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Tsto estudio no realizd a nivel do laboratorio a fin -
de caractorizar y tipificar 16 cepas de Ithizobium japonicum
las quo en experimontos, anteriores so ha comprobado quo --
son eltomente efoctivas en 1o fijacién de nitrogeno.

Fn primer lugar sc roalizé una serle do 13 pruebas hlo
quimicas que fueron las siguientos: desarrollo on glucosa -
poptona-agar, reacclbén en la leche tornesolada, desarrollo-
en citrato de Koser, produccién dc !,S en agar sulfito do -
bismuto, desarrollo en el medio modiiicado de Dergonsen pro
duooidn de cetolactasa, roacciln en el medio de FlAl-azul -
do bromotimol, desarrollo on el modio de LElL.A-rojo-congo, -
desarrollo en modio de ELMA con cristal violeta (1:1000) vy
(1: 150000), fermontacifn de xilosa en el medio de FIMA, . fer
mentacién de Ramnosa on ol moedio de ELMA y por filtimo la --
prueba de la actividad de hidrogenasa.

Tambidn se realizaron otro tipo de pruehas con las mis
mas cepas como son: la resistencla o sensibilidad a los si«
guiontes antibidticos: Amikacina, ac. nalidixico, mapleili-
na, cefalosporina, cloranfenicol, furandantina, gentamici--
ne, colimicina, pencilinina, sulfametozasol-trimotropin, tg
traciclina, cloxacilina, eritromicina, lincomicina, novobio
¢ina, estreptocimina,

Y por filtimo se realizb la prucha de tolerancia a la -
ncidoz y alealinidad, Ssta prueba se llevo a cabo con 14 de
las cepas ya que la 1 y 3 se comportaron atf{picamente y las
eliminamos al igual que en la prueba de resistencia a anti-
bifticos,

Para ésta prueha so ellipgid un range de pil de 4-9, se -
realizb con la finalidad de detemminar el pH 6ptimo de desa
rrollo y asf conocer su comportamionto a cambios bruscos de
6ste parfunetro. Condicifn que es muy frecuente al introdu--
cir inoculantes al suelo de tal manera que 8sta infomacidn
nos ayuda a oligir las cepas que mls convengan para traba--
jor on un suolo dotenninado.

Los resultado de las pruebas bioquimicas corrosponden-
asf en su totalidad al genbro Rhizobium japonicum observan-
dose que colciden con lo reportado en la literatura, sola--
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mente las oepas 1 y 3 perdieron sus caraoterf{sticas tiplcas .
y &sto se atribuye a que probablemente las cepas suftrieron un
cunbio génetico. En la prueba de resistencla a antibibticos -
se obsorvd gquo cada una de las cepas presenta un patrén de -~
comportamiento diferente aon respecto a las otras,

Por lo quo se rofiere a la prueba de tolerancla a la aci
dez y alealinidad se¢ logrd ver el rango de pH Sptimo para el-
miximo desarrollo de cada cepa.
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le~ En los filtimos afios los ostudios referentes a la pricti-
¢a de inoculacién y los bheneficios quo de fsta derlvan han -
aunentado considerablemente; doterminéndose que las cepas de
Rhizoblun deben rounir clortas caracterfsticas para quo ---
sean empleadas con fines agronbémicos,

Actualmonte no existen resultades quo permitan correla-
cionar la efectividad en la fijacién de nitrégeno con las ca
racterfsticas fisiol8gicas y serolégicas; pero es de gran im
portancia la formacién de un cepario con un criterio estric-
to del comportamiento de las cepas seloccimmadas como alta--
mente oficientes en experimentos de invernadero, espocialmen
to cuando &sta informwacidn es complementada con pruchas de -
tolerancia a la acidez, o bién a concentraciones clevadas de
sales, las (que son do gran utilidad para saber si las cepas-
tionen capacidad para adaptarse en suelos con dstas condicio
nes, do tal modo que ol conocimlento de las caracterfsticas-
anteriores y ol control estricto de las cepas auténticas de-
Rhizobiwn auwmenta las probabilidades de ¢que la inoculacifn-
rocomendada proporcione los benoficios quo se esporan do =~--
olla,

Con base en lo anterior, on el presente trabajo se pro-~
cedio a efectuar el estudio del comportamiento metabdlico y-
actividad do las bacterias simbibticas fijadoras de nitrdge-
no del género Rhizobium especle japonicum, para lo que so a-
plicaron once pruehas bioquimicas, diez do las cuales pomni-
ton caractorizar a tatas cepas de manera general y otra refe
rento a la actividad de la hidrogenasa, que de acuerdo con -
nunorosos reportes pareco oxistir una relacidn directamente-
proporcional con la efecctividad de la cepa.

Otras pruebas realizadas corresponden a la dotemina---
cién de 1a tolerancia a la acidez y alcalinidad y sensibili-
dod o resistoncia a antibibticos, &sta @ltima con objeto do-
utilizar algunos antibidticos cn estudios posteriores.
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2.- I Caractorfsticas do Rhizobium.

Adends de su eapacidad para fowmar nédulos con las lepgu-
minosas, que sigue siondo la basze mis acpptable para la ubica
cibn taxonbmica do su género, Rhizoblwm presenta los siguien
tes caracteros distintivos: bacilos (ram negativos de tamafio-
mediano, moviles y con grinulos de polihidroxihutirato, que -
se desarrollan escasamente en gluocosa-peptona-agar, on cambio
en un medio de agar con extracto do lovadura su desarrollo es
lento al prineipio y finalmento abundante dando orfgen a colo
nias caracterfsticas, de aparioncia acousa o blancas {con —w-
cierto grado de variacifn reconocible después de cierta expe-
riencia con bste grupo); la formacién do 4cidos es escasa o -
nula.

Respecto a la velocidad de crecimiento del género Rhizo-
bium; existen ospecies que se considoran de crocimiento ripi
do ya que alcanzan su mfiximo desarrollo en horas, y se clasi-
fican como portenecientges al grupo I, en tanto que ol grupo -
2 ineluye a las ospocies que se consideran de crecimiento len
to y 6stas aleanzan su miximo desarrollo en un perfodo de § a
7 dfas, y @ésto parece reflejar verdadoras diferencias metahb-
licas entre especies do Obste glnero.

n el medio de agar levadura manitol su desarrollo es a-
bundante en 3 -~ 5 dfas, fovmindose colonias incolbras o blan-
cas y gomosas cuando portenccen a las ospecies trifolii , le-
guauinosarum, phascoli, meliloti y algunas del grupo dol cau-
pi, en tanto que las especies lupini, japonicum, rizehia del-

Lotus y la mayor parte del grupo caupl en &ste mismo medio so
desarrnllan lentamente observindose crecimiento escaso en un-
perfodo de 5 a 7 dias, las colonias son mis pequefias y blan-~
cas y con formacifn de goma cscasa,

Fn &ste mismo modie adicionado de rojo congo las colonlas
de rizobia absorben muy poco colorante o nada, desarrollando-
colenias incoloras o lovemente rosadas,

Keyser, relaciond csatas caracterfstices de desarrollo ri
pido y lento como la presencia o ausencia de ciertas enzimas,

Jo que ful ratificado por Fark.

\



Craham, reportd que el grupo de desarrello rfpide utili
76 un mayor nfimero de fuentes de carbono que las de crecimien
to lento.

