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F.sto ostudio no roaliz6 a ni vol do lnborntorio a fin -

de cnrnctoriznr y Upificnr 16 copnR do Ilhizohin.n ~cum 
l:i.s 'JllO en exporimontos, n.ntoriores so )1a comprol1ndo q110 -­

Aon ~,ltmnento ofoctivas on la fijaoi6n do nitro~eno. 
F.n primer lugar 110 roaliz6 una aorl.o rlo 13 prnobas lJi.2, 

qdmicas que fneron lns siguientes: closarrollo en glucosa -
poptona-agar, roncci6n en la lechrJ tornasolada, rlo<Jnrrollo­
on oi trato do Kosor, :producción de !!,,S en a~ar sulfito do -

"' bifllnnto, desarrollo en el modio modificado do Dorgonson pr.2 
duooi6n do cotolacta.so., roncci6n en ol medio de m~\IA-nzul -
de broniotimol, desarrollo 011 el mor1io de EJ .. '.IA-rojo-congo, -
dcsnr:rollo en modio do Elll!A con criatnl violeta (1: 1000) y 

(1: 150000), fermentación do xilosa en el modio de EIMA,. fe_! 
montación de namnosn en el modio do ELMA y :por Último ln -­
prueba de la actividad de hidrogennsn.. 

Tambi6n so renlizaron otro tipo de pruohns con lns mi! 
mas oepas oomo son: la resistencia o sensibilidad a loa si­
r,11lontes antibióticos: Amiknoim., no. nalidixico, nmpioili­
na, oefn.losporina, clornn.fonicol, fur::md1U1tina, gentrunici-­
nr., oolimioina., penoilioinn, sulfrunotoznsol-trirnotropin, t_2 
tra.ciclina, oloxncilina, eri tromicina, lincornioinn, novobi,2_ 
oinn., estreptocimina. 

Y po:r último so renlhó la pruoba do tolerancia a la -

ncidoz y alcn.Unlclnd, 6sta prueba se llevo a oa.bo con 14 de 
lns copas ya que la 1 y 3 se comportaron atípicwuonto y la.s 
elirninnmoe al igual que en la prueba. do resistencia a anti­
bi6ticoa. 

Para tista. :pruebo. so oli~i6 un rnngo do pi! do 4-9, se -
roa.liz6 con la finalidad de doto:rl!l:l.na.r ol pH 6pti1110 de dos~ 
rrollo y a.sí conocer su com:portrunionto a cnmbios bruscos de 
6sto pa.rfunetro. Condición que es muy frecuento al introtlu-­
cir inoculnntos al suelo de tal mllllorn. que Cista. infonnaoi.6n 
nos ayuda n. eligir las copas quo más convengan para trn.ba.-­
jn.r on 1111 suolo dotenninndo. 

Los rosul tn.do do lns pruebas bioqu!micas corrof3}london­
ns1 en su totalidad o.l genéro Ilhizobium j aponicwn obsorvan­
doso que ooiciden con lo reportado on la li tora.tura, Bola--



- 2 -

mente lae oepa11 1 y 3 perdieron eu8 oarnotor!etione típioae -

y ésto ee atribuye a que probablemente lae oepas euftieron un 

cwnbio génetioo. En la prueba de resietenoia a antibi6tioos -

se obeorv6 quo oada una de las copan presenta un patr6n de -­
comportamiento diferente oon respecto a las otras. 

Por lo quo se refiere a la Jlrueba do tolerancia a la aoi 

dez y alcalinidad ee logr6 ver el rengo de pH 6ptimo para el­

máximo desarrollo de cada oepa. 
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1.- En 101;1 últimos n.fios loo ostnrl:los roforontos n la prí1cti­

ca rlr, inoculación y los bonoficios quo do Ófl tn dori van han -

numEmtado consirlornblomonto; doter111lnímdoso quo ln!l copas do 
Rhizol1l1u11 clohon rouni r ciortns carne todstlcns para qno --­

Aenn cmploadns con fines agronómicos, 

Actualmente no exi:=iton resultados quo po:nnitnn corroln­

cion ar 1 a o f ec ti vi dad en 1 a fi j aci6n do nitró gono con l ns c ~ 

ractorísticns fisiológicas y sorológicns; poro os de gran i~ 

port1U1cla ln. fonnación de un copn.rio con un criterio ostrlc­

to del comportrunicmto do las copas solocclnnarlas co:no alta-­

mm te oficien tes en experimentos do invernadero, ospocialino!!_ 

to cuando éatn infor:11nción es complementada con 11ruohns 1!0 -

to.loranc:ta a la n.cirloz, o Jiión a concontracionos elevarlas de 

snlos, las qno son do gran Utilidad para saber si las copas­

tionon cnpn.ci.tlarl para adaptarse on suelos con éstas condicio 
ncm, •lo tal morJo r¡110 oi conollimiento do las cnractorístlcns: 

n.n tori oros y ol control os trie to do 1 ns e opas au téntic ns de­

Hhi zobi tun 1111111011 ta las 1irohalii 1.irlndos rlo 1¡110 ln inoculaci6n­

rocomcndada proporciono los bonofiolos quo se ospornn do --­
olla. 

Con Jrnse en lo ontorior, on ol prosonte tral>ajo so pro­
nodio a ofoo tunr el estudio dol oomportrunlonto motah61ico y­

ac ti vi dad do las bacterias si111l1iótioas fijadoras clo nitrógo­

no rlol género Rhizobium ospoclo ~~onicum, 11nra lo quo so a­

plicaron once pruebas hloquírnicas, diez do las cuales pormi­

ton caracterizar. a fistas copas do mru10ra general y otra rof_2 

rento a ln actividad do la hidrogonnsn, r¡uo do acuerdo con -

n11111orosos roportos paroco oxisth· una relación directrunento­

pro¡iorctonal con ln ofoctividnd do la copa. 

Otras pruebas realizadas corrospondon a la dotom1lna--­

ción do ln tolerancia 11 ln ncidoz y alcallni.dad y sonsi hili­

rlarl o resistencia a n.ntibióticos, ésta Última con ohjoto do­

u ti.U zar algunos antibióticos en ostndios pos torio res. 
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2.- I Cnrnctor!l'Jticas do Hhizobium. 

:\do111ás rlo ~JU oa¡·aclrlad para fonnnr nódulos con las logn­

minosas, qno sigue sim1tlo la bn:-ic más acpptahlo pnra la ulllc,!l; 
ci6n taxonómica rlo su género, Rhizol1J.1un pres on ta los si gule!.! 

tos caractoros distintivos: bacilos Grrun negativos clo tamnño­

mediano, movilos y con gránulos do ]lolihidro::dbutirato, <¡110 -

so desarrollan escnsamonte on glnoosn-poptona-ngar, on crun.bio 

en un modio do ngnr con extracto •lo lovnilura au desarrollo os 

1 onto al princi}lio y finalmon to abundan te dando or!gon a col2_ 

nins caractorísticns, de apnrioncia acousa o blancas (con --­

cierto grado do variación reconocible después 1!0 <Jiorta oxpo­

rioncia con ésto g111po); la fonnación do ácidos es oscas a o -
nula, 

Respecto n la velocidad do crecimiento del ¡~Cmero Ilhho­

bium; existen especies r¡ue se considoran de crocimionto rá11.!_ 

do yn r¡uo alcanzan su máximo dosarrollo on horas, y so clnsJ.­
fi.can 001110 portenecientes nl grupo I, en tanto que ol grnpo -

2 incluyo a las oa}'OCi es r¡no so considernn do crecimiento le~ 

to y óstns alClanzn.n su míb:imo desarrollo on un Jlerfodo do 5 a. 

7 días, y ésto parece roflojar verrladoras diferonclns motahó­

lic as entre csp eci es do ós to gón ero. 

En el me!lio de agar levnclurn. rnanitol su dosnrrollo es a­

bundante en 3 - 5 días, fo1i11ándoso colonias incolóras o hlnn­

cas y gomosas cuando portonecen a las es11ccics trifolii , lo­

gn:11inosaru111, phnscoli, !!!_~lilot.!_ y algunas del gn1J10 del ca.u­
pi, en tanto que las espocios lupini, j1q1md.cum, rizoMa clol­

Lo tu~. y la rnnyor parte del grnpo caupi en éste misrno medio so 

desnrrnllim J.entw11ente oliservímclose c1·ccfoicnto escaso en nn­

]Jerfoclo ele 5 a 7 clías, las colonias son más JlOr¡ucfíns y blan-­
cus y Coll :fon11aci6n de goma cscana. 

Fn t•s te rnfo mo lll odl o adicionado do rojo 0011 go 1 ns colon f. al' 

de ri zoliia nlisorlien muy poco colorante o nada, ilcsarrolla.ndo­

coleniar; :l.ncoloras o levemente rosadas. 

Keyser, rclaci011ó e11tns caractcrísti<'.ns rlc desarrollo rá 

pido y len Lo como la presencia o nuirnncin de ciertas en:d.mas, 

lo r¡uo fu(J ratifioaclo por rnrk. 
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Grahrun, rcport.ó que el. ('.111110 do desarrollo rápirlo ntil!. 

zó un mayor n(uuoro do fuentes clo cnrbono cp1c lus <lo credml on 

to lento, 

0tras carar.t.edst.lcas Út.iles pnrn el r.ccClnocjmionto dc­

osos grupos clo "cspocios 11 Ron: la nat.1iralo:rn dom:~ ru1Hgcnos 

somCtt1cos • estirnulnción 111o!li nn te azúcares 11ent6sl.dos o vi tn­

rnhias, ] imites ele tolerancia n pi! y do torn1•rraturn, y proclu~ 

c16n do 11 2s. (2íl), 

Sin om.hargo J1astn la fecha el r.ri torio más aceptado pa­

ra lo. 11l1icnc16n tnxonórnfoa do lns <~srcr.i os so basa on su in­

foctivirlacl a cletor11d.11ndo tipo de l"['.l'minoHaR en lar. qno dan­

orlgon a ln formación 110 nódulos. Esto so delio a qnc tllnto -

l ns especies ele r1 zo11in, c0mo las J>lnntas do leg11111il1osas prE_ 

sent.nn im grado de especificidad y esto lo podemos ol>servar­

clnrrunoTJ t; e en la tabla A. 

l!nstn hace poco so creía rrne lc.s lcg11111i110!-las errul los -

Ú11ieos Jmos1iedes 1rnra Illd wldvm, Jl!Jro en 1973, se clcirn11Jir:I ó­
un cm10 en el qllc flhi.7.ol1ilJ!l_I de ViL!ll<l; ~ll12si~ ( ( 11 Cowpea 11 ) -­

fomn nórlnlos en Trcm11; ~2~ una plantn tropical 110 lcgtuni-

11osa, Trema es en la ncLualidnd el único género 1lc no logum,!, 

no:·rnr. conocido que so lrn locnlizaclo J>Or d zobia. 
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Grupos ele inoculnci6n cruzndn do RJdzollillm ( 39) 

Tipos do crocimionto 

rápido. 

