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1. RESUMEN

Rhizobium etli posee varias caracteristicas de interés para su
investigacion, como su capacidad de fijar nitrégeno en simbiosis con la
planta leguminosa del frijol. Esto permite que se pueda utilizar a R. etli
como un potencial biofertilizante, cuyo uso podria ayudar al cultivo de
dicha planta y, tomando en cuenta el contexto econdmico vy
medioambiental de la actualidad, seria de utilidad.

Biofabrica S.XXI S.A. de C.V. es una empresa que ha apoyado la
investigacion cientifica de los biofertilizantes, desde su desarrollo,
optimizacion y utilizacion en el campo mexicano. Su trabajo va de la
mano con la Universidad Nacional Auténoma de México, por medio de
una exclusividad para la produccién y comercializacién de biofertilizantes
a base de Rhizobium etli y otros microorganismos. Esto ha permitido
que, en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se
desarrollen  proyectos dirigidos hacia el estudio de estos

microorganismos.

En este estudio, se trabajo con dos cepas de R. etli (HP y CIAT) y se
modificd el medio de cultivo, variando la fuente de carbono usando
manitol, glucosa, fructosa y sacarosa; y su concentracién en el mismo,
variando la relacién Carbono/Nitrégeno (g/g) en 37, 74 y 111. Esto se
hizo con el fin de observar qué fuente de carbono y qué relacién C/N
permite obtener rendimientos suficientes en el proceso fermentativo asi
como mantener viables las células durante mas tiempo, para
posteriormente hacer un escalamiento del proceso para una produccion

masiva del inoculante bacteriano.
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Los parametros que se tomaron en cuenta para elegir el mejor
carbohidrato y la mejor relacion C/N para cada cepa, fueron: la
velocidad especifica de crecimiento (u [h™']), la densidad 6ptica maxima
(D.O. Mmax s00 nm [U.a.]) Y la viabilidad (UFC/mL). Se observo que ambas
cepas presentan un mejor crecimiento con glucosa bajo una C/N: 74,
presentando una velocidad especifica de crecimiento de 0.131 h™! para
la cepa HP y de 0.116 h! para la cepa CIAT. La cuenta inicial de
microorganismos fue de 4.9x10® UFC/mL para la cepa HP y de 3.3x10°
UFC/mL para la cepa CIAT. Tras ocho meses de almacenamiento a
temperatura ambiente (24°C), la cepa HP mostré una viabilidad de
4.5x107 UFC/mL y CIAT de 2.8x10® UFC/mL, lo que corresponde a un
mantenimiento de la viabilidad en un 90.8% para la cepa HP y de 91.5%

para la cepa CIAT.
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2. GENERALIDADES
2.1 Fijacion de nitrogeno

El nitrdgeno es un constituyente de suma importancia para los seres
vivos, tanto animales como plantas, presentandose como aminoacidos,
proteinas, acidos nucléicos, vitaminas, entre otros. En la naturaleza el
nitrogeno se puede presentar en forma organica o inorganica, y los
cambios que ocurren para que sea un compuesto de una u otra
naturaleza son reacciones quimicas que siguen un patrén, denominado
ciclo del nitrégeno, que le permiten integrarse en todos los sistemas que
conocemos como minerales solubles en agua, presentes en el suelo
como materia organica o como un gas inerte en la atmédsfera (Rodriguez
et al. 1984).

El nitrgeno molecular (N;) representa casi el 78% del aire que se
encuentra en la biosfera, pero no es asimilable por los vegetales y los
animales. Para que pueda ser asimilado se debe reducir, y los Unicos
seres vivos capaces de realizar ésto son algunos organismos
pertenecientes a los dominios Eucaria y Archaea. Estos microorganismos
tienen un complejo enzimatico llamado nitrogenasa, que transforma el
nitrdgeno gaseoso en amonio por medio de un proceso denominado
fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) (Navarro y Navarro, 2003;

Ingraham e Ingraham, 1998).

Es gracias a las bacterias fijadoras de nitrogeno, entre ellas Rhizobium
etli, que las plantas pueden obtener y asimilar el nitrégeno atmosférico,

pues estos microorganismos tienen la capacidad de captar y transformar




el nitrégeno en compuestos proteicos que estan disponibles para las

plantas.

Anualmente, la cantidad de nitréogeno fijada por los organismos vivos
asciende a 10® toneladas a nivel mundial, de la cual la mayor parte
procede de la simbiosis bioldgica (Madigan et al. 2003). Es mediante este
proceso, que se puede hacer prescindible el uso de abonos o fertilizantes
nitrogenados en los suelos de cultivo, con lo que se pueden reducir
algunos de los problemas de contaminacion ambiental, asi como la
inversiéon econdmica cuantiosa, que termina encareciendo los productos
cosechados (Caballero-Mellado, 2009).

FLJAGION ELECTROQUIMICA
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Figura 1. Representacion general de las etapas del ciclo del nitrégeno. Tomado
de http://quimica.laguia2000.com/conceptos-basicos/ciclo-del-nitrogeno
(07/noviembre/2012).
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En el ciclo del nitrégeno (figura 1), las bacterias fijadoras de nitrogeno
juegan un papel importante en este proceso de recirculacién de
nutrientes, pues es en la parte de fijacion en la que se regresan

nutrientes al suelo que pueden ser utilizados por la planta.

2.1.1 Proceso de la fijacion biologica de nitrégeno

Para que se lleve a cabo la fijacién bioldgica de nitrégeno (FBN), se
requiere que el ciclo de acidos tricarboxilicos (ATC) sea funcional en los
microorganismos fijadores de nitrégeno, para la oxidacion de acidos
organicos. Karr et al. (1984), encontraron una correlacion entre un
incremento en la fijacion de nitrégeno y un incremento en el contenido de
un polimero de reserva, el Poli-B-Hidroxibutirato (PHB). Asi como se ha
encontrado que la energia suministrada en forma de fotosintatos es

esencial para la FBN (Stowers, 1985; Alarcdn y Ferrera-Cerrato, 2000).

Estos microorganismos fijadores de nitrogeno inducen a la formacién de
un nuevo 6rgano en la planta, llamado nédulo, es en esta parte en donde
se lleva a cabo la fijacion bioldgica de nitrégeno, que inicia cuando el
nodulo alcanza su madurez, la cual se puede dar entre 15 y 20 dias
después de la infeccidon (Almaraz et al. 2007). Este proceso es la parte
reguladora del ciclo del nitrogeno, en la que el nitrégeno atmosférico
pasa a una forma combinada, compensando las pérdidas por

desnitrificacion y volatilizacién del amonio (Rodriguez et al. 1984).

La reaccion de formacion del amonio libera mas energia de la que
consume, pero tiene una energia de activacién alta. Esta reaccion se da

en tres pasos y en cada uno se necesita un par de electrones. Se sabe




que las bacterias en simbiosis pueden consumir cerca del 20% del ATP

producido por la planta huésped (Prescott et al. 2002).

Se ha estimado que el costo de este proceso de fijacidn bioldgica es de 6
mg de carbono por cada miligramo de nitrégeno fijado (Almaraz et al.
2007).Exigiendo asi una inversion mayor de carbono para la obtencién de
nitrogeno fijado.

En el nddulo estd una proteina llamada leghemoglobina, que se une al
oxigeno para mantenerlo en concentraciones optimas y que se lleve a
cabo la fijacion del nitrégeno (Ingraham e Ingraham, 1998). Se genera
un ambiente microaerofilico, para que los bacteroides puedan fijar el
nitrdgeno con la enzima nitrogenasa (Tortora et al. 2007), y la planta
posteriormente incorpore el amoniaco a la materia organica en forma de
amina, para ser metabolizada y transformada en otras moléculas que la

planta necesita.

2.1.2 Complejo enzimatico de la nitrogenasa

La nitrogenasa, también llamada dinitrogenasa, constituye el complejo
enzimatico de las bacterias diazétrofas, cuya capacidad es Unica en los
microorganismos procariontes (Lloret y Martinez-Romero, 2005), y que
cataliza la reduccidén de nitrogeno a amoniaco (FBN), con liberacion de

hidrogeno cuya reaccidon se puede expresar como:
N, + 8H" + 8¢~ —— 2NH; + H, Ecuacién 1

En los sistemas simbidticos, esta enzima se encuentra exclusivamente en

el microsimbionte (bacteroide). De manera estricta, es un complejo




enzimatico formado por el componente I, o molibdoferroproteina y el
componente II o ferro-proteina. EI componente I consta de cuatro
subunidades y es el encargado de la reduccién del nitrégeno a amoniaco
y el componente II, que esta formado por dos subunidades, se encarga
de la transferencia al componente I de la energia necesaria para que éste

pueda llevar a cabo aquella reduccion (Navarro y Navarro, 2003).

Para que la reduccidon del nitrégeno se lleve a cabo se necesitan varios
factores; como la presencia de los dos componentes de la enzima,
energia bioldgica en forma de ATP (adenosin trifosfato), iones magnesio,
protones, poder reductor y un ambiente anaerobio (Madigan et al. 2003;
Gartland et al. 2011).

La fijacion de nitrdgeno consume aproximadamente 28 moléculas de ATP
por molécula de nitrégeno reducida, dicha energia proviene de la
fotosintesis que la planta realiza (Rodriguez et al. 1984; Gémez, 2000;
Stowers, 1985). Esto equivale aproximadamente a 2.6 gramos de

carbono por cada gramo de nitréogeno fijado.

2.1.3 Relacion simbiodtica bacteria-leguminosa

Se estima que ambos simbiontes (rizobio y leguminosa) han
coevolucionado hace al menos 70 a 100 millones de afios, desde que las
leguminosas se originaron. Por otra parte, el origen de los genes de la
nodulacidon puede ubicarse después del origen de las leguminosas, y los
diazotrofos existentes de los distintos linajes de rizobios adquirieron su

identidad como diazétrofos simbiontes (Lloret y Martinez-Romero, 2005).
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Debido a la naturaleza de la enzima nitrogenasa, se cree que el origen de
los rizobios y su interaccién simbidtica con las plantas se remonta a 150
millones de anos. Esto se puede explicar inicialmente por la sensibilidad
de la nitrogenasa al oxigeno, ya que, en un principio la atmodsfera
primitiva no contenia oxigeno (Rodriguez et al. 1984). Por esta razon, los
microorganismos que habitaban el planeta debian de ser anaerobios.
Posteriormente, las especies de Rhizobium han evolucionado para vivir en
condiciones microaerofilicas, por lo menos dentro del ndédulo que se

forma durante la simbiosis con la leguminosa (Encarnacion et al. 1995).

La proliferacion de este grupo de bacterias sobre la Tierra fue uno de los
factores que hizo posible la futura colonizacion de los ambientes
terrestres, que eran muy pobres en nutrientes durante el periodo Jurasico

y Cretacico (Rodriguez et al. 1984).

Una de las cualidades de las leguminosas es su capacidad para establecer
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno del género Rhizobium, es
por esta razdn que se usan en rotacién con cultivos de cereales y otras
plantas no leguminosas para recuperar la fertilidad del suelo, ya que
ademas de la fijacidén de nitrogeno, se da una mejor absorcién de fésforo,

aunque el suelo sea pobre en su contenido (Zvietcovich et al. 1999).

La coevoluciéon de las leguminosas y los rizobios ha traido consigo la
especializacion de los factores Nod, que son moléculas que median el
reconocimiento y la organogénesis del noédulo durante la simbiosis
(Napoles et al. 2008). Estas moléculas han generado una gama variada

de “decoraciones” en los genes nod, como pueden ser metilaciones,




acetilaciones, sulfataciones y glicosilaciones, para adecuarse a su

hospedero con una alta especificidad (Lloret y Martinez-Romero, 2005).