0tras caracterfsticas fitiles para cl reconocimionto dew
esos grupos de "especies" son: la natwraleza desis antfgenos
somfticos, estimulacién mediante azficares pentbsidos o vita-
minas, lfmites de tolerancia a pll y de tewperatura, y produc
cibn de lyS. {28).

Sin embargo hasta la fecha el eriterio mls aceptado pa-
ra 1o ubicacibn taxonbmica de las ospecies se basa en su in-
fectividad a detorminado tipo de legrminosas en las quo dan-
orfgen a la formacidén de nbdules. Esto sc debe a que tanto -
las especies de rizobia, como las plantas de leguminosas pre
sentan v grado de especificidad y esto le podemos observar-
claramente en la tabla A.

Nasta hace poce se crefa que les legmminosas eran los -
{nicos hmespedes para Rhizobivm, pero en 1973, se desculrié-
u caso en ol que Rhizobium de Vigna sinesis { ("Cowpoa") --
foymn nbdulos en Trema aspera una planta tropical no Leguni-
nosa, Trema es en la actualidad el finico gfnero de no logumi

nosas conocido quo se ha localizado por rizobia.



Tabla A

Grupos de inoculacibén cruzada de Rhizobium (39)

Organismo

Plantas hulspedes

Tipos do crecimicnto
ripido.

Grupo de¢ la alfalfa
Grupo del trébol

———

Remeliloti

_R._trifoll

Meliloto, alfalfa
Tréhol

lento.

Crupo del chfchare R. lepumi- Chicharo, lentejas
. nosarwun algunas habas.

Grupo Phaseolus R.Phasecoll Frijél

Tlio de erocimionto

Crupo del lupino Re Lmpini Lupino

Grupo de la soja R. japonicum  Soja

Grupo del "Cowpeal

"Mizolia del
cowpea"

Vigna sinesis ("cow-
poa"} cacahuates aca-
clas ete,



2.2, Caracter{sticas metabblicas.

Rhizobiumn, puede usar una gran variedad de carbohidra-
tos, produciendo fcido pere munca gas, utiliza nitrbgomo -
inorghinico (amonio o nitrfito) para su c¢recimiento, algmnas-
copas roquieren factores de crecimiento y aminofcidos para-
su desarrollo 6ptimo o bidn pueden usar fommas de nitrégeno
excepto nitritos.

Rhizobiwa o8 débilmente proteolitico.

Los medios sint8éticos adecuados para ol crecimiento do
algunas cepas han sido descritos por Ferry, Etal, Schminghg
mes y Bergensen. (6) (23) (43)

El gluconato de calcio (5% p/v) y fuentes de carbohi--
dratos especfficos son fitiles como suplemontos del medio pa
ra copas de crecimiento lento. El intervalo de temperatura-
6ptima deo crecimiento £s de 250 G - 300 ¢, {12) Una tempera
tura de 700 C. durante 10 minutos es letal, otra caracteris
tica de &stas bacterias es, la intolerancia a la Acidez, —-
mis adelante se¢ hablari de &sta propioedad,

Los rizobia no crecon bifn en medios de cultivo con -
peptona como so monciond, aungque ésta se wtiliza corriemte-
mente para muchas bacterias, pero sf crecon en diversos ex-
tractos complejos de orfgen vegetal como ol extracto do le-
vadura, que por lo goneral, es la fuente de nitrbgono mbs -
convenlonte ya sea on forma de extracto fresco o de prepara
dos comorciales; como fuente de carbono se usa a menudo el-
manitol pero puedo ser sustimfdo por otros, como la glucosa
o la sacarosa, ciortos rizohia se desarrollan mojor en 0—w-
tras hexosas o pentosas, asf ocurre con iuchos risobia do -
crecimionto lento los cualos usan preforentemente galactosa
o arabinosa,

Algunas pruebas bioquimicas ayudan a distingulr ol gé
nero Rhizobiwn do otros géneros, a continuacién se citan,-
algumos medios de cultivo que son (itiles en la realizacibn-
de las diferenciacibn,



El agar extracto de levadura manitol conocido también
como medio de ELMA, es ampliamente utilizado en el aisla--
miento de Rhizobium, {48} Su composicién se cita en el —.-
apéndice. El carbonato de saleio es genoralmente omitido w
del medio, sobre todo en los casos en los que se pretende-
realizar determinaciones del ocrecimiento baoteriano por --
turbidimetr{a., Las cepas de crecimiento ripido se desarro-
1lan on un tiompo de 3-5 dfas, formando colonias de color.
pilido y aspecto gomoso. (48)

El medio de ELMA, con indicador rojo ocongo (10 oo de-
una soluoldn acuosa 1:400 estorilizadoe por separade y agre
gado on forma eséptica a cada 1itro de modio fundido antes
de su uso), es de gran utilidad para di ferenciar Rhizobiun
de otras bacterias, en genersl Rhizobium se tiffe debilmen-
te con &ste colorante, en tanto que otras bacterias toman-
el color con intensidad.

El comportamiento de cada cepa de Rhizobium en parti-
cular debe establecerse mediante cultivos puros auténticoes,
tomando en ouenta otras caracter{sticas coloniales para .
forzar su diastincién. Lo anterior se logra mis facilmente-
anallzando el crecimiento superficial en el medio de culti
vo (EINA).

I el medic de gluocosa-peptona-agar (su composicibn .
se cita en el epéndice), el orecimiento de Rhizobium es po
bre o bién no se deteota crecimiento a las 24 hrs. eso mis
mo ocurre con otros medios que contengan peptona, existen-
excepciones en muchas cepas de Rhizobium meliloti referen-
te al ecrecimiento do éste medio. Esta prueba se realiza en
laboratorio como prueba de rutina.

Otra prueba que se utiliza en la rutina es la prueba-
de la leche tornasolada,

El empleo de la leche como medio de cultive data de -
los conlenzos de la bactoriologfa. Se utiliza como medio -
diferencial para demostrar si un microorganisme efoctiia Lla
fennontuoibn. peptonizacién o ambos efectos a la vez,



La casefna os una protoina capaz de roacoionar como .
fisido d&bil o como base poco energdtica (anfétero). In la-
loche so oncuentra enteramente en suspensifn coloidal, Al-
guna bactorias segregan una enzima parecide a la renina ca
paz de hidrolizar casefna y transfommarla on paracaseina -
soluble y en cuerpo similar a la peptona., La paracasefna -
soluble reacclona entonces con las sales chlcicas disuel--
tas y so forman un precipitado de paracasoinfito de clleio,
el 1fquido claro que rodea el cofigulo de paracasefna se co
noce por suero, osto se representa en el esquema siguien--
tes

ceseina + renina

Cuerpo peptolide p-casefna solublo

-

+
sales cflcicas
paracaseina

(paracaseinato de Ca)

Las bacterias que fermentan ocon rapidez la lactosa -
produce suficiente fcidez para precipitar o coapgular la -
casefna, El 1fquido claro que me separa del cofigulo es el
suero, la acidez obtenida basta para impedir que prosiga-
el desarrollo baoteriano, Las bacterias que no fermentan-
la lactosa pueden producir cofigulo con renina, siguiendo-
una peptonizacién de la caselna con formacién de diversas
fraociones solubles, La leche se vuelve alcalina en la -
reaccidn,

Las bacterias que formentan muy lentamente la lacto-
sa no tienen la propiedad de preservar las protefnas,

La concentrascifn 1{mite de hidrogeniones no se al=-
canza nunca y la protefna se descompone a medida que se u
tilizan los carbohidratos ya que sl hay carbohildratos no-
ocurren alteraciones putrofacticas pues éstos preservan -
las protefnas. En tales condiciones la lesho puede volver



se foida o aloalina seglin predomine el efecto de fermenta..
816n o el de putrefaeccidn,

A la leche se le afiade con frecuencia el indicador --
tornasol para detestar cambios de pH en el medio.

