido a algunos problemas que se
presentaron durante los ensayos cinéticos de crecimiento con el banco original, ya
que las densidades Opticas registradas eran bajas por lo cual se tenia la
preocupacion de que la viabilidad de las cepas estuviera decreciendo, o bien la
sospecha que estuvieran contaminadas. Posteriormente se realizaron las
observaciones microscopicas pertinentes a una muestra de cada cepa del banco
original y se comprob6 que efectivamente existia contaminacion en el banco. Se
realiz6 nuevamente una caracterizacion del comportamiento cinético de las cepas
del nuevo banco que se elaboré. Los resultados del crecimiento se muestran en la
figura 12, mientras que los valores de velocidad especifica de crecimiento y el

recuento de colonias se presentan en la tabla 7.
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Figura 12. Comparacion de la cinética control (Banco Nuevo) de las 4 cepas de S. meliloti. El

ensayo se realizé por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar fue
menor a +/- 0.05.

Tabla 7. Comparacién velocidad especifica de crecimiento y viabilidad entre las cepas de
S. meliloti (hanco nuevo)

u(h™h UFC/mL Productividad
(UFC*mL/h)
A 0.20 2.1 X 10° 7.5X10
B 0.25 1.8 X 10° 6.4X10’
0.22 2.2 X 10° 7.8X10’
D 0.21 1.9 X 10° 6.7X10’

Nuevamente, se hizo una seleccion de las 2 cepas con base en las que obtuvieran
rendimientos de crecimiento mas elevados y que su viabilidad fuera mayor con
respecto a las 2 cepas restantes. Sin embargo, en los resultados de la tabla
anterior, apreciamos que no hay diferencia significativa entre ellos; por lo cual por
decision propia y considerando que ya se habia trabajado con anterioridad con las
cepas Ay B, y en acuerdo con el encargado del proyecto se eligieron las cepas C

y D para continuar con los demas ensayos.
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5.5 Variacion fuente de carbono cepas Cy D (Banco Nuevo)

Como se menciond en el marco tedrico, los rizobios de crecimiento rapido, como
S. meliloti consumen una amplia variedad de azuUcares. Este hecho tiene que ver
en gran medida con los metabolitos proporcionados por la planta hospedera.
También es importante el sistema de transporte y el catabolismo de estas

moléculas.

De acuerdo a Glenn y Dilworth (1981), los rhizobios de crecimiento lento
aparentemente presentan una ausencia de enzimas para consumir y metabolizar
los disacaridos. Esto no sucede asi en las bacterias de crecimiento rapido cuyos
sistemas para consumir este tipo de azucares son dos; el constitutivo presente en
organismos como R. leguminosarum y R. trifolii y el inducible presente en R.
meliloti. Hay evidencia de que al menos existen dos vias para el consumo de
disacaridos en bacterias de crecimiento rapido, la primera que transporta
sacarosa, maltosa y trehalosa, y la otra lactosa (Glenn y Dilworth, 1981).

De acuerdo a Brenner et al, (2005), el género de Rhizobium vy las
alfaproteobacterias como S. meliloti poseen distintas rutas metabdlicas para
consumir los carbohidratos disponibles, como lo son la glicélisis, la via de las
pentosas y el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). Sin embargo, es muy
probable que la via Entner-Doudoroff, (figura 14) sea la ruta principal de consumo