Grupo el o ln nl fnlfa 

Gn1po riel trébol 

Grupo clol chícharo 

G111po Phns col ns 

Tf¡ o do crollÍmionto 
1 en Lo. 

Grupo de la sojn 

Organismo 

H.mcliloti 

R. trifoli 

R. 10~11i-
nos artun 

R.Phnscoli 

g. J,1111hti 

n. jnpo11j Clllil 

"Hhol1ia del 
cowpea" 

Plantns hu6spedos 

i\loliloto, alfalfa 

Trébol 

Chícharo, 1N1toj ns 
al r,11.m as 11 ah ns • 

Frij61 

Lupino 

Soja 

Vigna sinesis ( 11 co1v­
pon"} cacahuates aca­
cias etc, 
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2.2. Co.racterfotioas metab61icas. 

Rhizobi mn, puede usar lUta grn.n vnri odad do c ar1>ohidra­

tos, produciendo ácido pero nunca gas, utiliza. nitrligono 
inorgánico (amonio o nitdi.to) para su crocind.ento, algunas­
copas requieren factores ele crecimiento y runinoáciflos paro.­
su desarrollo 6pti1110 o hi6n pueden usar fon11as de nitrógeno 

excepto ni tri tos. 

Hhizohim.1 os dfibilmcnto proteol!tico. 

Los rnerUo::i sintéticos adecuados para ol croc.lmiento do 
algunas copas hnn sido descritos por Ferry, Etal, ScluninghE: 
mes y Ilergenson. (6) (23) (43) 

El gluconato de calcio (5~ p/v) y fuentes ele carhohi-­
d1·atos ospecificos son útiles como suplementos del medio PE: 

ra copas de crecimiento lento. El intervalo ele temporntura-

6pti1na do crecimiento .es de 250 C - 30º c, (12} Una tcmporE: 

tura de 70º C. rluranto 10 minutos es letal, otra caractor.ts 

tica de éstas bacterias es, la intolerancia a la ácidoz, -­
más adelanto so lrnblará do ésta propiedad, 

Los rizohia no crecen bi6n en medios do cultivo con -­
peptona como so monoion6, mmqno ésta so u-tlli za corrion to­

mento para muchas bacterias, poro si crocon en diversos ex­

tractos complejos de origen vegetal como ol extracto do le­
varlura, que por lo general, es la fu011te de ni tr6gono más -

convonlonte ya sen on fonna de extracto fresco o do prcparE: 
dos comorctales; co1110 fuente de carbono se usa a menudo ol­

rnanitol poro puedo ser sustltu1do po-r otros, como la glucosa 

o la sacarosa, oiortos rizoh.la se desarrollan mojor en o--­

trns J1exosns o pentosns, así ocurre con 11111choH risobia do -

croc.lmionto lento los cualos usnn proforentcmonto galactosa 

o arabinosa, 

.\lgunas pruel>as bioqu1111icas ayuclan a distinguir el gÉ_ 

noro Rliizobimn do otros gónoros, a continuaci6n so citan,­
' algunos medios <lo cnlti vo que son ú tilos en 1 a ro ali zaoi6n-

d o las clifercnciaoi6n. 
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El agar extracto de levadura rnani tol conocido también 

como medio de EUrtA, es nmpliiunente utilizado en el ai11le.-­

miento de RhizobiUlll. ( 48) Su composici6n se cita en el --­
ap éndiee. El carbonato de calcio os generalmente omitido i. 

del medio 1 sobre todo en los casos en los que se pretendo­
realizar determinaciones del crecimiento bacteriano por -­
turbidimetría. Las cepas de crecimiento rápido ee desarro­
llan on un tiempo de 3-5 días, formando colonias de color­
pUido y aspecto gornoeo. (48) 

El medio do EUllA, con indicador rojo congo ( 10 oo de­
una 11oluoi611 nouosa 11400 estorilizn.do por eeparn.do y agr.! 
gado on !onna ae~ptica a en.da. litro do medio fundido antes 
de su uso), es de grnn utilidad pnra di .ferencia.r Rhizobiu111 
de otra.e bacterias, en general Rhizobium ee tiHe dobilmen­
te con éste colorante, en tanto que otras bacterias tomM­
el color con intensidad. 

El comportamiento de cada ee1ia de Rhizobiwn en parti­
cular debe estableceree mediante eul tivoe puros auténticos. 

tomando en cuenta otras características coloniales para -­
!orzar sn distinci6n. Lo anterior se logra más faoiJ.mente­

analizando el oreoimiento euperfioial en el medio de oul t! 
vo (EU!A). 

En el medio de gl ucos a-p eptona-ngar (su cornpoaici6n -
se cita en el apéndice), el crecimiento do Rhizobiwn es p~ 
bre o bUn no se deteota crecimiento a lae 24 hrs. eso mi!!, 
mo ocurro con otroe medios que contengan peptona, exieten­
exoopoiones en muohae copas de Rhizobiwn meliloti referen­
te al oreoimiento do 6sto medio. Esta prueba so realiza en 
laboratorio como prueba do rutina. 

Otra prueba que so utiliza en la rutina ea la prueba­
de la loche tornaeolada. 

El empleo de la leohe como modio de oul ti vo data de -
los comienzos do la bactoriologta.. Se utiliza oomo modio -
diferencial para demostrar si un microorganismo efectúa la 
formontiicÚn, peptonizaci6n o ambos efectos a la vez. 
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La caso!na 011 una proteína oapnz de roricoionar como -
ácido débil o como baso poco energética (anfótero). En la­

loche so onouentra enteramente on suspensión coloidal. Al­
guna baotoriae segregan nna enzima parecido a la ranina C.!!; 

paz de hidrolizar casefoa y trnnsfo1111nrla on parnonsefoa -
eclublo y en cuerpo similar a la peptona, La paracasefoa -
11olublo reacciona entonces con las 11alee eálcf.oae dieuol-­
ta11 y 110 fonun.n un precipitado do paracnsoináto de cálcio, 
el Hquidc claro que rodea el oo1gulo do paracaeofoa eo e~ 
noca por suero, esto se representa en el esquema siguion-­

to: 

caseína + ranina 

Cuerpo poptoide p-oase!na soluble 

+ 
sales cálcicas 
paraoase!na 

(paracaeoinato de Ca) 

Las bacterias que fenuenton con rapidez la laotoea -
produce suficiente 'cidoz para precipitar o coagular la -
caseína, El ltquido claro que se sopara del coágulo es el 
suero, la acidez obtenida basta para impedir que prosiga­
ol desarrollo baoteriano, Las bacterias que no fennentan­
la lactosa pueden producir coágulo con ranina, eiguiendo­
una peptonizaoión do la case!na con formación de diversas 
fracciones solubles, La lecho se vuelve alcalina en la -­
reacción. 

Las bacterias que fonnontnn muy lentru11onte la lacto­
sa no tienen la propiedad de preservar las proteínas, 

La concentraooi6n Hmi te de hidrogenionos no se al-­
can za nunca y la proteína se descompone a medida que so .!! 
tiliznn 1011 carbohidratoe ya que si hay carbohidratoa no­
oourren alteraciones putrefacticas pues éstos preservan -
lae proteínas. En talee condiciones la. locho puode volv~ 
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ee 6.oida o alcalina 11ogún predomino el efeoto do fermenta­
oi6n o el de putrefacción. 

A la leche 11e le afio.de oon frecuencia el indicador -­
tornaeol para detectar 011.1ubio11 de pJI en el medio. 

Exieten otroe colorantes 'oomo la 1rnlfonftale1na de -
brillo no inteneo como el púrpura de bromooresol y el azul 

de hromotimol que mueetran una eeneibilidad mayor y eon e~ 

periores al tornasol para apreoiar •amhioe en la reaeoi6n­

de la leche. Sin embargo, el tornasol indioa también el P,2. 

tenoial de oxidaoi6n-reduoei6n clel medio lo que no pueden­
haoor los indioadore11 eintétiooe de eulfonftaleína y éeta­

propiedad euole ser de :Lmportancia para el diagnóetioo. A! 
gunae baoteriae tienen la propiedad de reducir el tornaeol 
a eu for111a inoolora. Por ello el tornaeol continúa eiendo­
llluy utilizado para aifadirlo a un medio lli.cteo. 

Rhizohium produce cambios lentoe y variadoe en lecho-
tornasolada, por ejemplo Rhizobium meliloti da una reo.o __ _ 

ci6n ácida, y mucho.e cepo.e producen lentamente una zona de 
suero en la parte euperior del tubo, en tanto que Rhizobi\Dl 

~!.~tiene la propiedad do producir alcalinización -
del modio y no producir zona de suero, (29) 

Otra prueba ueada es la que se realiza con llledio de -
El.MA agregando co1110 indicador el azul de hromotirnol en la­

proporci6n de S ml. de una eoluoi6n alcoh6Uca al o.s~ lt. 

y el que penoite detectar lo.e variaciones del pH por carn-­
bioe en el color del indicador (48), y ee utiliza para di­

ferenciar la.e eepeciee de Rhizobiwo de crecimiento r5.pido­

que producen 6.oido, de las de oreoirniento lento que preso~ 
tan reaooi6n al•alina. 

Exhten otras pruebo.e que penniten la diferenoiaoi6n­
entre eepeoies de Rhizobium, de orooimiento lento r21), -­
nos habla de una pruebo. para ver ln fermentnoión de nzÚol\­
ree oomo eon la xiloea y la rrunnoiio., en ésta prueba se u­
tiliza el medio de EUIA y en el, ee eueti tuyo el mani tol -
:por algunos de loe nzúoare11 antes monoionados y ae usa oo-
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mo indicador rojo de fenol a una ooncentr;\ción do o.n g/1, -
11e eometon lae cepas a incubación durante 3 a 7 d!ne a unn -
temperatura de aooc. 

Como roeul tado de ósh fennentación ee produce acidez -
óata rruoba so interpreta observando el viro dol indicador -
Bi hay producción de ácido, el cambio de color os do rojo n! 
ranja hasta llegar a amarillo según eoa la cantidad de ácido 
presente. 

R, lupini produce ácido a partir de xilosa y ramnosa, -
en tanto que n. japonicum nó. 