Existen otros colorantes somo la sulfonftaleina de -
brillo no intenso como el piirpura de bromosresol y el azul
de bdromotimol que muestran una sensibilidad mayor y son su
periores al tornasol para apresiar eambios en la reaseifn.
de la leche., Sin embargo, el tornasol indiea también el po
tencial de oxidacién-reduceidén del medio lo que no pueden.
hacor los indiecadores sintéticos de sulfonftalefna y ésta-
propiedad suele ser de lmportancia para el diagnéstiso. Al
gunas bacterias tienen la propledad de redusir el tornasol
a su forma incolora. Por ello el tornasol continfia siendo-
muy utilizado para afiadirlo a un medio l&cteo.

Rhizobium produce cambios lentos y variados en leche-
tornasolada, por ejemplo Rhizobium meliloti da una reac...
cién fcida, y muchas cepas producen lentamente una zona de
suero en la parte superior del tubo, en tanto que Rhizobium
Japonicuu tiene la propiedad de producir alcalinizaeién -
del medio y no produelr zona de suero. (29)

Otra prueba usada es la que se realiza oon medio de -
ELMA agregando como indieador el azul de bhromotimol en la-
proporeién de 5 ml. de una solusidn aleohdlica al 0.5% 1lt.
Yy el que permite detestar las variaciones del pH por caum--
bios en el eolor del indicador (48), y se utiliza para di.
forenciar las especies de Rhizobiwn de crecimiento ripido-
que producen fcido, de las de eresimiento lento que presen
tan reacoidn alealina,

Existen otras pruebas que pexrmiten la diferenciacibn-
entre especies de Rhizobium, de crecimiento lento [21), —-
nos habla de una prusba para ver la fermentacién de azfioa-
res oowo son la xilosa y la ramnosa, en &sta prueba se u-
tiliza el medio de EIMA y en el, se sustituye el manitol -
por algunos de los azllcares antes mencionados y se usa co-



mo indiecador rojo de fenol a una concentracidén de 0.8 g/1, -
se someten las cepas a incubacidn durante 3 a 7 d{as a une -
temperatura de 30°C.

Como resultado de 8sta fermentacifn se produce acidez -
%sta prueba se interpreta observando el vire del indicador -
sl hay produceién de Acido, el cambio de color es de rojo na
ranja hasta llegar a amarillo seglin sea la cantidad de dcido
presente,

R, lupini produce foido a partir de xilosa y ramnosa, -
en tanto que R. japonicum nd.

Las pruebas bioquimicas son utilizades en la diferencia
¢idén de cepas de Rhizobium, estas incluyen propledades como:
requerimientos vitaminicos, tolerancia a NaCl, tolerancia a-
la acidez y aloalinidad, utilizacibn de carbohidratos e in-.-
termodinrios, y tambi®n respuosta a agentes antimiorobianos.
(19) (25) (27)

Otra prueba Gtil para diferenoiar a Rhizoblum de otros-
génoros es la que emplea el medio de ELMA con oristal viole-
ta & una conoentracifu de 1:1000 y 1:150000. Algunas especies
de Rhizobium presentan un orecimiento similar al de Rhizo-
bium Jjaponicuu, sin embargo otras desarrollan colonias pe--
quefias que toman ligeramente el color del medio, en camblo -
Agrobacterium . radiobacter desarrolla colonias lisas en la -
superficie con oentros de color violeta. (22) Fsta determi-
nacién y otras quo se mensionan aycontinuaciBn son do espe--
cial interds cuando se efectfian asilamientos, asi por ejem--
plo otras especies do Agrobacterium, son muy abundantes en -
el suelo, frecuentes se confunden ¢on Rhizobium en los procg
dimientos de aislamiento ya que en el medio de EIMA producen
colonias indistinguibles. Sin embargo existen otros medios -.
que son fitiles pare distinguir & esos géneros.

Graham y Parker, examinaron muohas copas y al aplicar -
varias pruebas bloquimicas, observaron que Agrobacterium ...
prosenta un crecimiento oaraster{stico en glucosa~peptona--—
agar utiliza citrato, produce sulfuro de hidrégeno en el me-
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dio de oultivo agar sulfito de bisnuto y forma un precipita
do en agar glicerofosfato do calcio. (28)

En constrasto con Ihizobium el cresimiento tipico es -
escaso en glucosa-peptonaZagar, no utiliza el citrato, forma
poco o nada HzS en agar sulfito de bismuto y no da precipita
do en agar glicerofosfato.

Brymt reportd que en el medio modificado de Bergen son
las especles de Agrobacterium tlenen buén crescimiento mien-
tras que algunas oopas de Rhizobium no ocrecen en éste medio.
La composioibn de éste medio se cita en el apendice.

Es interesante la nota que nos dice gque cultivos aisla-
dos de rizobla, los cuales fueron responsables de la fonna--
¢ién de nbdulos, no erecieron en el modio de lectosa mangang
so, mliontras que oepas de Agrobactorium moatraron abundante~
orecimiento, por lo tanto &sta prueba os muy fitil para esta-
blecer la diferencia entre Rhizobium y Agrobasterium,

Existe otra prueba que ayuda s diferenciar a bstos dos-
gbneros y se basd = en que el género Agrobacterium tiene la -
cnpacidad do, (oxidar el carbdn 3 del nficleo glicosfdico de-
disacfridos), y do acuerdo al azficar utilizado se obtiene 3-
cetalactosa, 3 cetomaltosa 6§ 3 cetosacarosa, compuestos que-
son ficilmente detectados mediante reactivo utilizados para
azficares redustores (Fhling, Benedict, Luff, ote.), la compo
sieibn del medio se oita en ol apéndice.

Bernaests y Do Ley trabajaron con 33 especies do los sl
guiontes géneros observando que ninguno es capaz de oxidar -
al carbono 3 del niicleo glicosfdico de disacaridos: Acetohac
Yor, Aerobacter, Alealigenes, Bacilus, Choromobacterium, Es-
cherichia, Gluconobacter, Nocardla, Mycobacterium, Paracolo-
bactrum, Pseudomonas, Rhizobiwn, Streptomyces y Xanthomonas.

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

Dos determinaciones muy importantes desde el punto de -
vista de la aplicacién préctica de Rhizobium son aquollas -~




que pommiten evaluar la fijacibén de nitrégeno, son pruebas-
enzimfticas y corresponden a lp determinacién de la activi-
dad de hidrogonasa y la detexrminacién do la actividad de la
nltrogonasa.