de la fuente de carbono (Brenner et al., 2005)
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Figura 13. Via de Entner-Doudoroff y vias alternas para la formacién de 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato en E. coli. Abreviaturas: KDG, 2-ceto-3-desoxigluconato; KDPG, 2- ceto-3-
desoxi-6-fosfogluconato; GA-3-P, gliceraldehido-3-fosfato; D-Galnt, galacturonato; D-Tgtnt,
tagaturonato; D-Alnt, altronato, D-Mant, manonato; Glcnd,glucurénido; D-Glcnt,
glucuronato. Genes de enzimas: gcd, glucosa deshidrogenasa; idnK, gluconocinasa [; gntK,
gluconocinasa IlI; gnd, gluconato-6-fosfato deshidrogenasa; edd, gluconato-6-fosfato
deshidratasa; eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; kdgK, 2-ceto-3-
desoxigluconato cinasa; idnD, L-idonato-5-deshidrogenasa; idnO, 5-ceto-gluconato
reductasa; uxaA, D-altronato deshidratasa; uxaB, D-altronato oxidorreductasa; uxaC, D-
galacturonato/D-glucuronato isomerasa; uxuA, D-manonato deshidratasa; uxuB, D-
manonato oxidorreductasa; uidA, glucuronidasa. Tomado de Garcia y Ponce, 2003.

Este hecho despierta gran interés, ya que son muy pocas las bacterias que

sustituyen la clasica via de glicdlisis por la via Entner-Doudoroff. Seguramente

este tipo de bacterias carecen de enzimas importantes como fosfofructocinasa-1;

ademas de que los microorganismos que utilizan esta via son en su mayoria

aerobios o aerobios estrictos (como S. meliloti), debido al bajo rendimiento en la

obtencion de energia (ATP) por mol de glucosa (Entner y Doudoroff, 1952).
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En las figura 14 y tabla 8 se muestra el crecimiento con diferentes sustratos y los

datos de velocidad especifica de crecimiento asi como los datos de viabilidad para

la cepa C. Por otro lado, en la figura 15 se presenta la utilizacién de los mismos

sustratos para la cepa D, y los respectivos datos de velocidad especifica de

crecimiento y los de viabilidad en la tabla 9.
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Figura 14. Comparacion cinética de la variacién de la fuente de carbono para la cepa C (Banco
Nuevo). El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacién

estandar fue menor a +/- 0.05.

Tabla 8. Comparacién velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de S. meliloti C variando la

fuente de carbono (banco nuevo).

Fuente de u(h™)
Carbono
Manitol 0.13
Sacarosa 0.08
Glucosa 0.06
Fructosa 0.08

Productividad

' (UFC*mL/h)
1.4 X 10 5.0X10
8.2 X 10° 2.9X10’
6.3 X 10° 2.2X10°
1.8 X 107 6.4X10°
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Figura 15. Comparacion cinética de la variacién de la fuente de carbono para la cepa D (Banco
Nuevo). El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm En todos los casos la desviacion
estandar fue menor a +/- 0.05.

Tabla 9. Comparacion velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de S. meliloti D variando la

fuente de carbono (banco nuevo)

Fuente de u(h™) UFC/mL Productividad
Carbono (UFC*mL/h)
Manitol 0.14 7.0 X 10° 2.5X10°
Sacarosa 0.12 4.4 X 108 1.5X10’
Glucosa 0.10 5.5 X 10° 1.9X10°
Fructosa 0.14 8.3 X 10° 2.9X10°
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5.6 Variacion relacion C/N cepas Cy D (Banco Nuevo)

Los carbohidratos son de las principales biomoléculas estructurales en todos los
organismos vivos. Se sabe que en las células bacterianas, hay 3 mecanismos
dependientes de energia para la toma de azucares; el primero que es muy
utilizado opera mediante el simporte de protones y se utiliza para la toma de
azucares como galactosa, xilosa y lactosa. (Henderson et al, 1992). Un segundo
sistema, el fosfoenolpiruvato: fosfotransferasa (PTS), es encontrado en muchas
bacterias y es el encargado del transporte de glucosa, fructosa, sacarosa, manosa
y algunos polioles como el manitol en muchas Gram negativas como en E. coli; y
por la similitud metabdlica que comparte S. meliloti con E. coli, es muy probable
gue este sistema este presente en Sinorhizobium (Saier et al, 1994). Y por ultimo,
el tipo transportador periplasmico ABC (binding protein-dependent ATP-binding
cassette), que es capaz de transportar un amplio rango de carbohidratos como
monosacaridos (como la arabinosa o ribosa), disacaridos como maltosa y
oligosacaridos (Saier y Reizer., 2000).