La investigacién de Madrigal-Carrillo y colaboradores en el afio 2008, ha
sugerido que Rhizobium etli, también tiene la capacidad de colonizar las
raices de plantas no leguminosas o no especificas, tan eficientemente
como a su hospedero original, teniendo un efecto en el crecimiento y

nodulacion de las plantas.

Se estima que la simbiosis rizobio-leguminosa puede fijar de 24 hasta

584 kg de nitrégeno por hectarea por afio (Gémez, 2000).

2.1.3.1 Proceso de nodulacion

En la figura 2 se muestra el proceso de nodulaciéon que realiza la bacteria
en la raiz de la planta, que inicia con la bacteria libre (paso 1 de la figura

2) en el suelo.

La leguminosa libera metabolitos secundarios, compuestos de naturaleza
flavonoide como naringenina, genisteina y daidzeina, asi como betainas y
acidos aldodnicos. Esto ocurre cuando a la planta le hace falta nitrégeno, vy
en respuesta a estos mensajes quimicos, la bacteria es atraida hacia la
region apical de los pelos radicales de la raiz. Si los compuestos
secretados por la planta son reconocidos por los rizobios, se inicia el
proceso de transcripcion de los genes implicados en la nodulacion (genes
nod). Este proceso involucra la proteina NodD, la cual, al entrar en
contacto con los flavonoides sufre un cambio conformacional, que permite

que la ARN polimerasa comience a traducir, lo que da como resultado la




produccién de enzimas que se encargan de la sintesis y secrecién de los
factores de nodulaciéon (factores Nod). Estos se conforman por un
esqueleto de 3, 4 o hasta 5 residuos de N-acetil-D-glucosamina unidos
por enlaces B-1,4 modificados (Gartland et al. 2011).

Los factores Nod son reconocidos por la planta e inducen varios cambios
morfoldgicos y fisioldgicos en los pelos radicales de la leguminosa. Los
pelos radicales son células tubulares que se desarrollan a partir de las
células mas externas de la raiz, lo que le permite a la planta aumentar su
superficie de absorcién y asi adquirir mas nutrientes del suelo (Tortora et
al. 2007). Estas respuestas se inducen en ausencia de la bacteria, con lo
que se puede iniciar la infeccién hacia la planta (paso 2 de la figura 2),
pero para que penetre el pelo radical y llegue al cortex de la raiz se debe
formar una nueva estructura, conocida como hilo de infeccion, que se
forma con el estimulo continuo del rizobio y los factores Nod que

produce.

El hilo de infeccidon es una estructura tubular que se forma con material
del la pared del pelo radical, previniendo asi el contacto directo entre el
citoplasma de la célula vegetal y el rizobio, y en consecuencia, la
respuesta de defensa de la planta. El primer efecto morfoldgico producido
por los factores Nod, previo a la formacién del hilo de infeccion, es el
hinchamiento de la zona apical del pelo que posteriormente da lugar a un
enroscamiento del mismo. Esto ayuda a atrapar a las bacterias
localizadas en esta zona y generar un nuevo sitio de crecimiento, pero
hacia adentro del pelo. Las bacterias se desplazan dentro del hilo de
infeccién (paso 3) e incluso se dividen en su trayectoria al interior del

pelo, y comienzan a infectar las células corticales (paso 4).
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Cuando los rizobios llegan al primordio del ndédulo, que se formo
previamente, éstos son exocitados del hilo de infeccion y endocitados
simultaneamente por las células que forman el primordio (paso 5 y paso
6), con lo que se da lugar a la formacién de estructuras membranales
que contienen intracelularmente a las bacterias, llamadas simbiosomas.
En esta parte del proceso estan involucradas una serie de proteinas que
inhiben la maduracion del endosoma evitando que éste sea degradado en

la vacuola (paso 7).

Cuando la bacteria estd en la raiz de la planta, se aloja en los nddulos
(paso 8), donde sufre cambios morfoldgicos importantes, como lo son el
aumento de tamano de las células y una diferenciacidon de la bacteria a
un estado de bacteroide (paso 9). Ahora la bacteria forma parte de la raiz
de la planta, pues pierde su pared celular, y es ahi donde se llevara a
cabo la fijacion de nitrogeno atmosférico (paso 10). (Gartland et al.
2011; Quinto y Cardenas, 2007).

2.2 Generalidades de Rhizobium etli

Rhizobium etli es una alfaproteobacteria, grupo al que pertenecen la

mayoria de los géneros fotétrofos, como Acetobacter y Rickettsiales.

Son bacilos cortos Gram-negativos, con dimensiones de 1.2 a 4.0 um de
largo por 0.5 a 0.9 um de ancho (Contreras et al. 2007), son
pleomorficas (a veces, en condiciones adversas de crecimiento), no
esporuladas, méviles por dos a seis flagelos peritricos 6 un solo flagelo

lateral, inocuas para el ser humano, habitan cominmente el suelo y la
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rizosfera, son aerobios, aunque en condiciones de microaerobiosis
también puede crecer (Lloret y Martinez-Romero, 2005). Se observa
produccion de granos de poli-B-hidroxibutirato (PHB).

Figura 2. Esquematizaciéon general del proceso de nodulacién realizado por las
bacterias simbiontes en una planta leguminosa. Tomado de Vanderleyden y
Pieternel (1995).
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R. etli pertenece a las Rhizobiaceas, familia de bacterias que habitan el
suelo y que pueden fijar el nitrégeno del aire estableciendo una relacion
simbidtica con plantas leguminosas (Rodriguez et al. 1984; Gdémez,
2000), principalmente de la familia Fabaceae (Alarcén y Ferrera-Cerrato,
2000). Su temperatura 6ptima de crecimiento en condiciones artificiales
es de 25 °C y su pH 6ptimo es de 5.0 a 8.0 (Peralta-Diaz et al. 2007).

Las colonias producidas por estos microorganismos son circulares,
convexas, semitraslucidas y mucilaginosas, con diametro de 2 a 5 mm,
crecidas durante 2 a 3 dias en medio agar-peptona de caseina-levadura
(PY) (Gartland et al. 2011).

Los rizobios se pueden agrupar en dos géneros de acuerdo al tipo de
crecimiento, el cual puede ser rapido o lento. En el llamado crecimiento
rapido las células se dividen en un lapso corto de tiempo, de 2 a 5 horas,
a 30°C y se produce una reaccidon acida en un medio con sales minerales
y manitol. A este género se le denomina Rhizobium. Por otro lado, en el
crecimiento lento, las divisiones celulares se producen cada 12 a 24 horas

(Anand y Dogra, 1991) y a este género se le denomina Bradyrhizobium.

Debido a que las bacterias del género Rhizobium pueden utilizar una gran
variedad de carbohidratos y acidos organicos como fuente de carbono y
energia, se les denomina microorganismos quimioorganoheterétrofos. La
actividad de estos microorganismos en el suelo es importante, ya que
favorecen la fertilidad del mismo por la metabolizacion de los nutrientes y
su posterior reincorporacién a la rizosfera, para que otros organismos

puedan aprovecharlos (Contreras et al. 2007).
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2.2.1 Taxonomia de Rhizobium spp.

Aunque la taxonomia estd en cambio continuo, actualmente los rizobios
se agrupan en cinco géneros, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Mesorhizobium y Sinorhizobium; algunas especies de rizobios del género
Rhizobium se muestra en la tabla 1, junto con su hospedero especifico,
resaltando a R. etli (Almaraz et al. 2007).

Anteriormente, Rhizobium etli era designado como Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli (Lloret y Martinez-Romero, 2005), pero
actualmente ya se maneja como una especie diferente, por lo que asi

sera tratado en esta tesis.

2.2.2 Metabolismo de Rhizobium etli

A nivel laboratorio, las bacterias han desarrollado las vias glucoliticas
necesarias para poder metabolizar las diferentes fuentes de carbono que
se les agreguen en el medio de cultivo, aunque no todas las metabolicen

de la misma manera.

Algunos de los cofactores presentes en el extracto de levadura inducen al
metabolismo, tanto catalitico asi como de sintesis de glutamato, lo que se
refleja en una mayor obtencion de energia y de intermediarios
metabdlicos clave para la sintesis de biomoléculas, y por lo tanto mayor

productividad en biomasa (Rojas et al. 2009).
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Tabla 1. Algunas especies del género Rhizobium y sus respectivos hospederos.
Tomado de Almaraz et al. (2007)

Especie de Rhizobium Hospedero

R. leguminosarum

biovar viciae tribu Vicieae (Pisum, Vicia, Lens)
biovar trifolii Trifolium
biovar phaseoli Phaseolus vulgaris, Leucaena
R. etli

biovar phaseoli Phaseolus vulgaris
biovar mimosae Mimosa affinis
R. galegae Galega orientalis, G. officinalis
R. gallicum Phaseolus vulgaris
R. giardinii Phaseolus vulgaris

R. hainanense Desmodium

R. huautlense Sesbania herbacea

R. mongolense Medicago
R. tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena

El metabolismo de este microorganismo puede variar, segun como se
encuentre en la naturaleza, ya sea en vida libre o0 como bacteroide en
simbiosis con la planta del frijol. Como se puede ver en la figura 3, el
metabolismo global en vida libre de Rhizobium etli es complejo e
intrincado. Cada numero indica cada una de las rutas, tanto anabdlicas

como catabdlicas que emplea este microorganismo para la asimilacion de
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nutrientes, la obtencion de energia, asi como la sintesis de aminoacidos,

por mencionar algunas (Resendis-Antonio et al. 2007).

2.2.2.1 Metabolismo del carbono en vida libre

En vida libre, Rhizobium etli puede utilizar una amplia gama de
compuestos para obtener energia, como lo son los hidratos de carbono,
acidos organicos o polioles. Para el catabolismo de estos compuestos,
emplea diversas rutas metabdlicas, siendo la ruta Entner-Doudoroff (ED)
(representada en la figura 3 con el numero 10), la via que proporciona de
manera mas directa los metabolitos necesarios para el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Este es parte importante del metabolismo celular y junto a
la ruta de las pentosas fosfato (PP), las tres rutas, forman la parte central
del metabolismo de R. etli. (Prell y Poole, 2006).

Se ha reportado que tanto el manitol, como la glucosa y sacarosa son de
las primeras fuentes de carbono que el género Rhizobium utiliza en vida
libre, y su catabolismo se puede diferenciar segin su velocidad de
crecimiento. Debido a que R. etli es de rapido crecimiento, se sabe que
crece con una amplia variedad de sustratos de carbono, como pueden ser
hexosas, pentosas, disacaridos, trisacaridos y acidos organicos. En la
tabla 2 se muestran algunos ejemplos de dichas fuentes de carbono que
éste y otros rizobios de rapido crecimiento pueden metabolizar. Stowers
(1985) reportd que el manitol es tradicionalmente usado como sustrato

en los medios de crecimiento de rizobios.
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Tabla 2. Principales fuentes de carbono utilizadas por Rhizobium etli en vida
libre. Tomado de Stowers (1985).

Fuente de carbono ‘

Glucosa Rafinosa
Fructosa Sacarosa
Galactosa Lactosa
Manosa Trehalosa
Manitol Piruvato
Ramnosa Citrato
Dulcitol Succinato
Arabinosa Fumarato
Xilosa Malato

Estando en vida libre, el rizobio debe de proveerse de energia, y esto lo
logra metabolizando carbohidratos, por lo que debe emplear las rutas
metabdlicas para catabolizar dichos azlcares. Se sabe que R. etli no
posee un sistema de fosfoenolpiruvato fosfotransferasa, pero como si
posee la ruta ED, es por esta ruta por la que puede metabolizar las
hexosas, antes que otros carbohidratos (Stowers, 1985; Martinez et al.
2002).
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El metabolismo de los disacaridos, como la sacarosa, se cree que se
lleva a cabo por la accion de una invertasa, pues se ha reportado que hay
una mayor actividad de esta enzima en células que han sido cultivadas
en medios con sacarosa que en otros medios sin ella (Almaraz et al.
2007).