Lae pruebas bioqu!micae son utilizadas en la diferenci!. 
ción de cepas de Rhizobimn, eetae incluyen propiedades como: 
requerimientoe vitai11!nicoe, tolerancia a NaCl, tolerancia a­
la acidez y alcalinidad, utilización de oarbohidratoe e in-­
tennodinrioe, y truubUn respuesta a ngento11 antimiorobinnoe. 
(19) (25) (27) 

Otra prueba útil para di ferenoiar a Rhizobium de otroA­
génoros es ln que orn11lea el modio de EIAIA con cristal viole­
ta a una oonoentrnoi6n do 1: 1000 y 1: 1soooo. Algunas especim 
de Rhizobiuin presontnn un crecimiento similar al de Rhizo­
bium jnponicuw, ein embargo otras desarrollan colonias pe-­
quef!as que toman ligeramente el color del medio, en cainbio -
Agrobactorium . radiobacter desarrolla coloniae lisas en la -
superficie con centros de color violeta. (22) F.sta determi­
nación y otrae que se menoionan a continuación son de espe--

' cial interés cuando se efectúan aiiilamientoe, as! por ejem--
plo otras especie!! do :\.grobaoteriurn, son muy abundantes en -
el l!tuolo, frecuentes se confunden con Rhizobium en loe proc! 
dimiento!I de aislamiento ya que en el medio de EL\lA producen 
coloniae indistinguibles, Sin embargo existen otros medios -
que son útile!! paro. distinguir a eeol!l géneros. 

Graham y Parker, examinaron muohae copas y al aplicar -
varias pruebas bioquímicas, observaron que Agrobnoterlum __ 
proeonta un orecimiento oaraoter!etioo en gluooea-peptona--­

ngar utiliza citrato, protluoe sulfuro de hidrógeno en el me-
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dio de cultivo agar sulfito de biemuto y forulll. un prooipit~ 

do on agnr glioorofoefnto do calcio. (28) 

En oonetraste con Ilhizobium el creoimiento t{1Jico es -

eeoaso en gluoosa-peptona~agar, no utiliza el citrato, fonna 
J!OCO o nada n2s en agar sulfito do bismuto y no da preoipi t_! 

do en agnr glioerofoafáto. 

Brynnt reportó que en el medio modificado de Borgen son 
lns especies de Agrobacteriuu1 ti en en buén creoimiento mien­

tras que algunas copas de IUdzobium no crooen en éste medio. 

La oompoeioi6n do é!lte medio ee cita en el apendioe. 

Es intoreeante la noto. que nos dioo que cultivos niela­
dos de rizobia, loe cualoe fueron res11onsablee de la forrna.-­
ción de nódulos, no orcoioron en el modio do looto1rn mangan_! 

so, mlentra.e que oepu1 de Agrobnotorium moAtrriron nlmnda.nte­
oreoimiento, por lo tanto ésta prueba oe muy útil para esta­
blecer la diferencia entre Ul\izobium y Agrobaoterium, 

Existe otra ¡1rueba que ayuda n di feronoia.r a éetos doe­
génoros y se basd. en que el g6nero Agrobacterium tiene la -
on1iacidnd do, (oxidar el carbón 3 del núcleo glicoddioo do­
dil'!aoáridoe ), y do a.cuerdo al azúcar utilizado se obtiene 3-

ceta.laotoea, 3 oetomal tosa ó 3 cetosaoarosa, oompuoetoe quo­

son fácilmente detectados mediante reactivo utilizndoe para 

nzúonres reductores (Fhling, Benedict, Luff, oto.), ln oomp!!. 
sición del medio ee oitn en ol o.p~ndioe, 

Dernaeete y Do Ley traba.jaron con 33 especies do loe ei 

guiontoe géneros observando que ninguno es capaz de oxidar -

al carbono 3 del núcleo gliooeídico de di~.rnoaridoe: ~ª.!:. 

.!2!:• Aerobaotor, Aloaligenes, Dnoilus, Choromobaoterium, ~­

ohoriohia, Gluconobnoter, !i_ooardia, Mycobaoteriwn, ra.racolo­

haotrum, Peeudornonas, Rhizobilun, Streptomyoos y Xanthomonae. 

(7) (8) (9) (10) 

Doe determinnoionea muy importantes desdo el punto de -

'Vietn de la aplionoi6n práotioa de Rhizobiuin eon aquellas --
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quo pornii ton ovnlunr la fij nci6n do ni tr6ge110, son pruobas­

cnzimáticas y corrosponden a lu dctonuinaci6n do la ncti vi­

dnd de hidrogonnsn y la dote11ninnci6n do ln actividad do la 

n:I. tro gon ns a. 

Durnn te la roducci6n dol ni tr6gcno n runoniáco RO prod~ 

co simultnnonmonto lddr6gono gnsooso lo ·que conRti tuyo unn­

pordida do enorgín. En relnci6n a ós to so ha observado quo­

nlgunns copas de Rhizobituu disponon do un gon denominado­
hup+ ol que penni t;7í';;shnctorias sintotiznr una hidrogo­

nasn, enzima que cataliza ln disociación del gas en proto-­

nos y oloctroncs los que son rflutilizndos en el proceso do­

fij ación o reducci6n de nitrógono reportándose que lns cc-­

pas que poseen ésta i?1.fonnación genética son más oficien--­
tos on la fijación do nitrógeno. (37) 

La prueba do la actividad ele hidrogennsa os una prueba 

muy importante para vo¡: la actividad cnzimii.ticn on el suo-­

lo. (35) (43) (46) Tamliión r.s importante porque ayudan­

evnluar la fijaci6n do nitrógeno por Uhizobiwn in<lircctrunc!}_ 

to, ya quo la actividad de hidrogonasa es diroctrunnnto pro­

porcional a la cantidad do nitrógeno fijado, ésta pr1101Ja so 

realiza con ol reactivo clorhidrato do 2, 3,5, trifonil to 
trazoli11111, tlsta snl es reducida cuando existo actividad do­

hidrogenasa y la intcrpretnci611 de la prueba os la siguien­

te, ol reactivo inicíalrncnto es do color runarillo pálido y­

si so lleva n cabo la reacci6n hay un vire a color rojo cn­

condido, Las colonias se aprecian ele color rojo cnccndiclo­

si la prueba so positiva. 

La roacci6n c¡uo so llo-va a cnbo es la siguiente: 

Amarillo pálido Rojo 
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Con lo quo respecta a la r•ruoba do la nitrogonasa se -

Uonc quo ósta cval(rn diroctruuonto la actividad lle la nl tr~ 

gcnusa madianto la técnica do la reducción do ncotilono n _2 

tilono, os sumamente acnailllc y puedo llovarirn a cnbo on -­

riroparacionos y cultivos bacterianos en el laboratorio y en 

nódnlos do legumbre y on linctorias do vida libro in si tu. 

Esta pruelJa esta basada en la reducción do c212 a c2 -

11 4 catalizado por la ni trogcnasa. La técnica os muy simple­

rápida y ofoctiva, el procodimicnto so efectúa moclianto una 

j oringa. que tiono ac etilcno que ya está medido, el cuál es­

inycctado al cultivo in vi tro o bi ón nl sis tema radicular -

con n6dulos, esto se roaliza on matracos adecuados pnra el­

oxpndrnon Lo, <los1111t1s do varins hornR do lnc11l111c1ón no to1111u1 

looLurns 0Rtrnyo11clo nnnvnmnnl.o 0011 1111n jPrln1(n ol ((Oíl do --

1011 11111t.rnoc1r1, r1111.(J 1~1111 1101·~ nlllnll<J 111llll1(1111 l111lio 11c1l.lvl-­

d11il tlo 1111 t'fll(l•llllrtll y rttl l'Cll\ l l •1.1111 1111111111 I OllClrt dol l\IHI cl11t1p11f•H 

1111 111 l111111hnnlt111 111011111111.u 111·1111111l.11111°11l'f11 1111 1111rtcir1, 

1.1111 v1•11l.11J11r1 ilo (1111.11 l.f1111il1111 11rt q110 1111 olil1•11d1·ri11 vnJo .• 

1•1111 tl1• 11111'~1(1•1111 l'IJ111l11 l'f1pld111111111l11, y 11d1•111fi11 111111111111ld111•11 .. 

(IJ'1111tlvn yn q111J1od11111011 111d1or ol vn.Lol" 1·0111 do 11.ll.dl(\l'llO 1'1-

j nclo, nsÍ JlOllOl' elegir la CO]lO. mC\S ofootivn. 

Como dnsventnjaB do la t6cnica so tiono, r¡un si no so-

111n.n11ja 11.1ln1111n1liu11rm l.o "" p1101ln cnn.1· "" l'IT01·nn r.01110 1 n J11i1·1I_!; 

dn 11!1 µ;1111 ol,lJ.nnn y n11f ohL0111•r fnl11011 l'l'll11Jl.11dm1, (:12) 
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2.3. Intoraccionos ~ Uhizobimn C2!!_ ~microorganismos Y.. -

factores ~~ 

Las raíces do las leguminosas, en contacto con bacterias 

del gónoro Hhizol>iwn establecen una siml>iosis que so mnnifio!! 

ta con la fonnn.ción do nódulos, y os precia amonte en óste lu­

gar doudo se realiza la fijación do nitrógeno atmosfórico.(4) 

Sin embargo los rizobia, antes de la infección y fonna-­

oión del nódulo, se comportn.n como bacterias de vida libre, -

por lo cuál tienen que sol>revivir y proloforar en ol suelo -­

jtu}to con millones do microorganismos habi tantos del mismo, -

compartiendo tanto espacio, sustratos enorgóticos y otro tipo 
do nutrientes. (17) 

Dado quo los microorganismos se encuentran viviendo en -
el suolo y fonnando comunidn.des comploj as, existen •into1·acci,2 
nos variadas o intensas entre sus di ferentos componontos. E-­

xisten · muchos fnctcrros biológicos quo afectan la sobrevi-­
vencia do lor; rizobia cuando se encuentra en vida libro. 