Es entonces comuln pensar que como organismo libre utilice una amplia variedad
de azucares como Unicas fuentes de carbono, incluyendo los azlUcares en los
cuales se basaron los ensayos, como sacarosa, glucosa y fructosa; que
justamente son de los principales metabolitos que son transportados a los nédulos

de la raiz para la alimentacion de los bacteroides (Fougeére et al, 1991).

5.6.1 Manitol
Se logr6 demostrar que S. meliloti crece con una amplia variedad de azucares, sin
embargo se observé preferencia por el manitol. Hasta el momento no hay una
respuesta precisa para explicar el hecho del por qué varios tipos de rizobios
crecen bastante bien con este sustrato. Sin embargo, se han hecho estudios del
transporte y metabolismo del manitol. Cabe destacar también que este azlcar es
usado principalmente como fuente de carbono primordial o Unica para las
formulaciones de los medio de cultivos de este tipo de bacterias fijadoras de

nitrégeno.
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Se ha demostrado que los polioles, como el manitol, son sustratos para una
deshidrogenasa inducible que convierte manitol en fructosa o xilulosa, y asi se
favorece la toma y el transporte (Arias et al, 1982); cabe destacar que S.meliloti es
incapaz de consumir la fructosa como Unica fuente de carbono. Por ejemplo, en
los trabajos de Kuykendall y Elkan (1976), evaltan la presencia de este tipo de
enzimas en R. japonicum, encontrando que existe una correlacion directa entre la
aparicion de una NAD dependiente D-manitol deshidrogenasa y su capacidad para
metabolizar este sustrato; cuya concentracion de enzima incrementa hasta siete
veces mediante la presencia de manitol en el medio de cultivo. También se reporta
que la actividad especifica de la deshidrogenasa va aumentando con respecto al
tiempo, encontrandose 4 veces la concentracion después de 5 horas con respecto
a la inicial, y esto explica muy bien y puede ser extrapolado al hecho entonces del
comportamiento cinético superior y las densidades Opticas mas elevadas de las
distintas cepas cuando crecieron con manitol a comparacion de otras fuentes de

carbono suministradas.

Ahora bien, este mismo modelo puede proponerse para S. meliloti y puede ser
mas rapido y especifico tratandose de una bacteria fijadora de nitrégeno de rapido
crecimiento, y esto también se demuestra en el articulo de Kuykendall y Elkan, en
donde la actividad de la deshidrogenasa es 2 o 3 veces mayor en R. meliloti a
comparacion de R. japonicum, ademas de que en ambos microorganismos
aparentemente el manitol es directamente oxidado como un hexitol libre, en vez de
una via de intermediario fosforilado; esto por el hecho de que se analizaron
extractos celulares y se hall6 actividad de la deshidrogenasa con manitol, pero no

asi con D-manitol I-fosfato.

En la figura 16 se muestra el crecimiento de la cepa C con manitol, variando la
relacion C/N y en la figura 17 se muestra el crecimiento de la cepa D también con

manitol bajo la misma variacion de la relacién C/N.
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Figura 16. Variacion de la relacion C/N con manitol como fuente de carbono para la cepa C.
El ensayo se realizé por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacién estandar fue
menor a +/- 0.05.
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Figura 17. Variacion de la relaciéon C/N con manitol como fuente de carbono para la cepa D. El

ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacién estandar fue
menor a +/- 0.05.
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5.6.2 Sacarosa