Con respecto a las hexosas, se sabe que la via ED es la Unica ruta de
catabolismo de la glucosa en la mayoria de los rizobios cuando se
encuentran en vida libre. El manitol es metabolizado por medio de una
manitol deshidrogenasa produciendo fructosa y ésta a su vez es
metabolizada por una fructocinasa, obteniéndose fructosa-6-fosfato que

posteriormente es metabolizada via ED (Stowers, 1985).

En la figura 4 se puede ver parte del metabolismo de algunas fuentes de
carbono, especificamente de la glucosa, fructosa, sacarosa y manitol, en
bacterias de rapido crecimiento, como R. etli; su catabolismo y posterior
incorporacion a otras rutas metabdlicas para la obtencién de energia o

como polimero de reserva.

2.2.2.2 Metabolismo del carbono en simbiosis

Como simbionte, Rhizobium etli emplea los fotosintatos provenientes de
la parte aérea de la planta como su principal fuente de abastecimiento de
carbono en el nodulo formado. Sin embargo, los bacteroides no pueden
utilizar directamente di o monosacaridos, ya que carecen de
transportadores o de vias glicoliticas completas para metabolizar dichos

azucares. Por otro lado, si pueden utilizar acidos organicos para poder
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sustentar la respiracion y la fijacion de nitrégeno (Alarcon y Ferrera-
Cerrato, 2000).

Sacarosa Lactosa

N7 NS N

Manosa Fructosa Glucosa Galactosa

Manitol

manosa-6-® ——— fructosa-6-@ _ : glucosa-6-®
/
/

fructosa-1,6-bi ® gluconato-6- ® ——— ribulosa-5- ®

o/

DHAP —> gliééfaldehido—S—@ piruvato L-arabinosa

4 I

-

glicerol- ®

T piruvato

glicerol

Figura 4. Representacion de las principales rutas metabdlicas del catabolismo

de carbono en rizobios de rapido crecimiento. Tomado de Stowers (1985).

Parece ser que la sacarosa, glucosa y fructosa son los principales
compuestos con carbono que aparecen en los nédulos de las leguminosas
(Stowers, 1985). Y se sabe que en el citosol del nédulo, las principales
rutas metabdlicas son: Emdben-Meyerhof-Parnas (EMP), la ruta PP y el
ciclo de ATC, asi como rutas metabdlicas anaerobias, esto debido a que la
presion parcial de oxigeno es aproximadamente de 10 nM dentro de los

nodulos (Navarro y Navarro, 2003).
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Los bacteroides de Rhizobium etli no poseen un transporte activo de
glucosa, otras hexosas o disacaridos, ya que, generalmente, no
metabolizan azlcares, pues es la planta la que realiza esa parte del
metabolismo a cambio de los nutrientes nitrogenados que le provee el
rizobio por medio de la fijacidon del nitrégeno. Se ha hecho evidente que
los intermediarios del ciclo de ATC pueden ser la fuente principal de

energia para el bacteroide (Prell y Poole, 2006).

Los acidos organicos son considerados las principales fuentes de energia
para el bacteroide, ya que apoyan a una mayor tasa de respiracion de
oxigeno y son los sustratos mas efectivos para el soporte de la fijacidon de

nitrogeno (Stowers, M., 1985).

2.2.2.3 Produccion de poli-p-hidroxibutirato y su importancia

como polimero de reserva

Desde el punto de vista nutricional, los PHA’s (polihidroxialcanoatos) se
acumulan en respuesta a un factor nutricional limitante para el
crecimiento, como lo puede ser la falta de magnesio, fésforo, nitrégeno u
oxigeno, y en la presencia de la fuente de carbono en exceso (Martinez et
al. 2002; Trainer y Charles, 2006).

Especificamente el PHB se almacena en forma de granulos y su
produccion se basa en el metabolismo del carbono. Primero se degrada la
fuente de carbono, convirtiéndose en acetil-CoA y posteriormente en
Acetoacetil-CoA, para después transformarse en el precursor del poli-B-
hidroxibutirato, el hidroxibutiril-CoA (Camire et al. 2008).
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Rhizobium etli como bacteroide es capaz de almacenar carbono en forma
de poli-p-hidroxibutirato (PHB) en la interfase del citoplasma, que puede
representar cerca del 50% en peso seco en algunas especies de
Rhizobium (Ford-Denison y Kiers, 2004). Se ha observado que bajo
condiciones de acumulacién de PHB, las células prefieren la via ED, ya
que permite la formaciéon de NADPH, que es requerida para la formacion
del polimero (Cholula, 2005).

El PHB es hidrolizado en B-hidroxibutirato que es deshidrogenado para
formar acetoacetato que en ultima instancia es oxidado por medio del
ciclo de ATC (Stowers, 1985). La deshidrogenacion del B-hidroxibutirato
puede suministrar suficiente poder reductor para soportar la fijacion de

nitréogeno.

Este compuesto de manera independiente presenta un potencial para su
uso industrial, esto debido a sus propiedades termoplasticas y de
biodegradabilidad, pero en el simbionte representa un polimero de
reserva de energia (Tavernier et al. 1997).

2.3 Crecimiento bacteriano

En microbiologia, la palabra crecimiento se refiere al incremento en el
numero de células, que también puede medirse como un aumento en la
masa celular (Madigan et al. 2003). Aunque esto no implica de manera
directa un crecimiento real, ya que puede ser que las células sélo estén
incrementando sus productos de reserva, como puede ser la produccién
de PHB en el caso de R. etli.
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Las condiciones de incubacion (temperatura, tiempo, velocidad de
agitacion) asi como el medio de cultivo son importantes al momento de
definir el comportamiento de un microorganismo, pues es con respecto a
estas condiciones que presenta caracteristicas especificas como velocidad
de crecimiento vy viabilidad, por mencionar algunas. Cuando el
microorganismo se ha adaptado a un medio de cultivo, se dice que las
bacterias se encuentran en un estado de crecimiento equilibrado (Stainer,
1996).

Al modificar las condiciones de cultivo, la bacteria puede cambiar su
velocidad de crecimiento, sus caracteristicas morfoldgicas y sus
capacidades metabdlicas; por lo que se deben establecer valores
especificos (velocidad especifica de crecimiento) que permitan identificar
qué tan asimilable es un medio bajo condiciones especificas de

incubacion.
2.3.1 Curva de crecimiento bacteriano

El crecimiento de una poblacién microbiana, en un sistema cerrado o en
un cultivo sin renovacién de medio, llamado cultivo monofasico, se puede
representar por medio de una curva de crecimiento tipica (Ortigoza y
Ruiloba, 2004). Esto se esquematiza en la figura 5, la cual se divide en

distintas fases que consisten en:

Fase de latencia. Al inocular los microorganismos en un medio de
cultivo con nutrientes nuevos, el crecimiento no es inmediato, lleva un
periodo de tiempo que depende de la procedencia del cultivo y de las
condiciones de crecimiento. Hay un incremento en la actividad

metabdlica, pero no hay division celular (Prescott et al. 2002).
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Fase exponencial. Se presenta un aumento constante en el crecimiento
debido a que cada célula se reproduce por fisiébn binaria. El tiempo
requerido para que cada célula se divida va disminuyendo gradualmente
y la velocidad de duplicacion alcanza su valor maximo. La velocidad de
crecimiento esta influenciada por varios factores, como son, las
caracteristicas del organismo, la presencia de oxigeno en el medio, la
concentracidon de los sustratos, la temperatura y el pH del medio (Tortora
et al. 2007).

Fase estacionaria. El crecimiento exponencial no se puede prolongar de
manera indefinida, ya sea por la acumulacion de metabolitos que inhiban
el crecimiento celular, el agotamiento de los nutrientes, o que las células
se obstaculizan mutuamente, la cantidad de células que se divide se
vuelve proporcional a la cantidad de células que mueren (Hernandez,
1997).

Fase de muerte. Aunque pueden haber células metabdlicamente activas
en el medio, es mayor la cantidad de células que mueren. Esta fase
también puede llegar a ser exponencial. No obstante, la velocidad de
muerte celular suele ser mas lenta que la de crecimiento (Madigan et al.
2003, Tortora et al. 2007).

El crecimiento exponencial corresponde a una progresion geométrica de
base 2; es decir, el nimero de células aumenta con un factor
determinado cada unidad de tiempo. En esta fase, la tasa de aumento del
nimero de células es proporcional al nimero de células presentes
(Blanch y Clark, 1997).
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Figura 5. Curva de crecimiento donde se muestran las cuatro fases del

desarrollo microbiano. Tomado de Madigan et al. (2003).

La velocidad especifica de crecimiento (n) se define como el cambio en el
numero de células o biomasa (X), con respecto al tiempo (t) y es funcion
de la concentracién de un sustrato limitante, estando los demas en
exceso, y se determina de acuerdo con el modelo cinético de Monod
(Ramirez y Molina, 2005).

De manera matematica se expresa como:

S =/
U= p . (Ks n S) Ecuacion 2
Donde:

u: velocidad especifica de crecimiento [h™!]
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uméx: velocidad especifica méaxima de crecimiento [h™!]
S: concentracién del sustrato limitante (g/L)
Ks: constante de saturacion (g/L)

El valor de n se puede calcular a partir del valor de la densidad éptica
medida, o por la biomasa Xy y Xi en los tiempos ty y t respectivamente, y
se expresa en unidades de [h™!] (Schlegel, 1997).

_InX; —InX,
o (t —to)

Ecuacién 3

Despejando el valor del In X; y presentando la ecuacién anterior como la

ecuacion de una recta:
InX; =InXy + ut Ecuacion 4

A partir de esta ecuacion, se sustituyen los valores de X; y t obtenidos de
los muestreos de cada cinética en la etapa exponencial, como el
logaritmo natural de la densidad dptica con respecto al tiempo. De éste

grafico se calcula la pendiente, que corresponde a .

2.4 Generalidades de los biofertilizantes

Durante la revolucion verde (1960 a 1990), periodo en el que hubo un
auge en la productividad agricola por el crecimiento acelerado de la
poblacion a nivel mundial (en especial en los paises en desarrollo)
(Caballero-Mellado, 2009), se establecieron monocultivos y se abusé del

uso de los agroquimicos y pesticidas. Con el tiempo esto disminuyd la
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fertilidad del suelo que se destina para el cultivo de plantas de consumo
humano, como lo son las legumbres. Ante ésto, se inicié la busqueda de
nuevas alternativas para satisfacer la demanda de alimentos sin dafiar el
medio ambiente, creando una agricultura sustentable, por medio del uso

de biofertilizantes.

Los biofertilizantes se definen como un producto que contiene
microorganismos vivos no patdgenos. Cuando estos se aplican a cultivos
especificos, ya sea en el suelo o la semilla, pueden colonizar la rizésfera o
el interior de la planta, para promover el crecimiento de la misma
(Caballero-Mellado, 2010), mediante su capacidad de incrementar el
suministro o la disponibilidad de nutrientes primarios a la planta, lo que
conlleva a su desarrollo y crecimiento, mejorando el rendimiento de los
cultivos. Por las condiciones actuales, el estudio de los inoculantes
bacterianos ha tomado nuevo interés, para poder brindar mejores

condiciones ambientales, asi como beneficios econdmicos.

2.4.1 Comparacion de los biofertilizantes contra los fertilizantes

quimicos nitrogenados

La mayoria de los fertilizantes nitrogenados de sintesis industrial se
fabrican a partir de amoniaco, el que se obtiene por el procedimiento
Haber-Bosch, que realiza la fijacién quimica del nitrogeno atmosférico con

hidrogeno proveniente de hidrocarburos (Navarro y Navarro, 2003).