Entre los factores no biólogicos so oí tan ol pll, tmilpor.!!: 
tura, hnmod.ed relativa y tipo de suelo. (47) 

Entro los factores biológicos so hn. sefialado la interac­

ción de rizobia con micoorganismos nativos del suelo, consti­

tuyendo un olistáculo para ol desarrollo do los rizobia. Ropo.E 

tos de India, Australia y Nueva Zolanclia, indicro1 rrue los fn~ 

toros biológicos son importn.ntes en el establecimiento de la­

oimbiosis y la.falta do nodulación. (20) 

So ha reportado quo di versos ne tinomic otos, hongos, pro­

tozoarios y virus del suelo y do ln rizosfcra do las logumin,2_ 

sas tienen un ofooto antngónico l1acia los rizohia. Aunr¡uo no­

todos los antagonismon son debidos a sustancias inhillidorns,­

la mayor parto do los estudios son cansados por ln prosoncia­

do 6s tas, por lo quo no hay duda ele quo w10 do los factores -
l:lmi tantos más importantes do estas rolacionoíl en condiciones 
odáficas es la presencia de sustancias antag6nicas. (40) 
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No hay bases dotonninnntes para demostrar qno los suelos 

naturales contong1U1 concentraciones ofocaceA do sus tanr..ias -­
lnJdbidoras, aunque grru1 parto do las pruolias indic:m rruo s!­

oxisten y son ofecti vas co111prohíu1cl0Bo por ol bajo ni vol do ª!'.. 
tlvidnd microbiunn en el suelo, lo rrue sí se snbo, os que lo­
oalmonte JlUoden existir sustancias inhlbidoras 011 concontra-­

clonos ofoctivas en situaciones especialos, y on ol suelo és­
tas so ncurnullUl con rapidez en condiciones do es t.ln111laci6n a­

decuadas, dol>ido n que los efectos inhibí torios y producci611-
de antibióticos son a menudo deriendiontos del estado nutrici!?_ 

nal del suelo. (40) 

La significación ecol6gica do los antibióticos on el ºél!!! 
hio do la composición do ln 111icroflo1·a del suelo on la natura 

loza ha sido motivo do controversia, y los rlzobin al igual -
que otras hac tcrins Grl)lll (negativas) son muy suscoJ1tibles a -
efoc tos lll1tag6nicos. ( 14) 

Las princ.lpales bacterias con acción antibiótica hacia -
los rizolli n son nquoll ns r¡uo }>Drtenoc en a los gén oros l's oudo­

~l! y Bacillus. 

El efecto nntibi6tico de nctinom.icetos sobro los ri?.obia 

11n sido demostrado po1· nmclios in vos tignuores. Esos an tagonis­
tas son micml>ros clol génoro Stre¡itornroes, (2) 

Del mismo modo vnrias especies fímgicas trun.bión han sido 

reportadas como inhibitorias de Ilhizobium y entro ollas se -­

mencionan a I'onicillium y Asporgillus como las más activas. 

Especies do Al teniaria, Ce¡il1alosporiw11, ~!J.~ y o--­

trns también son inhibí torias do los rizobin. 

So han realizado os tudlos del efecto do ru1ti bióticos so­
bre el crecimiento o nctivldnd do Rliizohiw11 encontrrmdose una 

grru1 variación en lo r¡uo n sonsihilidnd se refioro, 

En condiciones in vi tro so ha cletorniinado que nlgunos r.!, 

zobia de closnrrollo lento producen bactericidas. 

Gross O. y Col. reportan que Hhizol>itu11 aislado do cnupi­

inhibi6 SU do 66 copas clo RhizoJJiwn jnpoilicm~ on tn.nto que e!!_ 

tre lns copas do Ilh, hl.IlJJ.lÚ&lllll. no so observ6 nntngonlsmo y 
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concluyo quo la producci6n do ostos nnttbi6ticos puodo sor -

uno do los ínctoros rosponsables parn quo dominen ciertas p~ 

hlacionos do Rhizohiwn en un suelo. (30) 

Las ce1ias do Hhizobium s]ip, tionon diferon tos sensibil.!_ 

dados hacia los antibióticos puros; rlzobin do creci111ionto -

lento son menos sensibles r¡uo las do crecimi011to ríi.pido n hi!: 

jas conccntrncionos do ciertos antihi6ticos, (17) El ofecto­

dc tales ru1 tihi6ticos sobre la copas umestra una gama consi­

deralile de sensibilidad y resistencia como ha sido demostra­

do con pruebas J1ochas con unn colección de COJlaS do Ilhizo--­

hium ~onlCl!!!.!, y con os}Jecies do rápido crecimiento como -­

son las do Uhizobiwu trifoli, fu .. J~n¡,'11l11inosaru111 y R. moliloti 

dondo los an tihlóticos do.l grupo del las tetracilcinas fuo-­

ron los míi.s activos, (18) 

Elkan, roaliz6 estudios con copas do Rhizobiwu i~~.l~.~.r!.~-­

~· utilizando di forim. tos agon tos qul111icos como: sulfndi n-­

zol 250 rng. ostroptomtéina 10 mg,. eritromicina, poliuli.xinn­

n, cloranfonlcol y novobiocinn. El investigador encontró -­

quo las copas fueron resisten tos a la eritro111icina, polimix.!_ 

na ll, y cloranfonicol y sensibles n los demris. (21) 

Sko tniki y colaboradoros, reportaron una correlación -

entro la actividad do la nitrogonasa do Hhizobiwu in vitro y 

la rosistoncin a. .. la os1ioctomicina y concluyo quo ésta rela-­

ción fncllitnríi. ol aislrunl.onto do copas que so1U1 útllos 11or­

au capncidncl fijadorn rlo nltr6gono, (45) 

Entro otras pruohnR, so oncnontrn trun.h.tón la do Lolorrul 

cin n ln noldo7. y nlcaU.nlcl11d quo non 11111y ii11portm1toR por nl 

11lr;nlflcr1do qun tlf'non m1 ln nda¡it110Hin do.!Qi_~~l~L!.!!!! asuo­

loB con éntas cn1·nctor!sticns y ln procluotlvlclnd do los mis­

mos indica que un aumonto onla }Jroducción do ganado do carno 

en las 350,000,000 hootáreas 011 las salJíi.nns, ácidas e infÓr­

tllos do sudrunórica representa tm ononne trabajo para los g~ 

nndoros, ( 18) 

Sin embargo para ohtoner un honoficio comploto rle la íi 

jnci6n liiol6gica do nitrógono, os nocosnrio que las copas --
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quo so introduzcan for111en una si111biósis ofcctiva. El ¡1!1 bajo -

ll111lta la dis¡onibilidad do fósforo y favorece nivolos altos -

do Al, ¡ or lo que en estos suelos la nodulación y la fijación­

do nitrógeno os afectada negativamente, ¡:or lo tanto es oson-­

cial emplear co¡•as do Hhizobiu111 adartadas a condicionos ácidas 
l'or otro lado la producción de aloalinidad ¡ior Hhizobium aisl!: 
do do leguminosas tropicales so considera una caractorística -

distintiva con significación ecológica, 

So ha observado que la acidez tiene efecto inhibidor sobre­

ol crecimiento de Hhizobiu111. Se han desarrollado algunas ¡1ruc­

bns rara obs orvar la l'ro duc ción do ale alí así como la res is to!!_ 

cia de Rhizobium a pH ácido. 

Hagordon y colah. aislaron 50 ce¡ ns do nódulos do S tilo san­

~ ca1 i tata. §_. guinnonsis y~· hnmnn ta, y observaron marca-­

das <liforencias entro ellas, 19 do las ceras crecioron en el -

modio F.L,\l\ a un rH=6.8 .. 7.0, 2 crocieron a un r 11 hcido y los -
do1nris crecieron a un ¡11 do 7-8. 

En un estudio Ilagordon d otor1nin a el o foc to del pi! sobro 40 

ce¡ as do lthizobium ja¡ onicum con ofoctividad com¡ robada en la 

fij aci6n de nl tr6gono, ta111bién trnt6 do establecer una relación 

entro entro su efectividad y su rosistoncia a¡!! tici<los. Los -

resultados demostraron rruo las coras ornn rici<lo tolerantes e i~ 

capaces do alcalinbrnr ol modio. (31) 

Koysor y 1\lunns consideran c¡ue aún cuando el uso de un modio 
de cultivo acidificado no re¡·roduce en ninguna forma las en- -

rncterísticas complejas del suelo, roro si 1•rororciona inforrn!: 

ci6n y constituyo un método rápido ¡onra determinar la t.olcrnn­

cia a la acidez. ( 34) 
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3.1. Cepns do Rldzobium japonicwn 

Las cepns omploadas pertenecen a la colección do M1-­
crobiología Experimental ~ la ~~ ~~ Química. Eetas­
copas han sido cnlificadas en trabajos previos como alta y 

medianninento eficientee en la fijación de nitrógeno y osp_!? 

d ficne para las siguientes variedades de Glycine max: 
30 1 

vnri edad Jupi ter 

variedad Ilragg 

variedad Cnjeme 

vari od nd DM-2 

vnriodad Da.vis 

variedad Alnmo 

3.2. Prueba.e bioqu!mioaa: 

Pruebas bioqu!rnic'as que nos di feronchn el género 

Rhizobium del gónero Agrobacterium • . -
3. 2.1. Desarrollo en glucosa-peptona-agar. 

Ilhizobiw11 j a¡ionictun se cnracter!za por producir esoa­

eo o ningfut desarrollo en ~ste modio despu6e de un periodo 
de inoubnoión de 24 a 96 horne n una tcmporntura de 2soc. 
(4R) 

3,2,2, Dooarrollo en citrato do Koeor, 

Las copas do Rliizobiwn japonicwn se inoculnn y se i!!, 

oubn.n n una temperatura de 2ooc durante 7 d!ne. El medio -

presenta turbidez cuando el citrato ea utilizado. 

Ilhizobiwn japonioum es inca.paz do utilizar a loe ci-­

trntoe, por lo tanto el medio no presenta alteración. (28) 

3o2.3, Desarrollo en agar eulfito de bismutoº 

Se inocularon e incubaron las cepa.e a una tomperatura 

do 2ooc durante 7 d!as. 

Ilhizobium j aponioum so caracteriza por no producir o prod.!!, 
oir muy poco ácido sul!hidrico en éste medio, 
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Si está prueba rol!lulta Í+) ol modio do cultivo so tor 

na nagro y si da (-) ol modio no sufre oa1Ubio, solo se pr! 

eentn crecimiento on la superficie de éste. {28 J 

3.2.4. i.ledio modi!ioado de Dorgonsen (Utilización dol man­

ganeso). En la suporfiote del medio, ee fonua una pelfoula 

cuando el Mn ea utilizado, no hay formaoi6n de peHcula en 
el oaso cuando el Mn no os utilizado. 

3. 2. 5. Prueba de la e etolao tas a. 