En el caso de la sacarosa, se sabe que es producto de la fotosintesis de las
plantas y que es la principal fuente de carbono en los nédulos de las raices de las
leguminosas. Este es metabolizado mediante la accion de enzimas como la
sacarosa sintasa y de la via glicolitica, principalmente en el citoplasma de la planta
de la zona infectada del nodulo (Willis and Walker, 1999). Muchos compuestos
carbonados son abundantes en los nédulos de las leguminosas, y es posible que
mas de una fuente de carbono se proporcione apoyando asi a la fijacion de
nitrogeno. Lo que también es probable es que la naturaleza de estos compuestos
cambie con el desarrollo del nodulo y pueden variar entre las especies de
leguminosas. Sin embargo, es generalmente aceptado que los C4-dicarboxilatos
son los principales productos de la degradacion de la sacarosa suministrada a
bacteroides para apoyar la fijacion de nitrogeno en la mayoria de las legumbres.
Esta evidencia proviene de estudios con las plantas y los bacteroides (Udvardi y
Day, 1997).

En base a esta observacion, se puede pensar que es posible que sea necesario el
transporte e hidrdlisis de la sacarosa, o bien inducido durante la simbiosis. Sin
embargo, la probable importancia del metabolismo de este azducar no ha sido
evaluado con certeza aun. No hay evidencia de la presencia de actividad de
fosforilasa para la sacarosa, requerida para el transporte de la sacarosa via
fosfoenolpiruvato fosfotransferasa, en Rhizobium de rapido o lento crecimiento
(Willis and Walker, 1999)

Diversos estudios del metabolismo de disacaridos han demostrado que el
transporte e hidrdlisis de la sacarosa son inducibles en S. meliloti. Los resultados
de algunos estudios sugieren que S. meliloti posee al menos 3 sistemas de toma y

transporte para los disacaridos.
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El primero que transporta sacarosa, maltosa y trehalosa; el segundo el cual se
encarga del transporte de la lactosa; y un tercero que transporta celobiosa (Glenn
y Dilworth, 1981). El transporte de sacarosa en el hilo de infeccibn no ha sido
investigado, sin embargo, es muy probable también que sea el sistema PTS el
cual predomine para el transporte de la sacarosa, ya que ésta es uno de sus
principales sustratos.

En la figura 18 se muestra el crecimiento de la cepa C con sacarosa, variando la
relacion C/N y en la figura 19 se muestra el crecimiento de la cepa D también con

sacarosa bajo la misma variacién de la relacion C/N.

S 200 25 30

In D.O. Prom (600 nm)
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—4—C/N50 —li—C/N73 C/N 100

Figura 18. Variacion de la relacién C/N con sacarosa como fuente de carbono para la cepa C. El

ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacién estandar fue
menor a +/- 0.05.
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Figura 19. Variacion de la relaciéon C/N con sacarosa como fuente de carbono para la cepa D.
El ensayo se realizé por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar fue
menor a +/- 0.05.

5.6.3 Glucosa
Como rizobio de rapido crecimiento con un tiempo de generacion o duplicacion de
menos de 6 horas en un medio complejo, S. meliloti es capaz de convertir la
glucosa en gluconato, de una manera relativamente eficiente y que posteriormente
entra en el metabolismo (ver figura 13) (Fuhrer et al, 2005). Pero de acuerdo a los
resultados obtenidos observamos que el crecimiento de S. meliloti fue muy poco
en todas las relaciones C/N ya que alcanz6 densidades Opticas muy bajas, esto en
medio de cultivo definido lo que pueda estar ocasionando estos bajos

rendimientos.

De acuerdo a Fuhrer et al, (2005) en S. meliloti, se supone que la piruvato
carboxilasa es la reaccion anaplerdtica por analogia a A. tumefaciens. Ambas
vias, pentosas y Entner-Doudoroff fueron reportadas como presentes, y la

glucalisis se informo a estar ausente en ambos rizobios.
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En los dos microorganimos, la via de Entner-Doudoroff es basicamente la via
exclusiva de la degradacién de la glucosa, mientras que los precursores de
pentosa-5-P para la biomasa se generan a través de la oxidacion y el metabolismo

no oxidativo de las ramas de la via de las pentosas.