El proceso Haber-Bosch requiere temperaturas de 500°C y presiones
cercanas a las 200 atmdsferas, en presencia de un catalizador

(generalmente se utiliza niquel), lo que representa un elevado consumo

27

—
| —



energético, pues se estima que se necesitan 1.5 Kg de combustible fésil

por cada Kg de nitrogeno fijado (Rodriguez et al. 1984).

Hasta 1999, a nivel mundial se aplicaban cada ano, aproximadamente
7.7x10’7 toneladas de nitrégeno como fertilizante, constituyendo un
requerimiento de combustible fésil de 9.1x10'° toneladas/afio
aproximadamente. Este valor corresponde a casi 1.4% del combustible

fosil que se consume (Navarro y Navarro, 2003).

Aunque la fijacion bioldgica de nitrégeno y la sintesis quimica se basan en
el mismo principio, existe una gran diferencia en los costos de produccion
respectivos. Puede ser hasta 500 veces mas econdmico a través de la
fijacién bioldgica, que mediante la sintesis quimica (Caballero-Mellado,
2010). Esto depende en gran medida del precio del petrdleo, que es la

base energética de la sintesis quimica.

Varios autores reportan diferentes cifras del aprovechamiento del
nitrdgeno por parte de las plantas, como Caballero-Mellado (2010) que
menciona que de cada 100 Kg de un fertilizante mineral que se aplica a
un cultivo, sélo entre el 60 y 80% es aprovechado por las plantas, el
resto se pierde en forma de gases y en el agua de lluvia o riego. Por otro
lado, Morales-Ibarra (2007) mencion6 que del fertilizante quimico que se

aplica al suelo, sélo el 30 o el 40% es aprovechado por la planta.

Por lo mismo, el uso de los fertilizantes quimicos esta limitado por el alto
costo y los efectos adversos sobre el medio ambiente. Ya que los residuos
que no son absorbidos por la planta causan contaminacién de aguas

subterraneas, eutrofizacidon, erosion y demas cambios en la estructura
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fisico-quimica del suelo y una drastica disminucion de la biota edafica
(Rojas et al. 2009).

Varios autores han encontrado que el desarrollo de inoculantes
bacterianos para uso agricola puede contribuir a la disminuciéon del uso
de fertilizantes quimicos (Villar et al. 2005; Madrigal-Carrillo et al. 2009;
Matos y Zuniga, 2003). Algunas de las ventajas que ofrecen los
biofertilizantes son la produccién de inoculantes que estd basado en el
uso de “productos” naturales renovables, por lo que no se corre el riesgo
de la falta de materia prima para su produccién. Son de facil
transportacién, por ejemplo, se requiere de una bolsa de menos de 500 g
para una hectdrea de la mayoria de los cultivos (Caballero-Mellado,
2009). Ademas, enriquecen el suelo con materia orgdnica y no son

causantes de contaminacion ambiental.

2.4.2 Uso de Rhizobium etli como biofertilizante en la planta de

frijol.

El uso de Rhizobium etli se ha ido incrementando en los cultivos de frijol,
Phaseolus vulgaris, y esto se debe a la alta especificidad de este

microorganismo con esa planta en particular.

La razén del uso de estos microorganismos en la agricultura se basa
principalmente en su caracter diazétrofo (azoe: nitrégeno; trofos:
alimentacién), ya que su capacidad de fijar nitrégeno en simbiosis le
permite obtener los nutrientes que necesita para crecer y a su vez,

brindar los nutrientes que la planta requiere para su desarrollo.
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Rhizobium puede interactuar con otros organismos en el suelo para
favorecer el crecimiento de las plantas. Tal es el caso de las micorrizas,
que se conforma por un amplio grupo de hongos que se asocia

estrechamente a las raices de las plantas (Peralta-Diaz et al. 2007).

Debido al interés especifico hacia la planta de frijol, parte importante de
la dieta de los mexicanos, se han realizado estudios para aprovechar la
capacidad simbidtica de este microorganismo y asi mejorar los cultivos

para abastecer la demanda de la poblacién.

Se sabe que para el afio 2008 la produccién nacional de frijol fue de 1.07
millones de toneladas (SAGARPA, 2009) y que los principales estados
productores fueron Zacatecas, Sinaloa y Durango, como se muestra en

la figura 6, con los porcentajes de producciéon de los principales estados.

En cuanto a la produccién total nacional, no se conoce el porcentaje de
uso de biofertilizantes y mucho menos su concentracién, pero en un
estudio realizado sobre cultivos de frijol en la Huasteca Hidalguense en el
periodo 2008/2009 por SAGARPA (figura 7), se observd un mayor
rendimiento de grano al inocular con R. etli, en comparaciéon con la
produccién tradicional, pues se incrementa el ingreso neto casi un 300%
(Pérez-Camarillo, 2010).
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Figura 6. Principales estados productores de frijol en el 2008. Tomado del
reporte de SAGARPA, 2009.

A nivel nacional la produccién de frijol se ha incrementado en las ultimas

décadas, esto debido a que se encuentra dentro de la canasta basica

alimenticia, por lo que constituye una gran importancia econémica y
nutricional (FAO, 2007).
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Rendimiento de Grano (Ton/Ha)
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36.422 2,8 29
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Regional Promedio Regional Micorriza Rhizobium

Figura 7. Comparativo de la cosecha de frijol con y sin uso de R. etli y

micorriza, mostrado como incremento neto ($/Ha) y con base en el rendimiento

del grano. Tomado de Pérez-Camarillo (2010).
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Rhizobium etli posee una gran habilidad para colonizar a la raiz de
Phaseolus vulgaris y promover su crecimiento, ademas de desempenar
varios papeles importantes, tales como el control bioldgico de patdégenos,
el ciclaje de nutrientes, el establecimiento de las plantulas y la mejora en
la calidad del suelo (Weller y Thomashow, 1994). Aunado a esto, Peralta-
Diaz (2007) menciona algunos beneficios adicionales como un mayor
vigor en la planta, menos ataque de plagas como la mosquita blanca,
menor tasa de picado de semilla por gorgojo y un ciclo vital un poco mas

corto.

Dentro de la especie de Rhizobium etli, no todas las cepas se pueden
utilizar como biofertilizante con la misma planta, esperando obtener el
mismo resultado. Un criterio de seleccidon del rizobio es que forme
nodulos capaces de fijar nitrégeno, estableciendo una simbiosis efectiva
con el hospedero, bajo un amplio espectro de condiciones ambientales:
que presente ventajas al competir con rizobios no deseados, que
sobreviva y se multiplique en el suelo, resistiendo pesticidas, desecacidn
y algunas otras situaciones de estrés (Rodriguez et al. 1984). La
concentracidon de bacterias inoculadas debe ser cercana al orden de 5x10°
UFC/g para asegurar la cantidad suficiente de bacterias por semilla

(Peralta-Diaz, 2007) que permanezcan viables para poder infectar.

Otra de las actividades bacterianas importantes de R. etli es la
produccion de fitohormonas (auxinas), como el acido indol acético, que
favorece la germinacion de las semillas y estimula la formacion de raices.
Con lo que incrementa la capacidad de la planta para aprovechar los
nutrientes del suelo, lo que a su vez favorece la fertilidad de los suelos
(Caballero-Mellado, 2010).
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En el estado de Morelos se hace uso de los biofertilizantes,
principalmente en cultivos de maiz, utilizando Azospirillum brasilense. En
el ano 2010 se informd que el 30% del sector agricola de dicho estado
hace uso de los fertilizantes bioldgicos, con presencia de microorganismos
fijadores de nitrégeno (Caballero-Mellado, 2010), aunque hasta el 2007,
casi el 80% de la superficie agricola de todo el pais utilizaba fertilizantes
quimicos (Morales-Ibarra, 2007). Con estos avances en la incorporacion
del uso de biofertilizantes en mas cultivos, se puede esperar que, en

proximos afios el uso de fertilizantes quimicos siga reduciéndose.
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3. JUSTIFICACION

El uso excesivo de fertilizantes quimicos en el suelo agricola, asi como el
uso de monocultivos ha disminuido el desarrollo y calidad de los
productos agricolas, y esto a su vez afecta a los campesinos que ven
reducida su cosecha y por ende la inversion econdmica. La idea de
utilizar microorganismos nativos del suelo que establezcan relaciones
especificas con ciertas plantas, leguminosas en este caso, como una
alternativa para mejorar la reciente situacion del campo, no es actual.
Se ha dado seguimiento al uso de estos microorganismos tanto para
conocer su impacto en el ambiente (Gédmez, 2000; Almaraz y Ferrera-
Cerrato, 2000; Caballero-Mellado, 2009) como su efecto en el

crecimiento de las plantas.

Este trabajo parte de la necesidad de conocer mas sobre las condiciones
de crecimiento de R. etli como bacteria en vida libre, para poder obtener
una mayor cantidad de indculo por medio de un proceso eficiente de
fermentacion, para posteriormente poder emplearlo como biofertilizante

en el campo nacional e internacional.

Se propone modificar la fuente de carbono del medio para mejorar el
crecimiento del microorganismo, alargar su tiempo de vida y favorecer

su capacidad de fijar nitrogeno en simbiosis.
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4. HIPOTESIS

Rhizobium etli puede metabolizar diferentes fuentes de carbono,
obteniendo asi un crecimiento especifico; si se modifica la fuente de
carbono y su concentracidon en el medio de cultivo, se podria influir en

el crecimiento celular y en el tiempo de vida del microorganismo.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Estudiar la influencia de diversas fuentes de carbono y la relacidon
Carbono/Nitrogeno en el crecimiento de Rhizobium etli en cultivo

sumergido en matraces agitados.
5.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la variacion y concentracion en el medio de
cultivo de manitol, glucosa, sacarosa Yy fructosa, en el crecimiento de

Rhizobium etli.

Determinar las cinéticas de crecimiento de dos cepas de Rhizobium etli

(CIAT y HP) en los diferentes medios de cultivo.

Determinar la viabilidad de los cultivos por medio de cuenta directa en

placa.

Determinar el tiempo de vida de anaquel, por al menos seis meses, en
las mejores condiciones de fuente de carbono y la relacion C/N

obtenidas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Caracterizacion de las cepas utilizadas

Se utilizaron dos cepas de Rhizobium etli, una aislada de suelo (CIAT) y
una modificada genéticamente (HP). Estas se encontraban conservadas
en crioviales a -70 °C, con 30% de glicerol.

Su caracterizacion se basoé en la siembra en medio peptona-extracto de
levadura (PY, por sus siglas en inglés) sdlido para observar su
morfologia colonial, estriando por agotamiento para obtener colonias
aisladas.

Se escogid una colonia aislada de cada cepa y se le hizo una tincion
diferencial de Gram (Ramirez-Gama et al. 2006), para verificar la

morfologia y pureza de las muestras.

6.2 Elaboracion de una curva de peso seco.

Se incubd un cultivo de cada cepa en medio extracto de levadura
manitol (YEM, por sus siglas en inglés) a 200 rpm y 30 + 2°C, después
de 24 horas se le midié la densidad d6ptica a 600 nm de longitud de
onda. Cuando alcanzaron densidades de 1.0 unidades de absorbancia
(u.a.) se hicieron diluciones para tener valores esperados de 0.0 u.a. a
1.0 u.a. con intervalos de 0.1 u.a. Posteriormente, se les midio la
densidad 6ptica para conocer el valor real de cada dilucion. Todo esto se
realizé en un volumen total de 15.0 mL. Se concentraron las células en

microtubos de 1.5 mL (previamente pesados y mantenidos a peso
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constante durante 24 h) utilizando una microcentrifuga Eppendorf
5417R a 13000 rpm durante 15 minutos y 4 °C.