En ésta prueba las 0011as so incuban durante 7 días a­

una temporatura de 2soc. Esta prueba so interpreta de la -

siguiente rnanorn: oi oi3 (+) se observa color rosa al agre­

gar ol reaoti vo de Ilenediot, y ei ea (-), no hay desarro-­

llo de color.{7) 

3.2.6. Dosarrollo on ElhlA-criatal-violotn (1: 1000) y {1: 15 
0000). 

Las cepas se ino!:ulan y so incubnn a una ·temperatura.. 
do 2soc durante 7 días. Rhizobiwn japonicum no se desarro­

lla en éste medio de cultivo, 

Sin embargo géneros oomc Agrobactoritun si ae desarr~ 

lla dando colonio.s oaractoríetioaa de oolor blanquecino -­

oon oontro de color violeta. {22) 

Pruebas para diferenciar cepas do Rhizobium de creci­

miento rápido y oreoimiento lento. 

3,2.7. Reacción de la locho tornasolada. 

Las cepas ee inoculan e inoullan a 2soc durante 7 días 

un viro a color rojo nos indica producoi6n de acidez y a.l­

color tornasol nos indica alcalinizaci6n del medio. (29) 

3.2.8. Desarrollo en El.JlfA. 

Las oepas inoculadas en éste medio se incuban a una -
temperatura. de 2soc durante 7 días, Rhizobitun fonna oolo-­

nins ele tipo cremoso, conve:x:ne, do color hlauqueeino, muo,2; 

sae, brillantes, de 0.2 - 2 nun. de dirunctro y ai se trata-
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ele oopas ele orooimionto r~pido au orocimicnto se 1>roeentn. -

ele 24-48 horne y on ol caeo do cepns do creeimionto lcnto,­

ol crocimionto oourro nl ouuto o quinto día de incubaci6n. 

( 48) 

3.2.9. Roaeci6n ácida o alcalina en Elt\IA-!>I3 

Las cepas e o inoculan o inoubn.n a un n temp erntnrn. ele -

280C durante 7 d!ae. Una copa do creoimicnto r~pido produc­

tora do ncidoz eauea un vire a oolor amarillo, en oarnbio -­

las copas de oreclmionto lento como Rhizobium japoniemn 

producen a.le nlinidad y el modio vira. a oolor azul. ( 48) 

3.2.10. Utilización do Illoea y Rnmnoea. 

Las copnB so inoculan e incuban a una tomporatura do­

:rnoc durante 7 d!as. El modio presenta un cambio a oolor -­

amarillo cuando los azúcares son utiliza.dos. En el caso de­

que no hay utllizaoi6n do azúcares el 111edio vira a oolor -­

rojo debido al aumento dol pll a alcalino. (21) 

3.2.11. Roduoci6n del totrnzolio fo actividad de hidrogena­

ea). 

En ésta pruel>a. se utiliza el medio básico de Ranga -­

Hao modificado por Maier y Carnpbell. (37) Se realizan loa -

siguientes pneos: 

a) So estorili~a el modio do cultivo. 

b) Se prepara una soluoi6n de clorhidrato cla 2,3,5 trife- -

niHetrazolio (TTC) o. una. concentraoi6n de 3% y se osteril!, 

zo.. 

o) Se coloca ol modio clo cultivo en o ajo.e l''3tri y so le o.fl~ 

de 1 ml. de la solnci6n de TTC en lo. oaja y se mezcla. 

d) Se dejo. solidificar y se inoc6lo. 0.1 ml de la suspenei6n 

bo.ctorlana. 

e) Se incuba durante 1 a 2 eemano.s a una tempero.tura de - -

2aoc observ~ndoee la reducoi6n del tetrazolio, ~or la apo.-­

rici6n do colonine rosadas o rojo.e en el medio de oul ti -vo,­

en caso de dar resultados negativos no ee observar' oolora­

ci6n en la.~ colonias. (21) 
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3.3, ~osistoncia ~ antibióticos. 
En éste ensayo se nann 11ensidiaoos con a.ntihi6ticos a 

cliforentea conoontracionea aspeo! fions para bnotoriaa Grnm 
nogati vas y Grnm poai ti vns, empleando el medio de oultivo­
EUIA como baso y el método do di fusión en placa., renliznn­
doao loa siguientes pasos: 
n) El medio de cultivo estéril se vacin en caja.a petri, se 

deja solidificar, ao inocula extendiendose con un tri~ 
gulo de vidrio estéril. 

b) Se procede a. colocar un nmltidisco impregnondo oon los­
siguiontes antibi6tioos: 

Ami ka.cina 
Ampicilina 
Cefalosporina. 
Eri tromicina 
Gentamicina 
Lincomioina. 
Novobiooina 
Penicilina 

Estrep tomicinn 
Sul fruueto zasol trimetropin 
Tetraciclina 

Estos antibióticos tienen efecto sobre bacterias Grnm --
positivas. 

Ami ka.in a 

Ac nalidixico 
Arupicilinn 
Cefalosporina 
Cloran feniool 
Furadantina 
Gentrunioina 
Penicilina 
Colimicina 
Sul frunetoznsol trimetropin 
Tetraciclinn 
Eri tromicina 

Estos tienen efecto sobre bacterias Grrun positiva y GrMl 
negativas. 
(13) 
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3.4, Prueba de la toleranoia a la acidez y alcalinidad. 

En la prueba. de ln toler1U1cia a la. acidez y alcalini­

dad, se realizan curvas de crecimiento a diferentes pi!, en 

el intervalo de 4-9 realizando los siguientes pasos: 

a) Se realiza el medio de CEUI (descrito en el apéndice)­

se colocará on matraces con un tubo unido en un costa­

do con el ffo de utilizarlo como celda paro. detenuino.r 

el crecimiento uddiendo la turbiedad en un fotocolorí-

01etro Klett Swuorson, a diferentes períodos de incuba­

ci6n. 

b) So ajustá el pH en el valor de 4-9 con l!CL O.I N o -­
Na.OH O,I N, 

e) Se eatoriliza ol medio con el pll ajustado. 
d) So inocula el matraz utilizando una n.sa de 4 mm. de di,! 

metro. 
e J Se incuba con agi taci6n a 120 r.p .111., en una incubadora 

modelo 624 New Brunswick 3ciontifio CO, INC, a 27oc du­

rante una se01ana o más :tiempo de acuerdo a la cepa. 

f) Las lecturas de la turbiedad se realizan cada ?.4 hrs. 

g) La incubaci6n se suspende n.l observar que las lecturas­
se estabilizan o decrecen. (18) 

Para el cálculo de la turbiedad producida por el cre­

cimiento bacteriano se utiliza la curva estanclar de Mc. 

Farland, obtenida en el nefel6motro de Me, Farland, 

La turbiedad de la suspensi6n prohlema es comparada -

con las respectivas lecturas de turbiedad de una serie de-

10 tubos calibrados conteniendo soluciones do Sulfáto de -
bario, preparados por la mezcla de diversas cantidades do­

soluci6n de cloruro de bario al 1% y H2so4 al 1% (ver ta­
bln D) 

La turbiedad do óstoa tubos calibrados corresponde a­
las diferentes concentraciones do bacterias, to111ando como­

referoncia las turbiedades producidas por cultivos de est! 

filooooos, estreptococos, gonococos y bacilos coliformes. 
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Tabla Il 

Tabla do calibración do suspensiónes bacterianas por nofolorne­

tr!a. 

(ml) {ml) 

No.bgctorias 
X 10 

Tubo 1% BaC12 1% 11 2so4 
1 o .1 9.9 300 
2 0.2 9.8 600 
3 o.a 9.7 900 

4 0.4 9.6 200 

5 0.5 9.5 500 
6 0.6 9.4 1 800 
7 0.1 9.a 2 100 

8 0.8 9.2 2 400 
9 o.9 9ol 2 700 

10 1.0 9.0 3 000 

So trazaron 2 curvas, la curva do Me Farland 'y otra curva 

igual realizada con una <lil11ci6n 1: 10 con el fin do poder in-­

terpola:r valores más p equoños. ( 15) 
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Intorprotnción do la tabla 1 

A: Glucosn-poptona-ngar. 

D: Loche tonasolada. 

C: Citrato de Koser. 

D: Agnr sulfito do bismuto. 

E: Utilización do manganeso. 

F:; Producción de 3-cotolao tnsa 

G: Levadura-mnnitol-rojo-congo 

11: Lovndura-meni tol-azul do bro 
motimol. 

i I: Lovnrlurn-mnni tol-oriatal-vio 
lota. ( 1: 1000 J. -

+++ = desarrollo nbundnnte 
+ = poco doRarrollo 
- = sin desarrollo 

1 reacción noutrn o nlcal! 
na do suero. 

2 = roacción alcalina con zo 
na do suoro. 

3 = roucción alcalina sin zo 
na de suero. 

4 = reacción ácida sin zonn­
dé suero. 

+ = fonnación do pol!cnla on 
la s'uperficie. 

- "' ausencia do desarrollo 

+++ = fuerte producción do n
2
s. 

++ = rlesarrollo abundanto. 

- = ausencia de desarrollo. 

+ = producción 

- = no 11roducción 

a .. Colonias do aproximadn--­
mente 2 111111. de dírunotro,­
mucos a, brillan tes, 1 isas. 

h = Colonias de un difunetro -
menor a 2 uun.,mucosas,br! 
llantos, lisas. 

x • reacción ácida 

y = reacción alcalina. 

+ e ~sonso desarrollo 

- "' sin desarrollo 
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J: Lovnclura-muni tol-cristnl-vio­
lota (1: 150000). 

K: Lovaclurn-xllosa, 

L: Lovadura-rrunnos a. 

LL: Actividad do hidrogonasa 

+ "' oscnso dosarl'ollo 

- = sin dosarrollo 

+ = producci6n do ácido. 
- = no prodncci6n de ácl-­

do. 

+ = pr.oducci6n de ácido. 

- = no producción de neldo 

+ = actividad do ln. enzima 
hidrogonasn. 

- = inacti'Vtdad do la cnzi 
ma hidrogcnasn, 
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!'rnolrn ~la tolora.ncin ~la ácidoz l n.lcalini<la<I. 

Lnri siguiontoo grúficns ro¡irosontnn ol ro~ultndo de ln ---

1·r11ohn do ln t.olornncin a la acidez y nlcalinld:ul. 

Cada. linoii reprosontn un Jll!, tomando ol intervalo do 4-9. 

Lns gráfio ns so nj1is tnn por ol método do mlnimos cundrndos. 
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4 • 2 • l. T ahl a 3 , 

l)osarrollo rníiximo do las ccpns en un valor de pll do 4-9. 
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X y 

:10 X 106 6.11 

(¡Q X 106 12.461 

90 X 106 15.856 

120 X 106 19.251 

150 X 106 22.645 

tilo X 106 26.040 

:llO X 106 29.435 

2~ () X 1 oh n2.11ao 

270 X 10'¡ nti.2?.~ 

~()() X l ll ,.1 !l'l • 61') 

X ... 11 "11 11 (, l 11 1 llH I 111 I -

Y .. 11111Iti1111 t•rl •; 1o1.1, l 
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~ uUU:>~nil~ .Q.!!. la roali~aci6n <lo~ grúflcas. 