Durante la reduccibén del nitrégeno a amonidco se produ
co simultancanonte hidrégeno gaseoso lo que constituye una-
poerdida de enorgfa. En relacién a 8sto se ha observado que-
algunas cepas de Rhizobiwn disponen de un gen denominado-
hup+ 6l que permite a las bacterias sintetizar una hidroge-
nasa, enzima que cataliza la disociacidn del gas en proto--
nos y electrones los que son reutilizades en el proceso de-
fijacidén o reduccién de nitrégeno reportindose que las ce--
pas que poseen ésta informacidn genética son mis eficien—.-
tes en la fijacién de nitrégeno., (37)

La prueha de la actividad de hidrogenasa os una prueba
muy importante para vor la actividad enzimitica en el sue~-
lo. (35) (43) (46) También es importante porque ayuda a-
evaluar la fijecién de nitrdgeno por Rhizobiun indircctamen
te, ya que la actividad de hidrogenasa es directamente pro-
porcional a la cantidad de nitrbgeno fijado, &sta pruoba se
realiza con el reactivo clorhidrate de 2, 3,5, trifenil to
trazolium, &sta sal es roducida cuando existe actividad do-
hidrogenasa y la interpretacibén de la prueba es la siguien-
to, ol reactivo inicialmente es de color amarillo péalido y-
si se lleva a cabo la reaccidn hay un vire a color rojo en-
cendido. Las colonias se aprecian de color rojo encendido-
sl la prueba se positiva.

La reaccifn que so llova a cabo es la siguiente:

2 [t o+ 2 o”)

N
Hsco’//// Ry

Ny—n

1~

6”5 "UCO - C-—-——-—N-(26H5
N———~N-C6H5

-2 (24 + 2 o)

Amarillo palido Rojo
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Con lo que respecta a la pruoba de la nitrogenasa se -
tiene que #sta cvalfia diroctamento la actividad de la nitro
genasa madiante la t&enica de la reduccifn de acotileno a o
tilono, os sumamente sensible y puedo llevarse a cabo en --
preparaciones y cultivos bacterianos en el laboratorio y en
nédulos do legumbre y on bacterias de vida libre in situ,

Esta prueba esta basada en la reduceidn do Coly a Cy =
H4 catalizado por la nitrogenasa. La técnica es muy simple-
rapida y efectiva, el procodimicento se efectfia mediante una
jeringa que tiene acetileno que ya esth medido, el cudl es-
inyectado al cultivo in vitro o bidn al sistema radicular -
con nédulos, esto se realiza en matracos adocundos para ol-
oxporimonto, despubs do varias horas de incubacifn so toman
looturas estrayonde nuevamente con una Jeringn ol gan do =
Tan wnleneon, GuLo gun norf alllone ol on quo hubo neblvl.-
dud do wllrogennan y o vonl bang modlolonen dal s donpnbs

de o Tosubnatdn mod Lim b o ramnbopgraffa do gonnon,

lnn vondn)nn do fntn Lhanlon on quo no oblemdiefin vilo.
rore do nbbeBygonn (1 ado rhptdmmonbo, y mlomhs ne aonnldora.
oloollve yu qw podowon sebor ol velor ronl do wdlrbpeno Il
jado,ns{ poder clegir la copo mhs ofoctiva.

Como desventajas do la tbenica so tieno, quo si no so-
maaejn pdeenndmento ao puedo caor on orrorves como 1a ptrdi
o do gas obilono y asf ohloner falnow venul Ladon, (32)



2.3. Intoracciones de Rhizobium con otlros microorganismos y -

factores ambientalos

Las rafces de las leguminosas, en contacto con bacterias
dol génoro Rhizobium establecen una simbiosis que se manifios
ta con la formacién de nbédulos, y es precisamente on &ste lu-
gar donde se realiza la fijacién do nitrbgeno atmosférico.(4)

Sin embargo los rizobia, antes de la infeccibn y forma--
oién del nédulo, se comportan como bacterias de vida libre, -
por lo cufl tienen que sobrevivir y proloferar en ol suclo —-
juito con millones de microorganismos habitantes del mismo, -
compartiendo tanto espacio, sustratos energéticos y otro tipo
do nutrientes. (17)

Dado quo los microorganismos se encuentran viviendo en -~
el suelo y formando comunidades complejas, existen ’interaccio
nes variadas e intensas entre sus diferentes componentes. E-~
xisten' muchos factores biolbgicos que afectan la sobrevi--
vencia de los rizobia cuando se encuentra en vida libro.

Entre los factores no biflogicos se citan ol pli, tempora
tura, hnmeded relativa y tipo de suelo. (47)

Entre los factores biolbgicos se ha sefialado la interac-
cién de rizobia con micoorganismos nativos del suolo, consti-
tuyondo un obsticulo para ol desarrollo do los rizobia., Ropor
tes de India, Australla y Nueva Zelandia, indican que los fac
tores biolbgicos son importantes en ol establecimionto de la-
simblosis y la falta do nodulacibn. (20)

Se¢ ha reportado quo diversos actinomicetos, hongos, pro-
tozoarios y virus dol suelo y de la rizosfera de las leguming
sas tionen un efecto antagdnico hacia los rizebia. Aunque no-
todos los antagonismos son dobidos a sustancias inhibidoras,-
la mayor parte de los estudios son causados por la presencia-
do 6stas, por lo quo no hay duda de que uno do los factores -
limitantes mds importantos do estas relaciones en condiciones
oddficas es la presencian de sustancias antagbnicas. (40)
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No hay bases determinantes para demostrar que los suclos
naturales contongan concontraciones efocaces de sustancias --
inhibidoras, aunque gran parte de las pruobas indican que si.
existen y son efectivas comprobindose por ol bajo nivel de ac
tividad microbiana en d suelo, lo que sf se sabe, es quo lo-
calmente pueden existir sustancias inhibidoras on concentra-.
clones efectivas en situaciones especiales, y on ol suolo &s-
tas se acwmlan con rapidez cen condiciones do estinulacibn a-
docuadas, debido a que los efectos inhibitorios y producecibn-
de antibiéticos son a menudo dependientes del estado nutricip
nal dol suclo. (40)

La significacién ocolbgica de los antibidticos en el cam
bio de la composicibébn de la microflora del suoclo en la natura
leza ha sido motivo de controversia, y los rizobia al igual -
que otras bacterias Gram (nogativas) son muy susceptibles a -
ofectos antagbnicos. (1‘4]

Las principales bacterias con accibn antibidtica hacia -
los rizobia son aquellas que pertenccon a los géneros I'scudo-
nonas y Bacillus.,

Tl efecto antibibdtico de actinomicetos sobre los rlzobia
ha sido demostrado por muchos investigadores. Esos antagonis-
tas son miembros del género Stroptomyces, (2)

Del mismo modo varias ospecies flingicas tanbibn han sido
reportadas como inhibitorias de Rhizobiwn y entre ollas se -
mencionan a Penicillium y Aspergillus como las mas activas.

Especies de Altemaria, Cophalosporium, Fusarium ¥ OQe-—
tras también son inhibitorias de los rizobia.

So han roalizado estudios del efecto de antibléticos so-
bre el crecimiento o actividad de Rhizobium encontrindose una
gran variacién on lo que a sconsibilidad se refiere,

En condiciones in vitro se ha determinado que algunos ri
zobia de desarrollo lento producen bactericidas.