El sobrenadante se fue eliminando poco a poco. Se llend el microtubo
con 1.0 mL de la muestra y se centrifugd. Se elimind el sobrenadante y
se le volvid a agregar mas muestra. Esto se realizd hasta que se eliminé
todo el sobrenadante (15.0 mL). Después se colocaron los tubos en un
horno con vacio (Precision, modelo 19) a 105 + 2 °C, se mantuvieron
ahi hasta que estuvieron a peso constante. Los valores obtenidos se
graficaron como la densidad Optica observada (u.a. 600 nm) con
respecto a la biomasa, expresada en peso seco (g/L). Se hizo una
regresion lineal para obtener el factor que nos permite relacionar la
densidad Optica con la cantidad de biomasa del microorganismo

(Hernandez, 1997 con algunas modificaciones).

6.3 Diseno del medio de cultivo variando la fuente de carbono y

su relacion Carbono/Nitrogeno para los cultivos sumergidos.

El medio de cultivo que se utilizd para hacer las cinéticas de crecimiento
fue el medio YEM, pues esta reportado que es el medio tradicionalmente
utilizado para rizobios (Freire y Sato, 1999; Napoles et al. 2004); al cual
se le modificé la fuente de carbono sustituyendo el manitol por glucosa,
fructosa y sacarosa. El criterio de seleccién de dichas fuentes se basé en
la capacidad de éste microorganismo para metabolizarlas, asi como los
menores costos y la disponibilidad en el mercado de todas ellas. Se sabe
que el manitol, asi como la glucosa y sacarosa son de las primeras

fuentes de carbono que Rhizobium etli utiliza en vida libre (Stowers,
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1985); ademas sabemos que la sacarosa se disocia en glucosa y
fructosa, por lo que propusimos analizar el metabolismo de la fructosa

de manera independiente.

La composicion del medio de cultivo se basd en la aportacion de una
fuente de carbono (carbohidratos) y de energia; extracto de levadura,
que le proporciona a las bacterias productos de degradacion de las
proteinas, vitaminas, siendo asi la principal fuente de nitrégeno en el
medio; asi como también brinda elementos traza por medio de las sales
MgS04, K;HPO4 y NaCl, ademas de proporcionar cofactores enzimaticos
(Rojas et al. 2009) y sustratos para la respiracién. Aunque también
contiene carbohidratos (10.7% aproximadamente), este valor resulta
despreciable comparandolo con la cantidad agregada de cada una de las

fuentes en las diferentes relaciones C/N.

Se estudiaron tres diferentes relaciones Carbono/Nitrégeno (g
Carbono/g Nitrogeno), C/N: 37, C/N: 74 y C/N: 111. La empresa
Biofabrica S.XXI S.A. de C.V. trabaja con el medio de cultivo en una
relacion C/N: 74, por lo que se decidio variar dicha relacion en un 50%
de su valor, tanto inferior (C/N:37) como superiormente (C/N:111).
Esto se realizd, variando la concentracion de carbohidrato vy
manteniendo constante la cantidad de fuente de nitrégeno, que es el
extracto de levadura. Los calculos para conocer la cantidad de hidrato
de carbono que se debia agregar a cada medio en las diferentes fuentes

de carbono son los siguientes:
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Se determind la cantidad de nitrégeno presente en el extracto de
levadura, sabiendo que es la Unica fuente de nitrégeno en el medio de

cultivo, ademas de calcular su concentracion final en el mismo.

0.5 g extracto de levadura 10.7 g Nitrégeno
1.0L 100 g extracto de levadura

= 0.0535 g Nitrégeno/ L

Después se establecid la relacidon carbono/nitrogeno, expresada como

gramos de Carbono/ gramos de Nitrégeno (g C/g N):

XgC

7 _—37
0.0535 g N

Donde X es la cantidad de azucar que se tiene que pesar y agregar al
medio de cultivo, dependiendo de la relacion C/N que se esté

preparando, en el primer caso la relacién es de 37 gC/gN.
Despejando X:

X =37(0.0535g) = 1.979 g C

Este valor correspondid a los gramos de carbono que deben estar
presentes en el medio de cultivo con una relacion C/N: 37.
Posteriormente, se hicieron los calculos para cada fuente de carbono,
con base en la cantidad de atomos de carbono que tiene cada molécula

en particular.
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Para el manitol el calculo fue el siguiente:

182.172 g manitol
72gC

1979¢gC = 5.0 g manitol

Esto correspondio a la cantidad de manitol que se debid pesar, por cada

litro de medio de cultivo, para la relacion C/N: 37.
Para glucosa el calculo fue:

180 g glucosa

1979gC 729 C = 4.9 g glucosa

La fructosa tiene el mismo peso molecular que la glucosa y posee la
misma cantidad de atomos de carbono, por lo que el célculo quedd de la

siguiente manera:

180 g fructosa

1.979gC 729C = 4.9 g fructosa

Por ultimo, la cantidad a pesar de sacarosa correspondio a:

342 g sacarosa

1.979 g C 144 g C = 4.7 g sacarosa
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Siguiendo la légica del cdlculo, se sustituye el valor de 37 por la relacién
C/N gue se esté manejando en ese momento, ya sea 74 6 111. Los
valores obtenidos en todos estos cdalculos se muestran en la tabla 3,
expresados como gramos de reactivo por cada litro de medio de cultivo
(g/L), manteniendo constantes los valores de los demas reactivos,

tomando en cuenta la relacién C/N que se esté manejando.
Con respecto a la relacion C/N 74 el valor de X corresponde a:
X =74(0.0535g) = 3959¢gC

Del mismo modo se calculan los gramos necesarios de carbono en un

medio de cultivo con una relacién C/N: 111.
X =111 (0.0535g) = 5938¢g

Tabla 3. Composicién de los medios de cultivo utilizados, variando la fuente de

carbono y su relacidn con respecto al nitrégeno en el medio de cultivo.

Medio YEM (g/L) C/N:37 C/N:74 C/N:111
NacCl 0.1 0.1 0.1
Extracto de levadura 0.5 0.5 0.5
K:HPO, 0.5 0.5 0.5
MgSO, 0.2 0.2 0.2

Como fuente de carbono

Manitol 5.0 10.0 15.0
Glucosa 4.9 9.9 14.8
Fructosa 4.9 9.9 14.8
Sacarosa 4.7 9.4 14.1
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6.4 Cinéticas de crecimiento de las cepas

Se prepararon preinoculos transfiriendo 1.0 mL de un vial con la cepa a
utilizar, a un matraz de 500 mL con 100.0 mL de medio YEM. El matraz
se incubd a 200 rpm, 30 £ 2 °C durante 24 horas en una incubadora
C25I, New Brunswick Scientific. Después de 24 horas de incubaciéon se
midié la densidad oOptica por absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro Genesys 5 (Thermospectronic). De cada indculo se
hicieron tinciones de Gram para verificar la pureza del cultivo. Los
indculos se realizaron hasta que el preindculo alcanzé una densidad
optica entre 0.8-0.9u.a., que es cuando se ha alcanzado el inicio de la
fase exponencial, con lo que se evitd la fase lag en los indculos de las

fermentaciones.

A cada matraz de 500 mL con una relacién 1:5 de medio de cultivo se le
agrego el indculo suficiente para tener un valor inicial de densidad dptica
(D.0O.) entre 0.08-0.1 u.a. El analisis de cada fuente de carbono y de
cada relacion Carbono/Nitrogeno se realizé por triplicado. Los matraces
se incubaron durante 48 horas a 200 rpm y 30 £ 2 °C. Se tomaron
muestras cada dos horas en la fase exponencial de crecimiento.
Posteriormente, se tomaron muestras cada 3 horas, para evaluar el
crecimiento del cultivo midiendo la densidad 6ptica, a una longitud de
onda de 600 nm. Se graficd el logaritmo natural de la densidad oOptica

promedio en funcién del tiempo.
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6.5 Determinacion de las unidades formadoras de colonias

Se utilizo la técnica de diluciones sucesivas especificada en la NOM-092-
SSA1-1994 con algunas variaciones especificas, para cuantificar la
cantidad de células viables presentes. Se sembrd una serie de cajas por
cada matraz variable, lo que nos permitid obtener valores por triplicado
de cada condicion analizada, ya sea la variacion de fuente de carbono,
asi como la relacion C/N. De cada uno de los productos almacenados de
las cinéticas realizadas, se tomaron 0.1 mL de muestra previamente
homogeneizada, esta alicuota se aforé a 1.0 mL con 0.9 mL de agua
peptonada estéril. Se hicieron diluciones sucesivas hasta la dilucidon
1/108. Se sembraron cajas sélo de las diluciones 1/10°, 1/10” y 1/108 al
inicio del estudio. En los monitoreos subsecuentes, se disminuia la
dilucién para sembrar, tomando como criterio el tiempo de
almacenamiento y el valor de UFC'’s obtenido en el primer monitoreo. Se
inoculd por extension superficial en placa de agar PY, cuya composicion
se muestra en la tabla 4; colocando 0.1 mL de la dilucién respectiva. Las
cajas Petri se incubaron a 30 £ 2 °C durante 48 h en una incubadora
(Felisa).

Solo se tomaron en cuenta las cajas que presentaban un crecimiento
entre 30 y 300 colonias para poder tener resultados estadisticamente
representativos. En el caso de que los valores se salieran de dicho
intervalo, se tomaban las placas mas representativas haciendo el mismo

calculo.
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Para conocer el valor real de las UFC/mL se utilizé la siguiente féormula:

1 1
F L:NC (—||= E 1o
UFC/mL:NC (FD) (V) cuacion 5
Donde:

UFC/mL: unidades formadoras de colonias en 1 mL de muestra

NC: numero de colonias contadas en la placa

FD: factor de dilucion de donde se tomd la muestra para inocular la

placa

V: volumen de la alicuota de siembra (0.1 mL)

Tabla 4. Composicion del medio sélido PY para la cuenta en placa de los

microorganismos.

Medio PY
Peptona de caseina 0.5 %
Extracto de levadura 0.3 %
CacCl, 7 mM
Agar 1.5%
pH 6.8
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6.5.1 Determinacion de la viabilidad de las muestras

almacenadas por lo menos cuatro meses

Los productos obtenidos de las fermentaciones realizadas se
mantuvieron almacenados durante un afio aproximadamente, bajo
condiciones de temperatura ambiente (23°C) y sin contacto directo con
luz solar. Dependiendo del valor inicial de UFC/mL y del tiempo de
almacenamiento, que varié de 4 a 12 meses, se determind el rango de

dilucion que se iba a utilizar para sembrar las muestras.

Para las muestras que tenian mas tiempo de almacenamiento (9 a 12
meses) se utilizé un rango de dilucién de 10™ a 10°. Para las muestras
entre 4 y 8 meses de almacenamiento las diluciones fueron de 10 a 10°
7. Las muestras que desde el tiempo inicial mostraron un crecimiento
casi nulo, se sembraron de manera directa en el agar para determinar

presencia de células viables.

La siembra de las muestras se realizd con base en la metodologia

mostrada en la seccién 6.5.

6.5.2 Determinacion de Ila viabilidad de las muestras

almacenadas a diferentes temperaturas (4° y 23°C)

Para conocer el efecto de la temperatura de almacenamiento en las
muestras de la cepa CIAT que presentaron un mejor resultado de

viabilidad inicial, éstas se almacenaron a dos temperaturas: 4°C, que es
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la temperatura de refrigeracién a la cual la velocidad de crecimiento de
los microorganismos mesofilos como R. etli se ve disminuida, pero bajo
las condiciones correctas se pueden reactivar. Esto se compard con las
muestras almacenadas a temperatura ambiente (23°C) que se tenian
previamente. Se sembraron las muestras en el momento inicial de la

incubacion a 4°C.