Copa Q ~· 4. 

Ti<:!!!~ .Q.!!. I,og. dol n(unoro <lo cólulns/inl. 
<lí~. Jill 4 5 6 7 8 9 

o 7.58 7.33 7 .4 7 7 .85 7.47 7.58 
1 7.47 7,43 7,Sll 7.85 7,74 7.66 
2 7.47 8 .14- 7 .85 7. 9ll 7.74 7 o"7 
3 7.66 8.31 ll.11 7.98 7.85 7.58 
4 7.66 8.41 11. 39 0, 16 O .O!l 7.74 
5 7.66 8.56 ll.4ll o.33 8.23 7.74 
6 7.74 8.62 8.53 0,36 B. 16 7,74 
7 7.66 8,62 3,60 8.'12 8.00 7. 71 
8 7,66 !l.64 u. 63 0.46 8.19 1.110 
9 7.66' 8.64 8,66 8.47 ll o 14 o o 11 

10 7.66 8.64 8,66 a.so 8. 16 B.27 

COJIO. Q F 5. 

o 7.47 7.98 
1 7 .11 7.11 7.80 7.66 
2 7 .11 7.58 8.05 7 .11 7.110 
3 7. 74 7.69 8 .oo 7.47 7.80 
4 7.85 7.80 0.11 7.58 7 .8 5 
5 7. 94 . 8.05 8 .16 7.66 7.94 
6 8.23 a.oo 8.19 7. 74 7. 98 
7 8.23 3. ll 8 .19 7.llO ll. H 
8 0.27 o .11 0.21 7 .so 8.H 
9 8.27 o .11 8.23 7.74 8 .16 
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b}l n 1) F 6. 

~empo on Log. del número de o6lulns/ml. 

itas pll 4 5 6 7 8 9 

o 7. 11 7 .11 

1 7. 58 7.74 7.33 7 .11 

2 8 • 21 8.33 8.1)2 7.33 7.47 

3 8 .45 8.54 8. 71i 7.90 7. 74 

4 8.53 !J,60 8.33 13 .19 8\i 19 

5 0,64 B. 71 0.86 llo33 8. 53 

6 s.67 o. 71 0,06 0.33 8. 56 

7 o. 71 o.75 13. 93 8.39 8.61 

8 8. 72 n.no 13.93 o. 4 a 8.65 

9 o. 7 •l ll.80 11.n ll.50 11. 66 

10 0.75 o.no 8.93 o. so o.66 

~nQ F 7. 

o 7.33 7.47 

1 6 .66 7,33 7,47 7. 11 

2 7 .11 7. Sil 7 .11 7 ,lj 5 

3 7.H 7,58 7.33 7,66 7 .8 5 

4 7.58 7.58 7.66 8.21 7,90 

s 8. 31 7. 21 7. (j(j u. 33 o.os 

6 8,33 ll.41 8. 3,3 8. 34 B, 16 

7 8.56 B.S3 8.36 8.42 8.19 

8 8. 511 !l . 58 a.11 o.47 0.33 

9 u.10 IJ,60 8.45 8.50 8.47 

10 8.70 0.61 8. 50 8.50 E,52 
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~Q..1._Jh 

~~ Log. dol número de c~lulas/1111. 

1Hns. pll 4 5 6 7 8 9 
l 7.11 7.66 7,66 7.85 6.66 IJ .14 
2 7 .11 - ll. 23 7.66 7.66 a.02 
3 8.69 7.58 7.50 8.11 
4 ll. 31 8.45 IJ.19 (). 25 ll .19 
5 8.62 8.62 8,34 n. 34 8,19 
6 7. Sil 8,80 8.65 8.34 8,34 a.so 
7 7.58 n. 90 8.71 n. 30 ll. 41 8.53 
ll 9.05 8.72 íl. 61 8. 54 8.60 
9 7 o ll 9.20 ll. 72 ll. lí2 l!.60 n.66 
10 7 o ll 9,21 8.72 11.72 n. 61 8.66 

7 .11 9,25 fl.72 8, 74 n. 67 8,66 

e º!2 n 2 F 9. 

o 6, lí6 6.66 7.5!! 
7.t l 7.47 7,66 

2 7. 4 7 7.51l 7.00 
3 7 oll 7 .11 7. 66 7. 7:1 ll, Oíl 

4 7. 66 7. 33 7. 7.i 7.90 ll, 2:1 

5 7 ,llQ 7.71 7. no ll.02 f1. 2!'i 
(1 n. 11 7.110 11, 11 11,0;. 11,•l 1 

7 11 • :~ :1 "· 11 11 • '! :1 11.1111 n. r,:1 
11 11, :1 :1 11, 11 "· 9,:1 11 • 1111 11,:¡;1 
1) n.:!'I I!, 11 11. !!:J I!, 011 11.:.:1 
JO 11. 23 11. l l ll, 2.1 ll.011 B, fJ3 
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~~pu rL F 10. 

Tclmpo E!!. Log.dol númoro rle cólulns/ml. 

~ pH 4 5 6 7 8 9 

o 
i .11 7 o 4 7 7.66 

7.66 7.66 7.33 7.47 7.11 7.66 
2 6,66 7.80 7. 33 7. 3:1 7 .17 7. 50 
3 7.80 o.os 7. 85 7 .85 0.16 8 .16 
4 1.ao 8.21 7. 8 5 7.94 8 .16 8.16 
5 1 .ao 8.36 íl. 27 8.11 íl .19 8. 27 
6 7.80 8.41 !J .25 ll. ll 8,31 íl; 27 
7 7 .85 ll. 53 8.34 B,19 8.31] 8.33 
8 8.53 8.41 8.33 ll, 27 8. ,33 
9 8.53 íl.50 0.36 8.19 8.27 

10 8.47 8.38 ll. 29 7.98 B,27 

Copn Q F ll. 

o 
7.47 6,66 

1 7,33 7.66 6,66 7. 5íl 
2 7,47 1 .as 7 oll 7.80 
3 7.85 7. 74 7.90 7.66 7 .81 
4 8.25 B.29 7.91 7,80 7,93 
5 8.25 8.57 7.98 7.85 a.02 
6 8.29 8,69 B.02 1.00 a.os 
7 8.3.3 8.76 B.05 7.80 íl.11 
8 8.41 8.77 B.OB 7.90 B.11 
9 8.41 8 .78 8.0ll 7.80 ll. 21 

10 0.41 8.78 8.08 7.80 8.21 



:«. 

,., 
1 :.:·. 

C Cjl U Q F 

Ti ClllP.2. .'?.!! 

dlas 

o 

2 

3 

1 
5 

6 

7 

8 
9 

10 

Copa 2 F 13. 

o 
1 

2 

.1 

4 

5 

6 

7 

!l 

9 

10 

- 3!> -

12. 

!,og. del número 

pll 1 5 

:i. 33 
8.58 

!l ,62 

8,66 

ll .81 

8.05 

8,88 

8.118 

7 ,85 

7.90 
8.23 

8.33 

8.39 

8.61 

8. 51 

7.2:i 

7.23 

de oélulafl/1111. 

6 7 ll 9 

7. 33 

7. 90 7, 90 6.66 7.33 

7. 66 7. 9!1 7.11 7.66 

7. 94 B "1)2 7 .RO O.H 

fl • 45 11. 3!1 fl.13 fl. 6 J 

8. 67 11. 72 fl,16 fl.62 

ll • 73 11. 60 8,53 fl,65 

ll. 77 R. 76 8,56 8.70 

fl. 05 fl. JJIJ 8.56 !l,68 

fl. 85 fl. 113 fl • .55 8,68 

8 .85 ll. ll3 11. 55 n. 6!J 

7. 50 7. 50 7.58 7. flO 

6. 66 7. 94 7 ,74 7.Sfl 

7. 94 7 o 11 7.11 fl .11 

7. 66 7 o 90 7,90 !l,23 

fl. 11 R. 02 IL19 8,33 

8. 11 8 .11 8 .36 8 .41 
fl. 23 n. 19 fJ. 4 5 fl, 1J7 

8 •. 13 o. 116 R,47 B. 53 

B. 43 o. 65 !J,65 8.70 
fl. 50 n. r,4 8 .58 8.77 

ll. 53 B.47 8 .47 fl.74 
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r: cpn Q F 16. 

Ii cmpo 21! L0g. del número de e él11l ns¡'Ínl. 

d!ns. pll 4 5 6 7 8 9 

o 7.74 7.94 7. 33 7. 94 7 ~ 5fl a.os 
1 7.74 7.66 7.98 8 .11 7. o 5 1.02 
2 7.66 7.02 7.66 7 o 511 7. o 5 n.16 

3 B.1)2 ¡¡. 33 B.H 8 .16 0.02 n. ~3 

4 s.11 íl, 19 íl .16 8. 19 ll.36 n.~3 

5 n. 16 ll.19 8.33 8.23 8,19 8 .11 
6 7,94 n .16 0.19 8.21 8,23 8 .11 

7 7.98 8 .18 8,20 B.~l ll. 30 ll. 20 

8 n.oo 8.20 11,24 n. 24 8.32 8.22 
9 8.20 8,22 n. 2 .J ll. 30 B.31 n. 22 

. 10 8.40 ,8,20 ll, 24 8,30 ll, 3.1 8.22 

Cepa Q F 17. 

o 6,66 7 .11 7. 61í 7 o 11 6,66 

1 7,66 7.47 7. Sil 7.47 7. 513 
2 7.90 7.33 7.80 7 o 3.1 7.80 
3 8.23 7. llfi ll.05 7 u 8 5 7.ll5 
4 8.33 7.90 n. 21 7.94 7.98 

5 íl. 41 íl .11 ll. 36 ll.11 8.02 

6 B.47 8 .14 8.41 ll. 3 3 íl .Oíl 

7 8.17 IJ, 16 íl. 41 o. 36 8 .11 

8 8.47 8.20 [I, 50 B. :rn [I, 16 
' 9 8 u 50 a.20 B, 50 !l. 4 2 n.20 

,. 10 ll u 50 n.20 8. 50 B.44 11.20 

h' 
'.' 