Estos datos también se correlacionan con los trabajos de Udvardi y Day (1997), en
donde esta reportado que la via de Entner-Doudoroff es la principal via para el
catabolismo de la glucosa de los rizobios; aunque las rutas de Embden-Meyerhof y
pentosa fosfato también operan en Rhizobium sp. Sin embargo, los bacteroides no
pueden utilizar mono o disacaridos con eficacia. Esto es de gran relevancia, ya
que por ejemplo los bacteroides de Bradyrhizobium japonicum, aislados de
nodulos de las raices de soya, no pueden transportar la glucosa y parecen carecer
de una via glucolitica completa. Por otro lado, los bacteroides de Rhizobium
leguminosarum no pueden transportar ni metabolizar hexosas y disacaridos.
Ademas, muchas de las enzimas necesarias inducibles para el metabolismo
carbonado de la cepas de crecimiento rapido de Rhizobium sp. estan ausentes en
los bacteroides aislados de nodulos de frijol, lo que sugiere que la planta no
proporciona estos azucares a los bacteroides. (Udvardi y Day, 1997).

Lo mismo se puede pensar en el caso del crecimiento de S. meliloti con la glucosa
y fructosa; que éstos azucares de la planta no son esenciales para el metabolismo
bacteroide de S. meliloti y la fijacion simbidtica de nitrdgeno. Esto se puede
demostrar también en el trabajo de Udvardi y Day (1997), por el hecho de que los
mutantes de Rhizobium afectados en el consumo de azicar o el metabolismo

siguen conservando la capacidad de reducir el nitrdgeno durante la simbiosis.
En la figura 20 se muestra el crecimiento de la cepa C con glucosa, variando la

relacion C/N y en la figura 21 se muestra el crecimiento de la cepa D también con

glucosa bajo la misma variacion de la relacion C/N.
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Figura 20. Variacion de la relacion C/N con glucosa como fuente de carbono para la cepa C.
El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar fue
menor a +/- 0.05.
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Figura 21. Variacion de la relacion C/N con glucosa como fuente de carbono para la cepa D.
El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar fue
menor a +/- 0.05.
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5.6.4 Fructosa
En el caso de la fructosa, muchas bacterias gran negativas transportan a esta
molécula mediante un sistema especifico PTS con la produccion de fructosa-1-
fosfato, y se presentan varias caracteristicas que no son encontrados en otros
sistemas PTS para otro tipo de azlcares. Principalmente posee su propio fosfato-
transportador (FPr), mientras que los otros sistemas utilizan el transportador HPr
para transferir el fosfato entre la enzima | y la enzima Il especifica para el azlcar.
En contraste, en los géneros de Rhizobium spp. la toma de fructosa no parece ser
dependiente de un sistema PTS, ya que el azucar no es fosforilado durante el

transporte (Lambert et al, 2001).

Ademas, se tiene registrado que bacterias de éste género como Sinorhizobium
meliloti y Rhizobium leguminosarum probablemente carecen de enzimas como la
fructocinasa o la fosfoglucosa isomerasa, por lo cuales son incapaces de crecer en
un medio con fructosa como Unica fuente de carbono; esto indicaria que este

azucar es acumulado en un forma no fosforilada (El Guezzar et al, 1988).

De otra forma, el catabolismo de fructosa ocurriria mediante la fosforilacién de
esta molécula en fructosa-6-fosfato y convertida posteriormente en glucosa-6-
fosfato para después ser metabolizada por la via de Entner Doudoroff. Tal es el
caso de los resultados obtenidos variando fuentes de carbono, ya que con fructosa

no se obtuvo crecimiento.