Después de seis meses se realizd una siembra directa para determinar
la presencia del microorganismo, en caso de no haber crecido, se
reportd6 como no observado. En las muestras que si presentaron

crecimiento se realizaron diluciones de 10™ a 1077,

La siembra de las muestras se realizé con base en la metodologia

mostrada en la seccion 6.5.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de la morfologia colonial y bacteriana de las

cepas utilizadas para comprobacion de pureza.

La caracterizacion de las cepas se realiz6 por medio de una prueba en
placas con medio sélido PY para ver la morfologia colonial vy
posteriormente se realizé una tincién diferencial de Gram de una colonia
aislada de cada cepa para corroborar la morfologia bacteriana. Esto se

realizd para cada cepa y se pueden observar ambos resultados en las

figuras 8 y 9, para la cepa HP y CIAT respectivamente.

Figura 8. A. Estriado por agotamiento en medio PY de R. et/i HP después de
48 h de incubacion a 30 £ 2 °C. B. Micrografia de una tincién de Gram de R.
etli HP de 48 h de incubacion a 30 £ 2 °C.
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En ambos casos se observa que la morfologia colonial coincide con las
caracteristicas establecidas en la literatura (Gomez, 2000; Lloret y
Martinez-Romero, 2005) para este microorganismo, se observan
colonias circulares, convexas, semitraslucidas y mucilaginosas, con
diametro aproximado de 4mm. Asi como su morfologia bacteriana,
observando bacilos cortos Gram-negativos. Ademas, por medio de la
tincién diferencial se puede notar que los cultivos de los que se partid
para hacer las cinéticas de crecimiento no tienen presencia de algun
otro microorganismo que pueda afectar los resultados posteriores por

contaminacion.

Figura 9. A. Estriado por agotamiento en medio PY de R. et/i CIAT después de

48 h de incubacién a 30 £ 2 °C. B. Micrografia de una tincidn de Gram de R.
etli CIAT de 48 h de incubaciéon a 30 £ 2 °C.




7.2 Curva de peso seco para relacionar la densidad Optica

observada con la biomasa obtenida en los cultivos bacterianos.

Con la metodologia planteada en el inciso 6.2, se realizd una curva de
peso seco para cada cepa del microorganismo, de manera independiente

y por triplicado en cada caso.

7.2.1 Curva de peso seco para Rhizobium etli HP

Los valores que relacionan la densidad éptica (D.O.) observada, con el
peso seco de la biomasa (X) obtenido, de la cepa HP, se muestran en la
tabla 5 y su respectivo grafico se muestra en la figura 10 donde se

relacionan estas variables para poder obtener el factor de correlacién.

Tabla 5. Valores del peso seco constante de las muestras de R. etli HP,

expresados como biomasa (g/L).

Densidad dptica 600 nm (u.a.) X promedio (g/L) Desviacién estandar (g/L)
0.100 0.041 1.11E-04
0.186 0.076 5.51E-05
0.256 0.113 8.33E-05
0.343 0.142 1.10E-04
0.425 0.174 9.54E-05
0.500 0.197 5.29E-05
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0.6 - curva de peso seco
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Figura 10. Curva de peso seco donde se relacionan los valores absorbancia a

600 nm con respecto a la biomasa (peso seco), para la cepa HP.

7.2.2 Curva de peso seco para Rhizobium etli CIAT

Para la cepa CIAT, los valores de densidad Optica observada con
respecto a la biomasa como peso seco, se muestran en la tabla 6, asi

como su respectivo grafico en la figura 11.

Tabla 6. Valores del peso seco constante de las muestras de R. et/i CIAT,

expresados como biomasa (g/L).

Densidad éptica 600 nm (u.a.) X promedio (g/L) Desviacion estandar (g/L)

0.403 0.171 2.27 E-04
0.519 0.218 1.32 E-04
0.638 0.255 4.73E-05

0.751 0.325 1.16 E-04
0.836 0.327 4.62E-05

0.935 0.384 *+ 6.56E-05
1.025 0.434 + 6.66E-05
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Figura 11. Curva de peso seco donde se relacionan los valores absorbancia a

600 nm con respecto a la biomasa (peso seco), para la cepa CIAT.

Para las dos cepas, la pendiente, que es el valor obtenido por la
regresion lineal es muy parecida, siendo de 2.451 g/L -u.a. y de 2.415
g/L -u.a., para la cepa HP y CIAT, respectivamente, lo que muestra que
independientemente de la cepa, las determinaciones de peso seco

presentan una tendencia similar.

7.3 Cinéticas de crecimiento de las cepas variando la fuente de

carbono y la relacion C/N en el medio de cultivo

Las cinéticas de crecimiento se realizaron por triplicado para cada cepa,
de manera independiente, con las diferentes fuentes de carbono y
variando la relacion C/N para cada una de ellas. Los resultados se

presentan para cada cepa por separado.
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7.3.1 Cinéticas de crecimiento para Rhizobium etli HP

Los experimentos se realizaron de manera simultdnea en cada ensayo,
en los que se mantuvo constante una relacién C/N y se varid la fuente
de carbono con los cuatro carbohidratos disponibles, en cada relacién
C/N analizada.

7.3.1.1 Variacion de la fuente de carbono en el medio de cultivo

Para presentar los resultados de manera ordenada, primero se
mencionaran aquellos obtenidos sustituyendo al manitol con las otras
tres fuentes de carbono (glucosa, fructosa, sacarosa), en cada una de
las relaciones C/N analizadas (37, 74 y 111). De la figura 12 a la 14, se
presentan las cinéticas de las relaciones C/N: 37 a la C/N: 111,
respectivamente, con la comparacién de las cuatro fuentes de carbono

en cada una de ellas.

3.0 -

2.5 1 ——g|ucosa
g 20 - === fructosa
g sacarosa
o 15 === manitol
=
(-]
O 1.0 -
[}
0.5 -
0.0 li — T T T T 1
0 10 20 30 40 50

tiempo (h)

Figura 12. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacién C/N:37 variando
la fuente de carbono. Cepa HP. Incubando 48 h, 30 + 2°C, 200 rpm.
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Figura 13. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacién C/N:74 variando

la fuente de carbono. Cepa HP. Incubando 48 h, 30 £ 2°C, 200 rpm.
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Figura 14. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacion C/N:111
variando la fuente de carbono. Cepa HP. Incubando 24 h el medio con fructosa

y 48 h los medios con glucosa, sacarosa y manitol; 30 £ 2°C, 200 rpm.
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En las cinéticas de crecimiento con C/N:37 y C/N:74 se nota una
tendencia similar entre las cuatro fuentes de carbono, aunque si se ve
diferencia en el crecimiento, por los valores de densidad 6ptica
obtenidos. Esto a diferencia de la relacion mayor (C/N:111), en la que
se ve un crecimiento superior utilizando glucosa y un crecimiento nulo
con fructosa. En las relaciones C/N:37 y C/N:111 el medio con glucosa
presentd un crecimiento mayor comparandolo con las demas fuentes de
carbono en cada relacién C/N. Siendo mas significativo el valor en la
relacion C/N:111. Aunque en la relacién C/N:74 la desviacién estandar
no permite obtener la misma conclusién, presenta una mejor tendencia

que las demas fuentes de carbono.

7.3.1.2 Modificacion de la relacion Carbono/Nitrégeno en el

medio de cultivo

Aunque los ensayos se realizaron simultaneamente, el manejo de los
datos se puede realizar comparando ahora el efecto de la variacion de la
relacion C/N, manteniendo fija la fuente de carbono. Estos resultados se
muestran en la figura 15 para el medio YEG, en la figura 16 para el
medio YEF, en la figura 17 se muestra el medio YES y finalmente el
medio YEM en la figura 18. En cada grafico se comparan las tres

relaciones C/N con respecto a la fuente de carbono utilizada.
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En cuanto a la relacién C/N: 74, tomando en cuenta las desviaciones
estandar, se puede observar que comparando las cuatro diferentes
fuentes de carbono, es en esta relacion C/N en donde se presenta un
mayor crecimiento, con respecto a las dos relaciones C/N restantes. Y la
relacion C/N: 111 en todos los casos presenta un menor crecimiento con
respecto a las otras relaciones C/N, independientemente del hidrato de

carbono empleado.

3.0
YEG
25 | e——(C/N:37
o
320 —=—C/N: 74
E
o 15 C/N: 111
o
o
G 1.0 -
[a)
0.5 -
00 Fr — : : . .
0 10 20 30 40 50

tiempo (h)

Figura 15. Comparacién de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEG (glucosa). Cepa HP. Incubando hasta 48 h con las tres diferentes
relaciones C/N; 30 £ 2°C, 200 rpm.
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Figura 16. Comparacién de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEF (fructosa). Cepa HP. Incubando hasta 48 h con las relaciones C/N
de 37y 74, y 24 h con la relacion C/N:111; 30 + 2°C, 200 rpm.
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Figura 17. Comparacién de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YES (sacarosa). Cepa HP. Incubando hasta 48 h con las tres diferentes
relaciones C/N; 30 £ 2°C, 200 rpm.
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Figura 18. Comparacion de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEM (manitol). Cepa HP. Incubando hasta 48 h con las tres diferentes

relaciones C/N; 30 + 20C, 200 rpm.

Para poder hacer una valoracién mas completa es pertinente que los
valores de la velocidad especifica de crecimiento (p) obtenidos sean
comparados con la densidad dptica maxima (D.O. max), estos valores
se obtuvieron para cada fuente de carbono en cada relacion C/N y se

observan en la tabla 7.
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Tabla 7. Relacion de la velocidad especifica de crecimiento (n) y la densidad
optica maxima (D.O. max) segun la relacion C/N con respecto a cada fuente de
carbono para la cepa HP.

Fuente de Carbono Relacién p (h™') D.O. max Desviacién

C/N 600 nm estandar

(g/9) (u.a.) (u.a.)
37 0.085 1.42 5.30E-02
Glucosa 74 0.131 2.09 4.37E-01
111 0.087 1.45 7.70E-02
37 0.075 1.19 6.99E-02
Fructosa 74 0.073 1.55 4.37E-01
111 0.006 0.12 5.13E-03
37 0.085 1.19 8.14E-02
Sacarosa 74 0.146 1.68 7.75E-02
111 0.099 0.50 3.52E-02
37 0.089 1.17 5.86E-02
Manitol 74 0.102 1.90 2.80E-01
111 0.088 0.51 4.30E-02

Se puede ver que las velocidades de crecimiento mas bajas, que van de
0.006 h'! hasta 0.075 h'!, se presentaron en los medios con fructosa, en
las tres relaciones (C/N: 37, C/N: 74 y C/N: 111), aunque en la relacién
C/N: 74 su valor de densidad éptica maxima no es tan bajo (1.55u.a.).

Con respecto al manitol, vemos que los valores de velocidad especifica

58

—
| —



de crecimiento son parecidos en las tres relaciones (0.089 h*, 0.102 h'?
y 0.088 h'! para C/N: 37, C/N: 74 y C/N: 111, respectivamente), pero
presenta variaciones en los valores de densidad optica maxima (1.17,
1.90 y 0.51u.a. para C/N: 37, C/N: 74 y C/N: 111, respectivamente).
Aunqgue la velocidad de crecimiento mayor, que fue de 0.146 h!, se
presentd en el medio con sacarosa bajo C/N: 74, la densidad optica
mayor se obtiene en el medio con glucosa a la misma relacién C/N,
siendo de 2.09u.a.. De manera general se observa que los mejores
crecimientos se dieron bajo una relacion de C/N: 74, siendo los valores
de p superiores a 0.1 h'* y presentando densidades épticas mayores
comparando las relaciones con cada fuente de carbono; esto coincide
con lo que Stowers (1985) menciona sobre el aprovechamiento de la
glucosa y la sacarosa como fuentes de carbono por R. etli, ya que por
ser una bacteria de rapido crecimiento es capaz de metabolizar hexosas
y disacaridos, a diferencia de otras bacterias de la misma especie pero

de crecimiento lento.