~i 
ti. 
! 
f{ 
ir 
1 
·~f ¡; 
l. ,. ,. 
f: 
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e cp n Q F lll • 

Ti 01111io en Log. dol número rle o~lulns/rnl. 

días pi! 4 5 6 7 B 9 

o 7 .11 6.66 7.47 ll .14 

l 7 .11 6.66 6. (¡6 7.33 7.66 7.BO 

2 7.11 7.11 7. 94 7.90 7.66 7~66 

3 7.47 8. ll ll .11 7 ,66 IJ. 41 

4 7.33 7.58 n.33 B.19 7.90 B.41 

5 7.BO 7.74 fl. fi3 ll.31 7.90 ll. 13 

6 7.66 n .1. 9 n. 10 ll. 39 7.90 8.52 

7 7.66 8.34 B. 74 n. 46 7.IJO 11. 52 

n 7.66 ll. 61 8. 711 11. 52 7.110 11, 52 

9 7.58 8.71 11. 79 ll. 57 7.ílO ll .. 52 

10 7.47 8 o 71 8. llO B.62 7,llO 8.52 

g_~F 19. 

o 7. 74 7 .11 7.66 6,66 

1 7.33 7.llO 7.66 7.90 7.90 

2 7 .11 7.11 7.47 7.47 8. ?.7 7 .fl5 

3 7.47 6.66 ll.05 7.47 8 .11 7.47 

4 6,66 8. ll 8. 11 7.IJO B. 16 8. ll 

5 6,66 8 .19 B.23 ll.02 7.23 8 .11 

6 6.66 B.33 7. 74 ll .11 B.16 8.05 

7 6. 61i l:l. 36 7. 71 IJ ,Oll 7-94 ll. 94 

8 lío 66 8.36 7 o 74 ll .Oll 7.94 8.94 

9 6.66 8.36 7. 74 8.0ll 7.94 11. 94 

10 6.66 8.36 7.74 o .os, 7,94 8.94 



V A N A L I 'S I S D E LOS 

R E S U L T A D O S 
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5, l. Prueba hloqutm.lcn 

5, l. f)()flUrl'nllo en (ll1icosn-pcptonn-uf,Ur. ETI ón tn }lruobtt RO o,!! 

tuvieron 1:es11l Lrl.'lofl nogntlvos 011 r.asi (·.odas lns cepns,-
111011os en ln cepa 1 y 3, I!ay qno tn;nar en <monta qno con 

hase on ÚR toR r:esnl ta<loH los ri.7.ohl.a no crooon :bión en -

culti.vo do peptona, al ignal quo en los medio,:; que so n­

Uli zan co rd en t«'m m to para 111uchas bac tori ns, ( 411) 

5,1.2 En la locho t.0111nRolarln, HC ohtnvo nnn roacc.ión nlcalina 

s'i.r1 1ircHl11cni611 ele :i:ona <le irnoro, y ÓRtn es doliido n c¡uo­

las cepas do Hh.lzobiu111 ele crecimiento lonto,posoon ln en 

ractods tioas do 11rnrlucir alcalinidarl, (•l!l) 

5.1. 3 Dcsarl'ollo en citrato do I:oHOl', La mi tael ele las copns ele 

1rn.rrollal'on en citrato y fueron la.'1 Rlgui.ontor;: 

Có]Ht 6, 7, 10, 12, 13, 16, 17, I8 y 19, en tanto r¡uo 

laR ro::;l.ritont.cs no lo nt1Uzn1:011, 
5.1.4 Producc16n de 11 2s, TJnicamonto la cepa 17 eH rml fielrlco­

(+), lo que confirnrn lo csporn1lo, 

5 • .1.5 lJt.illzar.ión do mnnganoflo. La 11til.izació11 ele óstc fnrJ no­

~at;ivo pura carla una rlo ln8 co1>as ox5.rni.nadns. 

5,I.6 l'rorlucclón rlo 3 cctnlactosn. Esta prnolia fnÓ nc~ativa P.!!: 

ra todas lns copas, 

!i,1,7 1'rttol1a en n~ar extracto lovndurn-manitol-rojo-congo. LuH 

16 ccpaR critndiarlns rlioron resultados varinlllo<>. 'le olJ-­

i>ot•vru1 2 tl'jlo~; do col.0nla::;: mmrnros do 2 mm. )'mayores a 

2 nun. do d l. run e tro i a~ r co•no ln·illo, asp ce to y fo1111n. 

5.J.,11 Pr11cha en a¡yu· oxl;racto •lo 11?vut.lnrn-111tinltol-n:i:11l rlc 1ir_2 

moti.11101. So obso1·va mli foml1larl on lor-1 rc~nltarlos, ns1-

no1110 nlcaJ.iniznc16n riel morli.o. Los rosulta·.los lnrllcnn --
' 

c¡no las co}lns portonocon nl gru¡10 de Hhl.zolliu111 rlc ercci 

mi on to 1 en to • r 111 ) 

5.I.9 8r.r.r1i.hi.lhlud al colorante cristal violoLa n una conr.en-­

tración 1]0 l: 1000 y 1: rnoooo. 
Sol1u11entc la cepa l croco n 11na concr.nt.rnclón riel"' 

colornnto do 1: 1000, y ln nepa 3 a unn conccntrnci.ón 110-
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1: 150000, lns colonias prosontnn las 8igu.lontos cura!'._ 

tor"Í1üicns: cli.Úmotro monor <lo 2 111111., Ugerarnonto vio­

letas, Jiri lln.ntes, lisas do aspecto 11111coso. 

5.1.10 Fc:n110ntación do xilo~.;n y rrunnn8a. 

'~afl 16 copa~ snn xllnirn. y rrunnosa nogativn!i • 

.í.lo 11 rrucbn do la activi.tlntl de hirlmgo110:-rn, 

1,a p111chn OS positiva, para las 16 Ce]lUS OSt11!1iadns. 

'i.2. Hesi.Btoncin. a antilli6tlcos. 

So observan los sigui. ontos rosul tarlos: todas las copaa­

ROn rosi tontos nl clorofcnicol, sul fruuotozasol tri111ot1'~ 

pi.11 1 y cloxaci.llna; el 93~ do las cepafl flon resi.stcntos 

al ne. nali.•.lixi.co, fur.andnnti.na y colo111lcina, el 71~~ a 

la 1u:1picilina y 11enki.lina; el 64~!, rcslstentos n ln co­

fnlosJiorina, y el 50~~ a J.n cri t.1•n111i.e tnn. 

Ln rna.yor\'.a• tic las cc11as pro1rnnta sonsiliil lrJatl a la gon­

truni.n lna, novolilocinn, ostt·eptomJcina y Letrac:icl.lna. 

Lm1 cepas •1 y 12 pro8ont;m reill.~toncia n 14 de los anti 

hió t. i. cos pro liu.iloR. 

j,:3 !!osi:> tonr.l,1 n la neirJ0:1 y alcali.nidnd. 

t.n ósta J1111eha so t1•0.l1njo con 14 co11a::i rle Rhizol1it11.11 j~ 

1ionlcu111 nl:ill.zando los Hl.gnl.ontos valores de 111!= 4, -
s, 6, 7, n, 9. 

Las e opa-~: fi, 7, fl, 10 1 12, 17 y 19. pr.eHcn tan su 1anxl-

1110 r.rcci.1.1lcnto a 1111 = 5. ),o.e; co11ns 1, 11, 12, JR, pro­

Rcntnn mrlX.itnO deRn.rrol lo a 111\ plf :: 61 ln ~ l'jlil 6 a \111 ---

1'11 = 7 y las cepas 9, li\, y 19, a 1111 pll:: 9.0. I:nto:-1 .r:~ 

r<nl.t,a•lnA 111ncsti~m1 qno ln mayodn do lnR cepas presentan 

111áx.l.1110 crodi:li en tri en nn ln torvnlo ele 1111 rlc 5 - 7 y ln-

111inoria apll rlc 7 - 1Ju 
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1~omo es do ospora1·se, lofl rc1111J ta1Jos oht.<'n11loH rlo las -­

pruehas ]¡f 011ními.ca9 cor1°cHpo11dcn en i;11 ;nayorfn a lon rcportn­

fos para f!hizohl1M j.i~'tllli.•~111,1 pnosto c¡nl' las c:cpas nt.11.izudm1, 

no fncrcin copa:; roclon nisladnri sinn ccp:ts r]c r~nlección. Es -

,¡,, hurcr."c notar qut> lai1 cepas 7, 10, 12, 13, llí, 17 y 19 pr~ 

~entJ.n rc:n1lt.arlos r.ont.radictorios en cnnnto a su clcsarrollo -

Pll ni trat.o )' rJl rli.íunctro de la~i ,..olonl as r¡ne t.ionc •nayor 1-11111.!. 

Li.t11d r·on las co;pcr.lcs rlc llhl:rnbi.urn del p,;r1q1n l.. !iln cmharr~n­

fJll 1111 cx¡11n·imcntn si111nltímco ronli::rnilo c11 ésto lahoratorln .<;e 

nbncrvo r¡nc éstuB r.cpa~i son lnfcr.tivas en di frrontc:i val'io•la­

,]ns rlc soya y ofoc t1 vas en la fijación clo ni tt·ógono, copuri f'.!_ 
1nilarori han sirio aisladas por el flr, Grahru11 (cn111unicución iio¿: 

·rnn al ) • 

Lafl r.epus l y 3 no dieron lns rcsull;¡vJo:~ cs11ora1loH ya q110 

~·Eitari r>cpas ]lE'r11i oron sns caractorí:<iticas co11111ortí111closo atí1i,!. 

•:runonto, olrno1·líndoso nn comportrunil}ntn r.onst.ant.o r.o!I ·rcspr.r.to 

a lar:i otras pruohas hior¡11{111i.r.as ofoct.nuclas. 

Las <'epag 4 y 5 la íl y 9 conf't.i.t11ycn otro hloc¡nc onnnan­

Lo a r.011q>rot:unlonto obflorva<lo, en tantn qno la 6, 11y17 <li­

firrcn en n11a o vari.118 do laR pruebas roali r.adas. Sin 0111hargo, 

todas 111Hl11lan a .Q]j·r.i.no ~y fijan nitrógeno. 

Al realizar la p11whn. do l'Of'i<itrmcia a nntlhl.Óticos so -

nlrnorvó r¡nr tocias las r.epas son 1·csi8tcntes a ·1 rlo los antl-­

i1ióticos :rrolmrlos y sonsJ hlns a lo:-> do111íis. 