En la figura 22 se muestra el crecimiento de la cepa C con fructosa, variando la
relacion C/N y en la figura 23 se muestra el crecimiento de la cepa D también con

fructosa bajo la misma variacion de la relacion C/N.
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Figura 22. Variacion de la relacién C/N con fructosa como fuente de carbono para la cepa C.
El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos la desviaciéon estandar fue
menor a +/- 0.05
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Figura 23. Variacion de la relacion C/N con fructosa como fuente de carbono para la cepa D.
El ensayo se realizé por duplicado a 30°Cy 200 rpm. En todos los casos la desviacion estandar fue
menor a +/- 0.05
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5.7 Comparacion de las condiciones de mayor crecimiento para las

cepas CyD

En la figura 24 se presenta una comparacion de las relaciones C/N con las cuales

la cepa C tuvo un crecimiento mas eficiente y en la tabla 10 la comparacion de la

velocidad especifica de crecimiento y su viabilidad.
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Figura 24. Comparacion de las mejores relaciones C/N con respecto a las fuentes de carbono
utilizadas para la cepa C. El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos
la desviacién estandar fue menor a +/- 0.05

Tabla 10. Comparacion velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de las relaciones C/N méas

eficientes para la cepa C.

Fte y C/IN (™ UFC/mL

Manitol C/N73 0.25
Sacarosa C/N50 0.15
Glucosa C/N 50 0.18
Fructosa C/N50 0.13

1 X 10°
6.5 X 10°
2 X 107
7 X 107

3.5X10’
2.3X10’
7.1X10°
2.5X10°

Productividad (UFC*mL/h)
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En la figura 25 se presenta una comparacion de las relaciones C/N con las cuales
la cepa D tuvo un crecimiento mas eficiente y en la tabla 11 la comparacion de la

velocidad especifica de crecimiento y su viabilidad.
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Figura 25. Comparacion de las mejores relaciones C/N con respecto a las fuentes de carbono
utilizadas para la cepa D. El ensayo se realizd por duplicado a 30°C y 200 rpm. En todos los casos
la desviacién estandar fue menor a +/- 0.05

Tabla 11. Comparacion velocidad especifica de crecimiento y viabilidad de las relaciones C/N mas

eficientes para la cepa D

Ftey C/N (™ UFC/mL Productividad (UFC*mL/h)

Manitol C/IN 73  0.12 2 X 10 7.1X10
Sacarosa C/N50 0.16 4 X 108 1.4X10’
GlucosaC/N73 0.18 2 X 10’ 7.1X10°
Fructosa C/N50 0.21 6 X 10’ 2.1X10°

En cuanto a esta parte se refiere, como conclusion podemos decir que tanto para
las cepas C y D la fuente de carbono control (manitol), asi como la concentracion
estandar (C/N 73) resultaron ser las condiciones Optimas de crecimiento de éstas

cepas de acuerdo a los valores obtenidos de viabilidad y productividad.

60



5.8 Cultivo S.meliloti Cy D en biorreactor de 12 L.

Se seleccionaron las condiciones de operacion del fermentador de acuerdo a los
datos registrados en el trabajo de Hernandez y Santillan (1993) En la figura 26 se
muestran los resultados obtenidos del crecimiento de S. meliloti en biorreactor de
12 L; por otro lado los registros de los parametros fisicos y quimicos obtenidos del

controlador del biorreactor se muestran en la figura 27.
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Figura 26. Cinética de crecimiento de S. meliloti C y D en reactor de 12 L. El ensayo se realizé a
30°C, 200 rpm, 1vvm y pH inicial de 7.0
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Figura 27 Pardametros fisicoquimicos obtenidos del controlador durante el cultivo en biorreactor

de S. meliloti Cy D.
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La velocidad especifica de crecimiento para la cepa C es de 0.15 h™ mientras que
para la cepa D es de 0.19 h™*. En cuanto al recuento de colonias se refiere la cepa
C present6 1.7 X 10° UFC/mL y la cepa D 2.2 X 10° UFC/mL.