Gross D. y Col. reportan que Rhizobiwn aislado de caupl-
inhibié 58 do 66 copas do Rhizobium japonicum on tanto que ecn

tre las cepas do Ih. ioponicuw no So observé antagonismo y
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concluyo quoe la produceidn do ostos antibidticos puede ser -
uno de los factores rosponsables para que dominen ciertas po
blaciones de Rhizobium on un suelo. (30)

Las cepag de Rhizobium spp. tienen diferentes sensibili
dados hacia los antibidticos puros; rizobia de crecimiento -~
lento son menos sensibles que las de crecimiento répido a ba
jas concentraciones do ciertos antibiéticos, {17) El ofecto-
de tales antibifticos sobre la copas muestra una gama consi-
dorable de sensibilidad y resistencia como ha sido demostra-
do con pruebas hochas con una coleccién de copas de Rhi zo---
bium japonlcum y con especies de rapido crecimiento como -
son las do Rhizobiun trifoli, R. Leguminosarum y R. meliloti
donde los antibibdticos del grupo del las tetracilcinas fue--

ron les mhs activos. (48)

Elkan, realizd estudios con cepas de Rhizobium japoni--
cum, utilizando di ferentes agentes quinicos como: sulfadia--
zol 250 mg. estreptomié¢ine 10 mg., eritromicina, polimixina-
B, cloranfenicol y novoblocina. El investigador encontrf --
que las cepas fueron resistentes a la eritromicina, polimixi
na B, y cloranfenicol y sensibles a los demfis.(21)

Skotniki y colaboradores, reportaron una correlacién -
entre la actividad de la nitrogenasa de Rhizobium in vitro y
la resistencia a.la espectomicina y concluyo que &sta rela--
cibn facilitard ol alslamlonto de copas que sean Gtiles por-
su capacldad fijadora de nltrégono. (45)

Entre otras pruobns, so oncuontra tambibn la do toloran
oin a 1n acidez y alenlinldad quo son may {mportantos por ol
alpnlflendo quo tlenon on la adaptaoifn do Rhlzo blam a suo-
los con &stas caractorfsticas y la productividad de los mis-
mos indica que un aumento enla produccibn de ganado do carno
en las 350,000,000 hocthreas en las sabfinas, Acldas e Infér-
tiles de sudambrica representa un enomme trabajo para los ga

nadoros. (18)

Sin ecmbargo para obtener un beneficio completo de la fi
jacifn biolbgica do nitrégeno, os nocesario que las copas --
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que se introduzcan forwen una simbidsis efectiva. E1 pH bajo ~
limita la disjonibilidad de fésforo y favorece niveles altos -
do Al, jor lo que en ostos suelos la nodulacién y la fijacién-
do nitrbgeno es afectadnr negativamente, ypor lo tanto es esen--
cial emplear ceopas de Rhizobium adaptadas a condiciones fcidas
Tor otro lado la produccion de alealinidad por Rhizobium aisla
do do leguminosas tropicales se considera una caractoristica -
distintiva con significacién ecolbgica,

Se ha observado que la acidez tiene efecto inhibidor sobre-
el crecimiento de Rhizobium. Se han desarrollado algunas prue-
bas yara obsorvar la produccidén de alcali asi como la resisten
cia de Rhizobium a pH fcido.

Hagerdon y colab. aislaron 50 cejas de nddulos de Stilosan-
Les cajpitata. S. guianensis y S. hawmanta, y observaron marca--
das diferencias entre ellas, 19 de las cepas crecieron en el -
medio ELMA a un 7H=6.8.7.0, 2 crecieron a un y Il &cido y los -
demls crecieron a un li de 7-8.

En un estudio Hagerdon determina el ofecto del pH sobre 40
ccjas do Rhizobium jajonicum con efectividad comjrobada on la
fijacibén de nitrégeno, tambitn traté de establecer une relacibn
entre entre su cfeectividad y su rosistencia a jH fcidos. Los -
resultados demostraron quo las cepas eran fcido tolerantes e in
copaces de alcealinizar ol wedio. {231)

Keyser y Munns consideran que ain cuando el uso de un wedio
de cultive acidificado no reyproduce en ninguna forma las ca- -
racteristicas complejas del suelo, yero si yproporciona informa
cién y constituye un método rdpido yara deterwinar la toleran-
cia a la acidez. (34)
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3.1, Cepas de Rhizobium japonicum

’

Les cepas ompleadas pertenecen a la coleceidén de Mi--
crobiologfa Experimental de la Facultad de guimica. Estas-
cepas han sido calificadas en trabajos previos como alta y
medianamente eficientes en la fijacién de nitrégeno y espe

ci{ficas para las sigulentes variedades de Glycine max:
3g'

variedad Jupiter
variedad Bragg
variedad Cajeme
. variedad DM-2
variedad Davis
variedad Alamo

3.2, Pruebas biogquimicas:

Pruebas bloquimicas que nos diferencfan el género ---
Rhizobium del género Agrobacteriwm.

3.2.1. Desarrollo en glucosa-peptona.agar,

Rhizobium japonicum se caracter{za por producir esca-
80 o ningfin desarrollo en 8ate medio despubs de un perfodo
de inoubnoifn de 24 a 96 horas a una temporatura de 28°C,
(48)

8.2,2, Dosarrollo en oltrato do Kosor,

Las cepas do Rhizobium japonicum se inoculan y se in
cuban a una temperatura de 280C durante 7 d{as., El medio -
presonta turbidoz cuando el ecitrato es utilizado.

Rhizobiwn japonicum es incapaz de utilizar a los 6i--
tratos, por lo tanto el medio no presonta alteracibn. (28)

3.2.3. Desarrollo en agar sulfito de bismuto.

Se inocularon e incubaron las cepas a una tomperatura
de 280C durante 7 dfas,

Rhizobium japonicum se caracteriza por no producir o produ
cir muy poco &cido sulfhidrico en &ste medio,




Si osth prueba resulta (+) el modio do cultivo se tor
na negro y si da (-) ol medio no sufre cambio, solo se pre
senta orecimionto on la superficie de &ste., (28)

3.2.4, iedio modificado do Borgensen (Utilizacién del man-
ganeso ). En la superficie del medio, se fomma una pelfoula
ouando ol Mn es utilizado, no hay formacién de pelfoula en
el caso ouando el Mn no es utilizado.

3.2.5, Prueba de la cetolactasa,

En ésta prueba las copas se incuban durante 7 df{as a-
una temperatura de 28°C, Esta prueba se intorpreta de la -
slgulento manora; si o3 (+) se observa color rosa al agre-
gar ol reactivo do Benedict, y si es (.}, no hay desarro--
110 de color.(7)

3.2.6, Desarrollo en EIMA-oristal-violeta (1:1000) y {1:15
0000).

Las cepas se inotulan y se inouban a una temperatura-
do 280C durante 7 dfas, Rhizobiun japonicum no se desarro-
lla en éste medio de cultivo,

Sin embargo gbneros ocomo Agrobacteriwn si se desarro
1la dando colonlas caractorfsticas de color blanquecino .
con centro de color violeta. (22)

Pruebas para diferenciar cepas de Rhizobiwn de creci-
miento ripido y orecimiento lento.

3,2.7. Reacoidn de 1a leche tornasolada.

Las oepas se inooulan e incuban a 289C durante 7 d{as
un vire a color rojo nos indiea produceién de acidez y alw
color tornasol nos indica alealinizacién del medio. (29)

3.2.8. Desarrollo en EIMA.

Las oepas inoouladas en 8ste medio se incuban a una -
tonmperatura de 289C durante 7 dfas. Rhizobium forma ocolo--
nias de tipo cremoso, convexas, do color blanquecino, muco
sas, brillantes, de 0.2 - 2 mm, de difmotro y 81 se trata-
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de copas de orecimiento ripido su orecimiento se prosenta -
de 24-48 horas y en el caso do cepas de creeimlento lento,~
ol erecimiento oourre al euarto o quinto dfa de incubacifn.
(48)
3.2.9. Roaccidn fcida o alealina en EIMA-AB

Las cepas so inooulan ¢ incuban a una temperaturs de -
280C durante 7 dfas, Una ¢epa do crecimiento rhpido produc-
torn de acldez causa un vire a color amarillo, en cambio ~~
las cepas de orecimliento lento como Rhizoblwm japonicum . -
producen alcalinidad y el medio vira a color azul. (48)

3,2.,10. Utilizncidn de Xilosa y Raumnosa.