La relacion C/N: 74 con glucosa, presenta un aumento de un 28% en la
velocidad especifica de crecimiento con respecto al medio establecido
con manitol en la misma relacion, y un aumento del 10% en la densidad
optica maxima registrada. En cuanto a la sacarosa en la misma relacién
(C/N: 74) el aumento en el valor de n es del 43%, no asi su D.O. max,
que presenta una disminucion del 11% con respecto al medio con
manitol bajo la misma relacion de C/N: 74. Tomando en cuenta el valor
mas alto obtenido para el medio con fructosa, que fue a una relacion

C/N de 37, presenta una disminucion de casi el 48% con respecto al
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medio con sacarosa a 74 C/N y una disminucion del 42% en u y una

D.0. max 43% menor con respecto al medio con glucosa a 74 C/N.

7.3.2 Cinéticas de crecimiento de Rhizobium etli CIAT

Para la cepa CIAT se procedié de la misma manera que para la cepa HP,
se compararon los resultados con respecto a las fuentes de carbono y

también con respecto a la variacion de la relacién C/N.

7.3.2.1 Variacion de la fuente de carbono en el medio de

cultivo

Cambiando la fuente de carbono del medio, manteniendo como
constante la relacion C/N del mismo, se obtuvieron los siguientes
resultados para la cepa CIAT, que se muestran en la figura 19, para la
relacion C/N: 37, para la relacién C/N: 74 en la figura 20 y por ultimo en

la figura 21 esta representada la relacion C/N: 111.
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Figura 19. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacién C/N:37 variando
la fuente de carbono. Cepa CIAT. Incubando 50 h, 30 £ 2°C, 200 rpm.
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Figura 20. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacién C/N:74 variando
la fuente de carbono. Cepa CIAT. Incubando 48 h, 30 £ 20C, 200 rpm.
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Figura 21. Cinética de crecimiento bacteriano en una relacion C/N:111
variando la fuente de carbono. Cepa CIAT. Incubando 45 h, 30 £ 2°C, 200

rpm.

Con esta cepa las tendencias presentan una pequefa diferencia en cada
relacion C/N. En el medio que contiene fructosa, no se observéd
crecimiento desde la relacion C/N: 74, ni en la relacién C/N: 111. En la
relacion C/N: 37 las tendencias son similares en la cinética, aunque se
separan conforme avanza el tiempo, la desviacidon no permite ver una
diferencia significativa entre las cuatro fuentes de carbono; de igual
manera para la relacion C/N: 74, a excepcion de la fructosa y para la
relacion C/N: 111 los crecimientos se muestran diferentes entre las
cuatro condiciones, siendo diferentes a los resultados observados para

la cepa HP.
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7.3.2.2 Modificacion de la relacion Carbono/Nitrogeno en el

medio de cultivo

Comparando el efecto de la modificacion de la relacién C/N con respecto
a cada una de las cuatro fuentes de carbono: glucosa (figura 22),
fructosa (figura 23), sacarosa (figura 24) y manitol (Figura 25), se

tienen los siguientes resultados de las cinéticas de crecimiento.
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Figura 22. Comparacién de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEG (glucosa). Cepa CIAT. Incubando hasta 48 h con las relaciones
C/N: 74 y C/N: 111, e incubando 50 h el medio con la relacion C/N: 37; 30 +
2°C, 200 rpm.
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Figura 23. Comparacion de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEF (fructosa). Cepa CIAT. Incubando hasta 48 h con las relaciones
C/N: 74 y C/N: 111, e incubando 50 h el medio con la relacién C/N: 37; 30 +
20C, 200 rpm.
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Figura 24. Comparacién de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YES (sacarosa). Cepa CIAT. Incubando hasta 48 h con las relaciones
C/N: 74 y C/N: 111, e incubando 50 h el medio con la relacion C/N: 37; 30 +
20C, 200 rpm.
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Figura 25. Comparacion de las cinéticas de crecimiento bacteriano en el
medio YEM (manitol). Cepa CIAT. Incubando hasta 48 h con las relaciones
C/N: 74 y C/N: 111, e incubando 50 h el medio con la relacién C/N: 37; 30 +
20C, 200 rpm.

En el medio con glucosa se ve un comportamiento similar al de la cepa
HP, el mayor crecimiento se observa en la relacion C/N: 74. Aunque,
durante las primeras 30 horas el crecimiento en esta relacion y la menor
(C/N: 37) fue muy parecido, en las restantes 18 horas se nota un
aumento en la relacién C/N: 74. Al parecer el menor crecimiento se da
en la relacion C/N: 111. Usando la fructosa sélo se observa crecimiento
en la relacion C/N: 37, las otras dos relaciones (C/N: 74 y C/N: 111) no
mostraron crecimiento desde el inicio de la cinética. Con sacarosa, se
muestra un comportamiento similar en las tres relaciones C/N durante
toda la cinética, siendo al final un poco mas alto el valor obtenido para
la relacion C/N: 74, con respecto a las otras dos relaciones (C/N: 37 y
C/N: 111). En el caso del manitol, se aprecia que el crecimiento es

mayor en la relacion C/N: 74 y menor en la relacion C/N: 111.
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En la tabla 8 se pueden observar los valores obtenidos de velocidad
especifica de crecimiento (n) y densidad 6ptica maxima medida (D.O.
max) relacionados a cada una de las fuentes de carbono en las tres

respectivas relaciones C/N para la cepa CIAT.

Tabla 8. Relacion de las velocidades especificas de crecimiento (p) y la
densidad éptica maxima (D.O. max) segun la relacion C/N con respecto a cada
fuente de carbono para la cepa CIAT.

Fuente de Carbono Relacién p(h') D.O. max Desviacién

C/N 600 nm estandar

(g/g) (u.a.) (u.a.)
37 0.107 1.58 6.84E-02
Glucosa 74 0.116 1.96 1.00E-01
111 0.061 1.16 9.54E-02
37 0.101 1.54 5.68E-02
Fructosa 74 0.015 0.11 6.66E-03
111 0.023 0.10 2.83E-03
37 0.104 1.39 8.94E-02
Sacarosa 74 0.088 1.54 5.29E-03
111 0.098 1.58 8.38E-02
37 0.101 1.60 1.44E-01
Manitol 74 0.089 1.79 3.20E-01
111 0.070 0.71 1.70E-02
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Las menores velocidades especificas de crecimiento (0.015 h™! y 0.023
h™') y densidad éptica maxima (0.11u.a. y 0.10u.a.) se dieron en el
medio con fructosa, en sus relaciones C/N: 74 y C/N: 111,
respectivamente. También, se observan velocidades de crecimiento
bajas en la relacién C/N: 111 para los medios con glucosa (0.061 h™') y
manitol (0.070 h'!). El medio con sacarosa presenta valores similares a
las otras fuentes de carbono, tanto de velocidad especifica de
crecimiento como de densidad 6ptica maxima, independientemente de la
relacion C/N que se esté manejando. En la relacion C/N: 37, el
comportamiento fue parecido para todos los carbohidratos, 0.107 h! y
D.O. méx de 1.58u.a. para la glucosa; 0.101 h'* y D.O. méx de 1.54u.a.
para la fructosa; 0.104 h' y D.O. méx de 1.39u.a. para la sacarosa y
0.101 h'! y D.O. max de 1.60u.a. para el manitol. El mejor resultado, en
cuanto a velocidad de crecimiento (0.116 h'!) y densidad 6ptica maxima

(1.96u.a.), se obtiene con glucosa en una relacion de C/N: 74.

Tomando como referencia los valores para manitol en la relacion C/N:
74 (valores dados por la empresa Biofabrica S.XXI S.A. de C.V.) y
comparando los valores de glucosa en la misma relacién C/N, se observa
un aumento del 30% en el valor de n y un aumento de casi el 10% en la
D.0. maxima. Haciendo lo mismo para el medio con fructosa bajo una
C/N: 37 se presenta un aumento del 13% en el valor de u y una
disminucién del 14% en el valor de D.O. maxima. Cabe sefialar que el
valor mas alto de p para el manitol se dio bajo la relacién C/N: 37,
obteniendo un aumento del 13% en este valor y una disminucién de casi
el 11% en la D.O. maxima con respecto a la misma fuente de carbono

en una relaciéon C/N: 74.
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En la literatura (Martinez et al. 2002; Stowers,1985) se menciona el
metabolismo de esta fuente de carbono, glucosa, por medio de la via
Entner-Doudoroff, lo que concuerda con el hecho de que fue esta fuente
de carbono la que presentd un mejor resultado con respecto al
crecimiento de los microorganismos durante los ensayos, en
comparacion con los otros tres carbohidratos, fructosa, sacarosa y

manitol.

Con respecto al metabolismo de la sacarosa y su buen aprovechamiento
para la produccidon de biomasa y mejora de la velocidad de crecimiento,
se puede decir que, aunque sea un disacarido y no todos los
microorganismos son capaces de metabolizarlos, R.etli posee enzimas
capaces de hidrolizar la sacarosa para poder aprovechar los

monosacaridos obtenidos (Almaraz et al. 2007).

7.4 Conteo de las unidades formadoras de colonias para la

determinacion de las células viables en el inoculo bacteriano

Para poder conocer la viabilidad celular del inéculo bacteriano, se
realizaron conteos de las unidades formadoras de colonias (UFC’'s) al
terminar los ensayos en los matraces, tomando este tiempo como
tiempo cero (tg) de almacenamiento y se realizd un monitoreo para
conocer la viabilidad actual de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente, sin contacto directo a la luz del sol y debidamente selladas en

tubos traslucidos.
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7.4.1 Conteo de unidades formadoras de colonias para
Rhizobium etli HP

Al igual que las cinéticas de crecimiento de las cepas, la cuenta de los
microorganismos viables y su respectivo manejo de datos, se realizé de
manera independiente para cada cepa, identificando la fuente de
carbono empleada en el medio de cultivo, asi como la relacion C/N que

se estuviera manejando.

Para la cepa HP, los resultados de la viabilidad hasta el primer
monitoreo, cuya fecha se especifica para cada una de las muestras, se
presentan en la tabla 9 para cada una de las fuentes de carbono
utilizadas (glucosa, fructosa, sacarosa y manitol) y a su vez para cada

relacion C/N estudiada.

El primer monitoreo de la viabilidad de las muestras indica que hay una
disminucién en la concentracién celular en la mayoria de los casos, con
fructosa, sacarosa y manitol como fuente de carbono, en cualquiera de
las tres relaciones C/N estudiadas; a excepcion del medio con glucosa
en C/N: 37 (2.5x108 UFC/mL). Las disminuciones son de hasta dos
unidades exponenciales, como en la muestra con glucosa y una relacién
C/N de 111 (4.6x107 UFC/mL), la muestra con fructosa en la relacién
C/N:74 (3.4x107 UFC/mL), y todas las muestras con sacarosa y manitol,

en las tres diferentes relaciones C/N.
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Tabla 9. Monitoreo de la vida de anaquel de los inoculantes de R. etli HP,
especificando la fuente de carbono, la relacion C/N, la viabilidad expresada
como UFC/mL y el tiempo de almacenamiento al momento del monitoreo

después de 6 meses de almacenamiento.