Al comparar estos resultados del biorreactor frente los de los matraces en las
mejores condiciones, observamos una similitud entre ambos ensayos tanto en la
densidad Optica registrada y en la viabilidad, pero no asi en la velocidad especifica

de crecimiento.

Por ejemplo, en cuanto a la densidad O6ptica se refiere, observamos que los
valores de la cepa C y D cultivados en biorreactor se encuentran muy cercanos a
1.0, mientras que los valores obtenidos en los matraces bajo las mejores
condiciones también observamos una densidad oOptica en un intervalo de 9.0-1.0.
Esto era de esperarse, considerando que la fuente de carbono utilizada en ambos

era la misma, es decir manitol.

Por otro lado, la velocidad especifica de crecimiento de la cepa C en biorreactor es
de 0.15 h, mientras que en el ensayo bajo las mejores condiciones es de 0.25
h™. Para la cepa D en biorreactor corresponde a 0.19 h™ y el valor bajo las
mejores condiciones corresponde a 0.12 h™. Observamos en este sentido un poco
de discrepancia ya que siendo cultivos de diferente naturaleza, (biorreactor y
matraz) el comportamiento y crecimiento de la bacteria es diferente; esperando
que fuera mejor u 6ptimo el crecimiento en biorreactor ya que es un sistema mas
controlado y con una mécanica de funcionamiento distinta a comparacion de un
matraz convencional. Por otro lado cabe destacar que los microrganismos
inoculados provienen de un banco almacenado a una temperatura de -70° C lo
gue pudo haber dafiado la viabilidad y la estructura celular, ocasionando dichos
cambios en el comportamiento cinético dentro del matraz como del biorreactor.

Finalmente, la viabilidad reportada en todos los casos para ambos ensayos, es
muy similar siendo del orden de 10°, con una productividad de 8.5X10" UFC/mL*h
para la cepa C, y de 1.1X10® UFC/mL*h para la cepa D; lo que nos habla de un
buena productividad después de la produccion y del valor maximo comparado con

otros ensayos a nivel matraz.
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5.9 Posible determinacion de PHB (polihidroxibutirato)

Aunque en el presente trabajo no se enfocé en la produccion y cuantificacion de
este polimero, pensamos que es también de gran relevancia el estudio de la
relacion que existe entre la sintesis de éste y la supervivencia de la bacteria.

Como ahora se sabe con certeza, existe transferencia de nutrientes en la
simbiosis planta-bacteria, entre ellos distintas fuentes de carbono. Las bacterias
simbidticas pueden guardar o “secuestrar’ cierta cantidad de éstos compuestos
carbonados y almacenarlos en forma de polimeros como el poli-3-hidroxibutirato
(PHB); y en algunas ocasiones el porcentaje de acumulacién excede el 50% en

peso seco de las células de los Rhizobium (Bergersen y Turner, 1991).

Han sido propuestas diversas ideas en las que este tipo de bacterias podrian
utilizar este polimero, entre ellas se incluyen la respiracion para proteger a la
nitrogenasa de la desactivacion por oxigeno y como alimentacion para crear
bacteroides mas grandes y eficientes para la fijacién del nitrégeno.

Alternativamente, se propone que el PHB puede ser requerido como método de
supervivencia de las mismas células, asi como casos de estrés como por ejemplo
en una etapa de senescencia en donde el alimento escasea, cuando ocurren
cambios de temperatura y osméticos o cuando se rompe esa union de simbiosis y

regresan al suelo (Tavernier et al, 1997.)

Ahora bien, la interrogante u objeto de estudio en un futuro seria en qué momento
0 etapa de crecimiento es que este polimero es formado y como seria la relacion
de consumo de PHB y el grado de supervivencia bacteriana. Si bien no se sabe
con toda certeza como ocurre todo estos fenbmenos en las rhizobacterias, se han

hecho estudios para algunas de ellas, incluyendo S. meliloti.
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Por ejemplo, en los trabajos de Ratcliff et al (2008), se estudi6 la relacion
cuantitativa del consumo del PHB con respecto al porcentaje de supervivencia de
S. meliloti, encontrando como resultado que efectivamente el PHB fue utilizado
para mantener la viabilidad celular ya que se incremento la reproduccion antes de
entrar a la fase estacionaria. Esto sugiere lo que ha habiamos mencionado, que
existe una relacion muy estrecha entre el catabolismo del PHB vy la reproduccion y
mantenimiento de la viabilidad en etapas de estrés, ya sea por falta de alimentos o

por factores fisicos.