Las cepas se inoculan e inocuban o una temporatura de~
280C durante 7 df{as, El medio presenta un cambio a color --
amarillo cuando los azlicares son utilizados., Fn el caso de-
que no hay utilizaclbén do azficares el umedio vira a color --
rojo debido al aumento del pil a alealino. (21)

3.2,11. Reduceién del tetrazolio (o aetividad de hidrogena-
sa).

En ésta prueba se utiliza el medio bfisico de Ranga -~
Rao modifieado por Malor y Campbell, (37) Se realizan los -
siguientes pasos:
a) Se esteriliza el modio de cultivo.
b) Se propara una soluecibén de clorhidrato de 2,3,5 trife- -
niltetrazolio (TTC) a una concentracién de 3% y se esterili
Z2,
¢) Se coloca ol modio do cultivo en oajas patri y se le afia
de 1 ml, de la solucién de TTC en la oaja y se mezcla.
d) Se deja solidificar y se inoofila 0.1 ml de la suspensidn
bactoriana.

e) Se incuba durante 1 a 2 semanas a una temperatura de - -
280C obsorvindose la reduceidén del tetrazollo, por la apa--
rieidn de colonins rosadas o rojas en el medio de oultivo,-
en caso de dar resultados negativos no se observarf colora-
¢i6n en las colonias, (21)
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3, Rosistencia a antibifticos.
En #ste ensayo se usan sensidiscos con antibibticos a
forentes concentraciones espec{ficas para bacterias Gram

nogativas y Gram positivas, empleando el medio de cultivo-
EIMA como base y el método do difusibén en placa, reallizan-
doso los siguientes pasos:

a)

b)

Il medio de ocultlvo estdril se vacia en cajas petri, se
deja solidificar, se inooula extendiendose con un trian
gulo de vidrio estéril,
Se procede o colocar un multidisco impregnando con los-
siguientes antibibticos:

Amikacina
Ampicilina

Cefalosporina
Fritromicina

Gentamicina

Lincomicina

Novobiocina

Penicilina

Estreptomicina

Sul fametozasol trimetropin
Tetraciclina

Eatos antibibticos tienen ofecto sobre bacterias Gram --

positivas,

Amikaina

Ac nalidixico

Ampicilina

Cefalosporina
Cloranfenicol

Faradantina

Gentamioina

Penicilina

Colimicina

Sul fametozasol trimetropin
Tetraciciina

Eritromicina

Estos tienen efooto sobre bacterias Gram positiva y Gram
negativas,

(13)
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3.4, Prueba de la tolerancia a la acidez y aloalinidad,

En 1a prueba de la tolerancia a la acidez y alcalini-
dad, se realizan curvas de crecimiento a diferentes pH, en
el intervalo de 4-9 realizando los sigulentes pasos:

a) Se realiza el medio de CEIM (descrito en el apéndice}-
se colocarf on matraces con un tubo unido en un costa-
do con el fin de utilizarle como celda para deteruinar
el crecimionto midiendo la turbiedad en un fotocolorf-
metre Klett Sumerson, a diferentes perfodos de incuba-
cibn,

b) Se ajustf el pH en ol valor de 4.9 con HCL 0.I N o --
NaOH 0.I N,

c) Se estoriliza ol medio con el pH ajustado.

d) Se inocula el matraz utilizando una asa de 4 mm, de di}
metro.

o) Se incuba con agithoi6n a 120 r.p.m., en una incubadora
modelo 624 New Brunswick 3cientific CO, INC, a 270C du-
rante una semana o mfis tiempo de acuerdo a la cepa.

f) Las locturas de la turbledad se realizan cada 24 hrs.

g) La incubacién se suspende al observar que las lesturas-
86 estabilizan o decrecen. (18)

Para el chlculo de la turbiedad producida por el cre-
cimiento bacteriano se utiliza la curva estandar de Mo. —-
Farland, obtenida en el nefelfmetro de Mc. Farland,

La turbiodad de la suspensifén problema es comparada -
con las respectivas lecturas de turbledad de una serie de-
10 tubos callbrados conteniendo soluciones do Sulflto de -
bario, preparados por la mezcla de diversas cantidades do-
solucién de cloruro de bario al 1% y H2504 al 1% (ver ta-
bla B)

La turbledad do &stos tubos calibrados corresponde a=
las diferentes concentraciones de bacterias, tomando como-
referoncia las turbiedades producidas por cultives de esta
filocovos, estreptococos, gonococos y bacilos colifornes.



Tabla B

Tabla de calibracién do suspensibnes bacterianas por nofelome-
triao

No.bgctorlas
(m1) (n1) x 10

Tubo 1% BaCl, 1% 1,80,

1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9,7 900
4 0.4 9.6 1 200
5 0.5 9.5 1 500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9,3 2 100
8 0.8 9.2 2 400
9 0.9 9,1 2 700
10 1.0 9.0 3 000

Se trazaron 2 curvas, la curva de hic Farland 'y otra curva
igual realizada con una dilucibn 1:10 con el fin de poder in--
terpolar valores mfs pequefios. (15)
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Interpretacién do la tabla 1

As Glucosa-peptona-agar. +++ = desarrcllo abundanto
+ = poco dosarrollo
- = 8in desarrollo

B: Loche tonasolada. 1 = reaccibn neutra o aleali
na de suero.

2 = reaccién alcalina con 70
na de suero,

3 = roaccién alcalina sin 70
na de suero.

4 = reaccién dcida sin zona-
dé suero.
C: Citrato de Koser. + = formacifn de pelfcula on
la superficie.,
- = ausencia de desarrollo

D: Agar sulfito do hismute, +++ = fuerte produccién de HoSe

E: Utilizacién de manganeso. ++ = desarrollo abundante.
‘ - = ausencia de desarrollo.

Fy Produccién de 3-cetolactasn + = produccién
- = no produccidn

G: Levadura-manitol-rojo-congo a = Colonias de aproximada-.
mente 2 mm. de dfmnotro,-
mucosa, brillantes,lisas.

b = Colonias de un difmetro -
menor a 2 mn.,nucosas, bri
llentes, lisas,

iy Levadura-menitol-azul de bro x = reaceifn icida

motimol.
. ¥ = reaccibn alcalina,

I: Lovndura-mnnitol-cristal-vio + = ¢8caso desarrollo
Lota. (1:1000). - = gin desarrollo



Ji+ Levadura-manltol-cristal~vio- + = escaso desarrello

" leta (1: 150000).
- = 8in desarrolle

K: Levadura-xllosa, + = produccién de fcido,
- = no produccidén de fci--
'(100
L: Levadura-ramnosa. + = produccién de fcido,

- = no produceidn de fclido

LL: Actividad de hidrogenasa + = actividad de la enzima
hidrogonasa.