La rni1ror1a de las cepas cmplcarlall son 111arca<lamontc sr.nr.i 

i1lr.s al valor rlo i11I = 4, ohsorváncloso cierta rm•lstoncia en -

lns CPJlaS '1, 10 f lH y jll'Ollahlcmrnto la 16. 

l're;ienlan re.<;L1t.c11cia a J>II alcallnns 11rnharlos ya r¡uo sc­

nhserYÓ tlll rJosa.rrnllo a1ler.11a•lo. 

!o'lnnlmuntc llruna la iitcnc.lón el r.011111ortrunl en to 1lo las c_g 

ra~1 JO y I.1 c¡nc presentan un rlosarrolln simJln.1· n1111 1.ro1lo::i los 

'·al.orcH, de pll c111plearlos. lo quo indica un riuq~o aHrpl io :lo n­

.~ ap t.ación a Ó.qte paríunctro. 

1'ol' lo r¡uo rcspnr.ta n la pruoha de uctlvl1lnd rlo hidrogo­

:-:nsn, como rn moncion¡unos rm uno 110 los ca11ft11los anto1·loros, 
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Í)stn. nori ovalóa c1rnHtntivrunontc la fijación rlo nit.ró¡¡ono y -

nl rolnc1onru:1011 Ór,tu 11·r11chn. con ot.roR 011t111llos 1¡110 so ronJ.i zn­

ron on ol 111imao lahoratorlo, en rlondo so trnlrnjo con frijol de 

sojn., 7 vari.o<lados cll foronl;os y 16 oopnn do 1ll1i.:rnhlu111Ja11oni­

r•11111 la:3 111is111UR 1r110 ne ut.llizaron on ésto cstndi.o, osl;nR copas 

di o ron l n ]l ru ol>a rJ o 1 a ttc t.i vi dnd do hi<lro gen ns a 11osi ti va, y -­

Ór; tas Ojaron 11itró¡;ono on lnR di .. foront.os vario1la<lo.g do ft.'ljol 

de floja, por lo tm1 to ówto co111pr11ol1n <¡11e cxis to relación entro 

la ofi.i:io1¡r.J.n 0!1 la fijadón do nitrógeno y la. J>rcr.cncia. do ln 
hitlrogonusa. 
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Modios do cultivo 

1) Glucos a-pep tona-agnr 

Glucosa , ••••••••••••••••• , 10 g, 

r eptona ..••••••••••.••••••• 20 g. 
N a.Cl ••• , , •••••••• , , , • • • • • • • • 5 g, 

Agar ••••••••••••••••••••••• 15 g11 .. 
:\gun dest, • .. • • • • • .. • • • • • • • 1 lt. 

-pII •••••••••••.,•••••••º''''' 7.2, 

Vincent J, 1\I. 1975, 

2) Leche torn usol~'!i: 
{ yn viene compuesta) se hidrata con agua destila.da. oa­

tóril), 

3) Citrato do Koser 

Fosfato monopotlsico •••••• 1 g, 
Sulfato de sodio y amonio , 1.5 g. 
!3ulfnto do magnesio ...... ,Q,2 g. 

Citrato de sodio ••••••••• 3 g, 
.\guo. dostl.lrvla •••• , • • • • • • 1 lt. 

pll ••••••••••••••••••••••• 6.7. 

Vincent J. ¡,¡, 1975, 

i1) .\f?ar sulfito ~ bismuto 

{ya vieno preparado) so hidrata con agua destiladn es­

tóril, no se esteriliza ósto modio después, se debe "­

preparar el mismo día de la sio1nbra, Se deja reposar -

durante 2 horas después de la proparación. 

5) Modio lilocli ficado ~ Ilergensen 

Lactosa ••• , ••••••••••••• , •• 5 g, 
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••.••••••.••••••••••.••• 0.1 g. 

KN0 3 ••••••••••••••••••••••••••••••• 1 g, 

l?oEDTi\ (O. 25%) . . . . . . ' ............. . 10 ml • 

Mnso4 (33.5Y, :p/v) •• , , •• •• ••• ••••••• 10 ml. 

~gnr •••••••••••••••••••o••••••••••• 12 g, 
}111 fflfttffffffffftfflOtfftOftftttff 6,0, 

Y.D. Gacor y A. N. Son 1976. 

6 J Pruoba ~ ~tolactasa 

Lactosa ''º'''º'''º''''''''º''''' 1 g. 

Tixt. de levadura••••••••••••••••• 0,1 g. 
Agua ............................ 100 g. 

Dernaets, il!. J. & Do Ley, J. 1963. 

7) .fill:il + Rojo congo 

K2rrro4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ~ ....... o.s g • 

MgS04• 7II20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0.2 g • 

NaCl ''''''''ºº'''''''''''º''º'''' 0.1 g. 
Mnni tol • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • o ••••• 10 g • 
Ext. do levadura . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 g • 
no jo congo ....................... 10 ml. 
(soluci6n acuosa 1: 400) 
agar •••••• o •• ••••••• o •••••••••••• 15 g, 

agua •••••••••••••••••• o •••••••••• 1 lt. 

pH ••••••••••••••••••••••••••••••• 6.8. 

Vincont J. M. 1975. 

ll) ~ + ~ i2 bromotimol 

K2IIP04 , • • •••••••••• ,.,. • ••• •., •• 

MgS04.7H20 •••••••••••••••••• •••• 

N aCl •••• • •••••••••••••• • •••••••• 

o.s g. 

0.2 g. 
0.1 g. 
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,\lani tol 
------------------------- 10 g. 

Ext. de levadura --------------------- 3 g. 

------------------------- 15 g. 

Agua lLt. 

pi! 6.8. 

-\:rnl el r hromo timol ------------------- 51111. 

Ulol11ción a.lcoholica o.5~') 

(So cRtorllizn nparto d. medio clol r:olorantc y <lcsfiu&s se -

<lombinnn en condiciones estériles J. 
J, :\l. Vincrmt 1975, 

9 
9) ~ + Crlstnl vlolota (i: 1000) 

.11o<lf.o do EUI.\ (con ngar) + cnntidntl adoc11udn rlo solucjÓn -

rlo colorante crls tal violeta para quodnr on ol medio n unn 

concontrac.lón flnnl de' 1: 1000. 

10) EL!ll\ + Cr:istnl violotn (1:150000) 

\l 111111odio YE1\I f con ngnr J HO ngroga soluci0n rlo cristal vio 

letn ostorilizado f!OJnraJnmcnto on cantidad adecuada l arn­

r¡ue en el medio quede una concentración finnl ele 1: 150000. 

r.thcl Y. Allon and O.N Allen, 1950. 

JI) E¡,(111 ):\ - Xilos a 

\1 111cdio clo EL.\l.\ (Rin agar) se lo sustituye el. munitol por 

xi:lClAa y en lugar de rojo congo se 1wa ol r:oloran te rojo -

do fcnol on una concentración do 0.018 g/1. 

12) EL(m).\ - naumosu 

AL medio F.J,\I.\ (sin :\gar) so lo sustituyo ol munitol por -

nruunosa y 01' lugar do rojo congo se utiliza el coloranto­

roj o fonol )o.o 10 g/l). 
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13) ,110<1:10 ill;ll h:nclo para la pruobii de ne t,i vi dad dn hirlrogonMn. 

:itodi.o Hintíitlco pura l'crluccf.Ón,i!:,. totrnzollo. 

(111g/l t) 

K HPO 2 1 -------------------------------­'.' 
400 111g. 

e ne 1 2 • 211 2 o ---------------------777------ 100 m g. 

KCl --------------------------------- 65 mg. 

1'1g301• 7II 2o2 ---------------------;--;-------- 50 111g. 

,\JnSO 
1 

II 3Bo 3 

-----------------------~7-------
4. 5 íllg. 

2.0 1ug. 

ZnSO 1 • 711 20 ------------------------------ 2. O 111g. 

G11:1íl .1• 511 20 ------------------------------ O ,Q1l 111 g. 

CoCl 2 • 611 20 ------------------·----------- O. 025 mg. 

Glicinn 2.0 111g. 

-----------------------~~-------
40 mg. 

Tnositol 100 mg. 

Sncnroe~.---

77
_.,. _______ 

7
.,. _______ 

77 
_______ 3000 mg. 

Nn ~lutai!1nJ;~ . .,..,..,..,..,. 7 ,. 7 ,-,...,..,..,..,..,..,.---;-;·--.,-.,.--.,. .. 500 1:1g • 

. \gar 
-------------------------~.,.-~~---~12oon mg. 

ll!I --------------------------;-------- 6. 7- 7, I) 
llifitri.lmírlo en cuntidncles do 100 1i¡j.~ y estoriliznrlo 1110~0 _ 

cs11orar c¡t10 RO onfr!o hílfitn 60ºC, n11t0f1 do lrnccr nnjn8 pctrl, -
ncli<lionnr 1 ml. rlo nnn solnci611 ostóril <lo clorhlrlrato rlc t.ri. fe 

ni.l tctrazoli.o {Tg/100 1111.) rnozclnrlo lJlén y hneor cajnH. 

El 1110<1.lo hánico os de Rnngn. Rno (1977) modificn<lo 1;o~ÍJ11 comen 

ta1·ios <lo l.lnier, (1973) Crn1qihell, (1978) 

14) .'Jc•Uo !!_~~l.17.a<lo ¡inra l!!:..J>~ do tolerancia ~ la acidez¡ -
alcnl inid:L•~~ (CEV.1) 

n) .llicronuLriontos 



MnC1 2.411 2o 
ZnS O 

4
, 711 20 

C11C1 2.2!! 20 

J\ a2.'.lo0 '1º211 20 

. \gua dcst. 

l>) Vi tamin ns 

Thi a111lna IICl 

Ca Pantotennto 

Ilio tina 

Agua 

e) Fos fíito 

líll 2f o 4 

Agua 

Fonuul ación el el modio 

Glycorol 

Na gluconato 

~IgS0 4 • 711 20 

Cac1 2.2n2o 
FeEDT.·\ 

a) Soln. micronutricntos 

b) 3oln. vitaminas 

e) Soln. fosflto 

Agnr 

Agua 

- 50 -

o.so4 g. 

0.227 g. 

0.034 g. 

o.oos g. 

10001111 • 

o.4oo g. 

0.400 g. 

0.0001 g. 

100 ml. 

1.36 g. 

1000 1111. 

5 g. 

o.1a1 g. 

0.220 g. 

0.074 g. 

0.001 g. 

0.035 g. 

o.s llllo 

i ·º 1111. 

1.0 1111. 

20 g. 

10001111. 

El pU se ajustn al pU desando, el modio se 0Atorilizn-

11or nutoclnve se onfr!a hnstn 55ºC para ontoncos, probnr­

con potenciómetro que el pH quedo en ol nivel dosondo, 
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