Por otro lado, también se discute que bioquimicamente, la acumulacién de PHB
disminuye de cierta manera la capacidad de fijacion de nitrégeno por parte de la
bacteria durante la simbiosis, aspecto que es de gran preocupacion ya que la
finalidad es que se fije la mayor cantidad de nitrégeno para un buen rendimiento
en la planta. Todas estas cuestiones y preguntas tendrian que ser tratadas en los
préximos ensayos en lo que respecta a la viabilidad de estas bacterias fijadoras de

nitrégeno.
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6. CONCLUSIONES

El Banco Maestro (BM) y Banco de Trabajo (BT) conservados en crioviales
a -70° C y con glicerol al 50% fue un método adecuado para la
preservacion de S. meliloti en un periodo corto (6 a 7 meses) con respecto
a la conservacion en caja; la viabilidad y crecimiento no se vieron afectados
significativamente, por lo que se recomienda seguir utilizando los bancos en

futuros ensayos asi como este tipo de conservacion para las rizobacterias.

El medio con manitol (original o control) a una C/N 73, proporcionado por la
empresa, resultd ser el 6ptimo para la produccion y crecimiento de
inoculante, ya que en promedio se alcanzo6 la mayor cantidad de biomasa
cuantificada y se registraron valores de viabilidad del orden de 10° UFC/mL,
con cuna productividad de 7.1X10” UFC/mL*h

La glucosa y fructosa demostraron ser fuentes ineficientes para la
replicacion de la bacteria, al menos como Unicas fuentes de carbono; esto
probablemente se deba a las rutas metabdlicas tomadas por el
microorganismo (Entner Doudoroff) o a la incapacidad de tomar y consumir

dichas fuentes de carbono.

Se puede utilizar como alternativa de fuente de carbono otros azlcares y
polioles como lo son la sacarosa y arabinosa, sorbitol y xilitol, asi como
factores de crecimiento para aumentar y optimizar los rendimientos de

biomasa.
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e Se llevaron a cabo exitosamente los cultivos en los biorreactores de 12 L
gracias a la regulacion de pardmetros como temperatura, pH y oxigeno
disuelto y se encontré que la biomasa obtenida fue muy similar a la de los

cultivos en matraces.

7. Perspectivas

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis de Licenciatura,

las perspectivas de trabajos futuros se orientan en dos direcciones.

En un primer plano estarian los trabajos destinados a complementar los aspectos
de optimizacion del medio de cultivo. En concreto, se podria estudiar la
modificacion de la composicion quimica mediante la utilizacion de mas fuentes de
carbono asi como de nitrogeno. También se podria evaluar el crecimiento
microbiano mediante la adicion de sales y otros cofactores importantes para la
nutricion de este tipo de bacterias. Otro punto que seria interesante complementar,
seria la modificacion de factores fisicos, como la temperatura de crecimiento, la

agitacion y el pH por destacar algunos.

En un segundo plano, seria muy importante evaluar a fondo el papel que juega el
polihidroxibutirato (PHB) y su relacién con el crecimiento y supervivencia de la
bacteria ya que es de vital importancia entender este fenébmeno para poder

eficientar la produccion de estos cultivos.

Finalmente, tras superar los obstaculos anteriores, seria de interés realizar mas
cultivos a nivel biorreactor para posteriormente probar los biofertilizantes en el

campo y comprobar sus efectos benéficos a favor de la agricultura.
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