- = inactividad de la enzi
ma hidrogenasa, -



4,2 Tadls 2

Resultados 4o )s resintencis s mtidiftices

Antknoina
Ac.Nalidiztee
Ampioilina
Celnlvaporina
Fursndmnting
Oenismieins
Colinteims
Pentoilina

Sulimetosnsel
trimetropin

Totraeialine
Eritromicina
Cloxssiling
Linceuicina

Novebiveins

Latroplemieing

A« resistente
NR= mo resistente

30

n
L3

mn

xR

n

m
nm

NR

xn

"

n -
1o
L LU 1]
L |
| I |
| S
L I |
| I |
W
R
X X
LU |
] r
xR T
] ]
T
nmoox

n
n

ne
L3

L1

L]

NR

L1

nr

NR

xR

NR

NR

R



' Prueba de la tolerancia a la Geidez y alcalinidad,

Las siguientes grificas ropresontan el resultado de la —--
prucha de la tolerancia a la acidez y alealinidad,

Cada linen representa un pll, tomando el intorvalo de 4-9.

Las grificas se ajustan por el método do minimos cuadrados.




4.2.1. Tabla 3.

Desarrollo miximo de las ¢epas en un -valor de pH de 4-9,

Cepas il = 4 =5

12 +
13

16

17 Lt

18

19 oy

PH = 6

+



X Y
30 x 10 611
o0 x 108 12,461
o0 x 10 15,856
120 x 108 19.251
150 x 100 29,645
wo x 10° 26,040
210 x 10° 29,435
240 x 10" 22,090
270 ¢ 10 26,205
e ¢ ® 19,610

X = J o obiulnn /lll|n

Y ow (Unlduden Klotl)
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30 60 50 120 150 180 210 240 270 300 X10°
NUMERO DE MICROORGANISMOS

CURVA PATRON



LOG. DEL NUMERO DE MOOS/mL

DESARROLLO DE LA CEPA FO4 DE RHIZOBIUM JAPONICUM

pH5

90

851

8.0

75

0123458678910

EN DIFERENTES pH

pH6
pH?

0123456787910

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS

9o}
85} ;

pHS
8o} B
75

012345678910



DESARROLLO DE LA CEPA FQ5 DE RHFZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

sol 9.0 o}
85 | 85} 85|
pH5 pH? ’

| pHE pHY
E 380 8,0 80f
£
&1
g pH8
§ 75} 75 75 }

012345674879 n1 0123454679891 0123 45%67287910

TIEMPO DE'INCUBACION EN DIAS




LOG DEL NUMERO DE MOOS/mi

™
o

-]

=3
[t

DESARROLLO DE LA CEPA FQ6 DE RHIZOBIUM JAPONICUM

EN DIFERENTES pH

4 PH7 e

A e

a5

5t

pHY
pH8

o " s P

A 4 " i Leonmehamh

01 2 3 4 5678 91

012345678910

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS -

0t' 23 4567 8910



o«
o
T

LOG DEL NUMERO DE MOOS/mi
~3

@
T

~
(&3

DESARROLLO DE LA CEPA FQ7 DE RHIZOBIUM JAPONICUM

EN DIFERENTES pH

pH5
9 | 9, |
.pH6
H9
pH7 P
- P

85 1 2

8 s |

75 75 t
01 23 4 56780910 01 23 4 567 80910 0123405678 910

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS



DESARROLLO DE LA CEPA FOB DE RHIZOBIUM JAPONICUM -
EN DIFERENTES pH

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS

pH5
pH8
9
E
a
Q
Q
z8
w
a
Q
@
ul
=
o)
Zz
ry
a
8
- 75¢
pH4
01234 56 78 910 01234567 8910 01 234 567 8 9510



DESARROLLO DE LA CEPA FQ9 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTESpH

85

LOG DEL RNUMERO Dé MOOS/ml

P -~ PRI FE—

&5

© 75

pH8

0123456 78910 01 23 4 56 78 910
TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS

01" 23456782910

|
|



DESARROLLO DE LA CEPA FO16 DE RHIZO3IUM JAPONZUM
EN DIFERENTES pH

LOG DEL NUMERO DE MOOS/mt

8.5 9 g |
B -
pH9
5 3 pH8
7 L.
01 23 456278 910 0123456786 810 C1 234567 8910
."I TIEMPO DE INCU3AZION EN DIAS




LOG DEL NUMERO DE MOOS/ml

o
3]

o«
v

~3
wm
T

DESARROLLO DE LA. CEPA FO11 DE RHIZOBIUM JAPONICUM

i : ' pHS

EN DIFERENTES pH

pH#6

s I A

85

pH9

01 23 456 78910

01 23 456 7 8910
TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS




L] L

in

(2]

LOG DEL NOMERO DE MOOD 1l

s

DESARROLLO DE LA CEPA FQ 12 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

pHI
! pH8
- 85|
/_
z 8 .
% |
|
7 |
5678910 0123456780910 01 234 56780910

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS



DESARROLLO DE LA CEPA FQ 13 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

©
o

 LOG DEL NUMERO DE MOOS/mi
®» b

~
v

pHS

0V 234 5678 910

o 4

012 345467 88910

i
b

: TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS
|




DESARROLLO DE LA CEPA FQ16 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

9 9 9
j .
. c8s 85T
- ool
- 2 pH4 P
=1 8
-2
-
;o
-2
igﬁ 25t ;
o= !
€123 456786910 01 23 45%6 7891 01 23 456 7¢8¢5i1C

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS

3




DESARROLLO DE LA CEPA FQ17 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

H5
8.5 d 9L 85 o pH8
£
~
8 H7
Se 85 f :
8
pH6
;
37.5
-
w
Q
O
Sy
012345678.910 012345678910 012365676910

TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS



85

~3
3 )

LOCG DEL NUMERO DE M0OOS/Im
~

DESARROLLO DE LA CEPA FQ18 DE RHIZOBIUM JAPONICUM

EN DIFERENTES p H

pH6
pHS5
pH7
pHS
| 85t
8 }
75 ¢
pHé&
7 7r
012 3 4567 8910 01 23 4546 78 91 012 3 4 56 78 910



DESARROLLO DE LA CEPA FQ 19 DE RHIZOBIUM JAPONICUM
EN DIFERENTES pH

. : 95 |
9 |
pHS
85|
H?
- 8
pH6
75
pH4
. 012345678910 012345678910 123456782901
5 ' TIEMPO DE INCUBACION EN DIAS
_——_
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Datos ubllizados on la realizacién do las griflcas.,

Copa 0O F 4.

Ticupo en

0

8O e

O O .3 N U

10

Capa ¢

A S W DN e O

O @ -

F S,

|

Log.
4

7.58
7.47
7.47
7.66
1.66
7.66
7.74
7.66
7.66

7.66°

7.66

del nfmero do c¢8lulas/ml, -

5

7,33
7.43
8.14
8,31
8.41
8,50
8.62
8.62
8.64
8.04
8.04

7.11
7.11
7.74
7.85
7.94
8.23
8.23
8.27
8.27

6

7.47
7.58
7.85
8.11
8,39
8.48
8,53
8,60
8.63
8.66
8,66

7,11
7.58
7.69
7.80

© 8.05

8,08
8.11
8.11
8.11

1

7.85
7.85
7.98
7.98
8.16
8.33
8.36
8.42
8.46
8.47
8,50

7.47
7.80
8.05
8.08
8.11
8.16
8.19
8.19
8,21
8.23

8
7.47
7.74
7.74
7.85
8.08
8,23
8,16
8.08
8.19
8.14
8.106

7.11
T.47
7.58
7.66
7.74
7.80
7.80
7.74

9

7.58
7.66
T.47
7.58
7.74
7.74
7.74
7.74
7.80
8.11
8.27

7.98
7,066
7.80
7.80
7.85
7.94
7.98
8.14
8.14
8.16



a o F 6.