Fuente UFC/mL T.A.

de C/N ‘ ‘ ~ (meses)
Carbono (g/9) to % dispersion ty % dispersion

Glucosa

Fructosa

111 N/O* N/O* N/O* N/O*
37 5.7x108 2.7E-01 4.5x10° 1.1E-01
Sacarosa 74 5.0x10° 2.5E-01 5.0x10° 3.5E-01
111 4.7x108 2.6E-01 5.2x10° 2.6E-01
37 5.0x10° 3.2E-01 2.0x107 2.0E-01
Manitol 74 8.5x10° 1.4E-01 4.9x107 5.9E-02 12
111 5.2x10° 2.4E-01 6.4x107 2.5E-01

N/O: No Observado

=
\IOOOO\IBOO\IOOOO\I

(0]

T.A.: Tiempo de almacenamiento
to: recién almacenadas
t;: monitoreo segun el T.A.

*: debido al crecimiento nulo de las bacterias en los cultivos, las muestras

almacenadas ya no presentaron viabilidad, incluso en siembra directa en placa.

En el caso de las muestras que presentaron una mayor velocidad de
crecimiento (glucosa C/N: 74 y sacarosa C/N: 74), se observa que su

viabilidad no muestra los valores esperados con base en su




comportamiento durante la cinética de crecimiento, de hecho, la mayor
caida de viabilidad se da en sacarosa con la relacién C/N: 74 (5.0x10°
UFC/mL), presentando un 33% menos de concentracidon celular. Aunque
los valores han disminuido, se siguen manteniendo en un nivel
aceptable para su uso como inoculantes, pues Caballero-Mellado (2009)
menciona que para que un biofertilizante pueda ser asimilado
correctamente, éste debe tener una concentracion no menor del milldn
de bacterias. Cabe senalar que algunas muestras con 8 meses de
almacenamiento, tienen la misma concentraciéon microbiana que la
muestra de manitol con C/N: 74, con 12 meses de almacenamiento, que
es de 4.9x10” UFC/mL, por lo que especulamos que entre los 8 y 12
meses de almacenamiento no se da una caida significativa de la
viabilidad celular. Las muestras de sacarosa en las tres relaciones C/N,
presentan el nivel mas bajo de concentracién celular (de 4.5 a 5.2 x10°
UFC/mL).

En el caso del medio con glucosa y la relacion C/N: 37, se puede
observar que la viabilidad se mantiene casi en un 100% a los siete
meses de almacenamiento, con un porcentaje de dispersion del 0.3%.
Con respecto a la muestra con C/N: 74, sblo se observa una disminucion
de casi el 13% de la viabilidad a ocho meses de almacenamiento,
manteniéndose en 4.5x10” UFC/mL, con lo que se puede utilizar como
inoculo bacteriano al cumplir con el parametro de concentracion celular
(Peralta-Diaz et al. 2007).
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7.4.2 Conteo de unidades formadoras de colonias para
Rhizobium etli CIAT

Para la cepa CIAT, los valores del monitoreo de viabilidad se
acomodaron de acuerdo a cada una de las fuentes de carbono utilizadas,
y cada una de las relaciones C/N estudiadas, esto para poder comparar
de mejor manera el efecto de estas variaciones en la viabilidad celular

del inoculo. Estos valores se condensan en la tabla 10.

Tabla 10. Monitoreo de la vida de anaquel de los inoculantes de R. etli CIAT,
especificando la fuente de carbono, la relacion C/N, la viabilidad expresada
como UFC/mL y el tiempo de almacenamiento al momento del monitoreo a

partir de los 4 meses de almacenamiento.

Fuente UFC/mL T.A.

de C/N
Carbono

% dispersion £y % dispersioén (meses)

37 2.5x10° 3.1E-01 6
G- 74 3.3x10° 2.7E-01 2.8x108 6.7E-02 8
111 1.5x10%° 3.4E-01 2.4x108 3.0E-01 4
37 8.5x108 6.1E-02 5.8x10’ 1.6E-01 6
Fructosa 74 N/O* N/O* N/O* N/O* N/O*
111 N/O* N/O* N/O* N/O* N/O*
37 4.7x10%° 2.4E-01 5.1x10’ 2.8E-02 6
Sacarosa BVZEERr NIk 1.2E-01 4.7x108 1.7E-01 9
111  3.7x10° 2.2E-01 3.4x108 2.0E-01 4
37 2.3x10° 4.0E-01 4x107 1.5E-01 6
74 1.7x10%° 3.9E-01 3.7x108 1.9E-01 7
111 2x10%° 2.7E-01 4.5x108 1.6E-01 4

N/O: No Observado

T.A.: Tiempo de Almacenamiento
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to: recién almacenadas
t;: monitoreo segun el T.A.

*: debido al crecimiento nulo de las bacterias en los cultivos, las muestras
almacenadas ya no presentaron viabilidad, incluso en siembra directa en placa.

Para CIAT la concentracidon celular viable se mantiene en una unidad
logaritmica por arriba de las muestras de la cepa HP, tomando en
cuenta que el tiempo de almacenamiento es menor. La muestra que
presentd una mayor velocidad de crecimiento, cuya relacion C/N es de
74 utilizando glucosa, no presenta una concentracidon celular mayor
(2.8x10%® UFC/mL), como se hubiera esperado por los resultados
obtenidos en los ensayos previos, de hecho, la viabilidad de la mayoria
de las muestras se encuentra dentro del mismo rango exponencial (10’-

10®), aunque las muestras lleven entre 4 y 9 meses de almacenamiento.

La disminucidon de viabilidad después de 8 meses de almacenamiento,
en el medio con glucosa con relacion C/N: 74, fue de 11%. La mayor
caida de viabilidad se dio en el medio con sacarosa con una relacién
C/N: 37 y fue del 30%, aunque la concentracion celular viable se redujo
(5.1x107 UFC/mL), sigue siendo una cantidad aceptable para su uso
como inoculante en el suelo agricola ya que mantiene un valor superior

al millon de células (Caballero-Mellado, 2009).

En los medios en los que se empled fructosa, se puede observar que
desde la relacion C/N:74 no se presenta un crecimiento representativo

como para ser contemplados como un medio de cultivo alternativo.
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7.4.2.1 Viabilidad de muestras almacenadas a dos temperaturas

diferentes

Para la cepa CIAT, aparte del monitoreo a temperatura ambiente se
realizd una prueba de almacenamiento de los cultivos bacterianos a una
menor temperatura (4°C). Esto con el fin de ver el impacto de la
temperatura en la viabilidad de las células, estando almacenadas en el

medio de cultivo agotado.

Estas condiciones de almacenamiento sélo se aplicaron a los indculos
que presentaron un mejor crecimiento, determinado por la velocidad
especifica de crecimiento y la densidad optica maxima medida en el
cultivo sumergido, asi como una viabilidad aceptable en condiciones de
temperatura ambiente (23 ©C). En este caso las fuentes de carbono que
mostraron ser mejores para la cepa CIAT, son glucosa y manitol en una
relacion C/N de 37. El monitoreo reportado se realizd a un mes (t1) y
seis meses (t,) de almacenamiento, en las dos condiciones de

temperatura (4°Cy 23 °C) vy los resultados se observan en la tabla 11.

La eleccion de esta fuente de carbono se debe también a su
accesibilidad econdmica. Ya que, para la produccién industrial del
inoculante, algo de lo que se busca es reducir los costos de produccién y
la glucosa presenta un costo menor al manitol en un 93% seguln una
comparaciéon que realizamos (2011). Con esto se puede reducir
considerablemente el costo total de la produccién asegurando la
presencia de suficientes bacterias de buena calidad para inocular los

suelos de siembra.
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Con respecto a la comparacién de las dos temperaturas de
almacenamiento se puede observar, contrario a lo que se reporta en la
literatura (Freire y Sato, 1999; Peralta-Diaz et al. 2007), las muestras
que se presentan con mayor viabilidad hasta el término de este trabajo,
son las que se han mantenido a temperatura ambiente. Dichos autores
reportaron tener una mayor concentracidon celular tras almacenar sus
muestras bajo temperaturas de refrigeracion, en comparacién con
temperaturas mas calidas (23°C). Tanto con manitol (97%) como con
glucosa (92%), siendo 1.4x10° UFC/mL la concentracidon celular de la
muestra con glucosa y de 1.6x10° UFC/mL para la muestra con manitol.
En ambos casos, la viabilidad mantenida hasta el momento estd por

arriba de lo aceptado para su uso como indculo.

Tabla 11. Monitoreo de la viabilidad a un mes y seis meses, de dos muestras
de R. etli CIAT, con medio agotado YEM y YEG, en una relacion C/N: 37,

almacenadas a 4° y 23°C cada una.

Fuente Temp. de
(<[}

Almace- o 0
carbono /o /o

namiento dispersion dispersion

2.5x10° 3.0x10°

Glucosa 4°C 6.7E-01 N/O*

C/N:37 23°C 2.2x101° 4.7x10'° 1.4E-01  1.4x10° 1.2E-01

Manitol 4 °C 2.3x10° 3.0x10%® 2.4E-01 N/O* N/O*

(of4\Fc¥/ 23 °C 1.3x10%% 2.1x10'°® 2.56E-01  1.6x10° 3.2E-01

N/O: No Observado




to: recién almacenadas
ti: un mes de almacenamiento
t,: seis meses de almacenamiento

*: debido al crecimiento nulo de las bacterias en los cultivos, las muestras
almacenadas ya no presentaron viabilidad, incluso en siembra directa en placa.

Se deben hacer mas monitoreos para poder concluir de mejor manera
cudl puede ser una mejor fuente de carbono y a qué temperatura se

mantiene la viabilidad celular por mas tiempo.
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8. CONCLUSIONES

Al variar la fuente de carbono del medio de cultivo, utilizando
manitol, glucosa, sacarosa y fructosa, se pudo demostrar que la mejor
fuente de carbono para las cepas HP y CIAT de Rhizobium etli es la
glucosa, presentando los mejores valores de velocidad especifica de
crecimiento, siendo de 0.131 h'! para HP y 0.116 h™! para CIAT en la
relacion C/N:74 en ambos casos.

La mayor viabilidad también se presenta en las muestras
obtenidas de los medios de cultivo con glucosa bajo una relacién
C/N:74, para ambas cepas, observando valores de 90.8% y 91.5% de

viabilidad para la cepa HP y CIAT, respectivamente.

Las mejores condiciones obtenidas de crecimiento y viabilidad inicial se
dieron utilizando glucosa y manitol como fuente de carbono, con una
relacion C/N:37 (g/g), para la cepa CIAT de R. etli. Después de seis
meses de almacenamiento a 4° y 23°C, la viabilidad celular se mantuvo
mas alta en condiciones de temperatura ambiente (23°C), siendo del

97% para el medio con glucosa.
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9. PERSPECTIVAS

En este experimento se trabajo con fuentes de carbono econdmicamente
mas accesibles para uso industrial. Para un posterior estudio, se pueden
emplear otras fuentes de carbono que la bacteria metaboliza mas
facilmente. A su vez, se puede variar la fuente de nitrégeno del medio
de cultivo, todo esto con el fin de mejorar los rendimientos de
produccién, asi como elevar el tiempo de vida media de las bacterias en

el indculo.

Con base en la informacidon sobre la importancia de la produccion y
metabolismo del PHB en la bacteria en vida libre y el bacteroide, se
podrian realizar experimentos de hidrdlisis acida para hacer una
cuantificacion del PHB de las células y su comportamiento con respecto
al tiempo. Para poder mostrar, ademas, si existe una relacidon directa
entre el almacenamiento de este polimero y el mantenimiento de la

viabilidad de la bacteria que lo produzca y almacene.

El fin de este experimento fue la investigacién de las condiciones de
cultivo que pueden mejorar el rendimiento y viabilidad de R. etli a nivel
de matraz, por lo que, lo que prosigue es el escalamiento a
biorreactores de 1, 10 y hasta 1000 L, para la produccidon del inoculo
con las nuevas condiciones propuestas con base en los resultados

obtenidos.
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