Eempo cn
Mas

' JERV- TR B N - o - |

(9}
oxuom&mm»—-ol_g =

I~

L]

-3

—
o

pll
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Log, del nfimero de ¢&lulas/iml.

4

5

7.58
8.21
8.45
8,53
8,04
8.67
8,71
8.72
8.74
8,75

64066
7.11
7.47
7.58
8.31
8,33
8,56
8.50
8.70
8.70

6

7.11
7.74
8.33
8,54
8.60
8,71
8.71
8.75
8.80
3.80
8.80

7.33
7.33
7.58
7.58
7.58
7.21
8.41
8.53
8.58
8.60
8.61

7

.33
.02
W76
.83
.80
«80
.93

D = S 2 s o«a |

093

7.33
7.66
7.60
8,33
8.30
8.41
8.45
8.50

03

8

7.33
7.90
8,19
8.33
8.33
8.39
8.43
8.50
8.50

7.47
7.47
7011
7.66
8.21
8.33
8,34
8.42
8.47
8.50
8.50

7011
7.11
7.47
T.74
8v19
8.53
8.56
8.01
8,05
.00
8.66

7.11
7.85
7.85
7.98
8.05
8.16
8.19
8.33
8.47
8.52
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Cepa Q F 8,
Tienpo on Log. del nfinero de c&lulas/ml,
dfas, pll 4 5 6 1 8 9
i 7.11 7.66 7.66 7.85 6,066 8,14
2 7.11 -~ B8.23 7.66 7.66 8.02
3 - - 8.69 7.58 7.58 8.1l
4 - 8.31 8.45 8.19 8.25 8.19
5 - 8.62 8.62 8.34 8,34 8,19
d 7.58 8.80 8.65 8.34 8.34 8.50
1 7.58 8.90 8.71 8.38 8.41 8.53
8 - 9.05 8.72 8.61 8.54 8.60
9 7.11 9.20 8.72 8.62 §.60 8.66
10 7011 9.21 8.72 8.72 8,61 8.66
7.11 9.25 8.72 8.74 8.67 8.66
Cepa 9 F 9,

0 - - - 6.66 6.66 7.38
1 - - - Toll 7.47 7.66
2 . - - 7.47 7.58 7.80
3 : - 7.1 T.11 7.66 7.74 8,08
4 - 71.66 7.33 7.7 7.90 8.93
5 - 7.80 7.74 7.80 8.02 B8.25
O - Batl 7.80 Bolt #,00 8.4
7 - Be2% notr N, ".00 .51
i - Re®0 Botl Ba21 a0 0,03
Y - (1TSS TR PO T | AL SO L 4 ¥/ B [ I
10 . B.23 B.011 8.23 £.00 8.5)



Cepa Q_F 10,

Teimpo en

dias.

0

10

Cepa 9 F 11.

SN W e W o

[=- BN |

C 10

pH

Log.del nfimern de células/ml.

4

7.66
6,66
7.80
7.80
7.80
7.80
7.85

5

7.60
7.80
8.05
8.21
8.36
8.41
8.53
8.53
8,53
8.47

7.85
8.25
8.25
8.29
8.33
8.41

8.41
8.41

G

7,33
7.33
7.85
7.85
8.27
8.25
8.34
8.41
8.50
8.38

7

.47
7.66
7.85
7,90
7.94

1.47
7.11
7.47
8.16
8,16
8.19
8.31
8.38
8.27
8.19
7.98

6,66
7.11
7.66
7.80
7.85
7.30
7.80
7.90

7.80

7.06
7,060
7.58
8.16
8,16
8.27
8,27
8.33
8.33
8.27
8.27



Cepa 0 T

12.

Ticupo en

pH

Log. del nfmero de 0élulas/nl,

4

a9

5

-

7.33
8.58
8,62
8.66
8.81
8.05
8.88
8.88

7.85
7.90
8,23
8.33
8.39
8.61
8,51
7,23
7.23

6

7.90
7460
7.9
8445
8.07
8.73
8.77
8.85
8.85
8.85

7.58
6. 66
7.94
Te 66
8.1
8.1!1
8.23
8.33
8.43
8458
84353

7

7.33
7.90
7.98
8.02
.38
8.72
8.60
8.76
8.38
8.83
b o83

7.58
7.94
7211
7.90
8.02
8.11

“8.19

8.36
8,65
8.64
8.47

8

6,66
7.11
7.80
8,43
8,46
8,53
8,56
8.56
8,55
8,55

7.58
7.74
7.11
7.90
8.19
8.36
B.45
8.47
8.05
8.58
8.47

7.33
7.606
8.14
8.01
8.62
8.65
8,70
8.68
8.68
3.68

7.80
7.58
8.11
8.23
8.33
8.41
8.47
8.58
8.70
8.77
8.74
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Cepa O F 16,

Tiempo cn

dias.

wn

Cepa Q F 17,

U1 B W N

Y

10

- 40

Log. dol nlmero de células/ul.

pH

4

7.74
7.74
7.66
8.02
8.11
8.16
7,94
7.98
8.00
8.20
8.40

5

7.94
7.66
7.02
$.33
8.19
8.19
8,16
8,18
8,20
8.22

.8.20

6.66
7.66
7.90
8.23
8.33
8.41
B.47
8.47
8.47
8.50
8.50

6

7.33
7.98
7.66
8.14
8.16
8.33
8,19
8.20
8,24
8.24
8,24

7.11
7.47
7.33
7.85
7.90
8.11
8,14
8,16
8.20
8,20
8.20

7

7.94
8,11
7.58
8.16
8.19
8.23
8.21
8.21]
8.24
8.30
8,30

7.66
7.58
7.80
8,05
8.21
8.36
8.41
8.41
8.50
8.50
8.50

7.58
7.85
7.85
8.02
B.36
8,19
8,23
8.30
8,32
8.31
8,34

7.11
7.47
7,33
7.85
7.94
Bo11
8.33
8,36
8.38
.42
8,44

8.05
7.02
8.16
8.23
8.23
8.11
8.11
8.20
8.22
8.22
8.22

6.66
7.58
7.80
T.85
7.98
8.02
3.08
8.11
8.16
8.20
8.20



Cepa 0 F 18.
Tiempo en Log. dol nfimero de c8lulas/ml.
dfas pHl 4 5 6 7 8 9
0 7.11 - - 6,66 7,47 8.14

1 7.11  6.66  6.66 7,33 7.66 7.80
2 7.11 7.11 7.94 7,90 7.66 7,66
3 - 7.47  8.11  8.11 7.66 8.41
4 7.33 7.58 8.33 8,19 7.90 8.41
5 7.80 7.74 8.53 8,31 7.90 B8.43

6 7,66 8,19 8,70 8.39 7.90 8.52
7 7,66 8.34 8.74 8.46 7.0 B8.52
8 7.66 8.61 8.78 8.52 7.80 8.52
9 7.58 8,71 8.79 8,57 7.80 8.52
10 7.47 8.71 8.80 8,62 7.80 8.52

Cepa ) F 19,

0 - - 7.74 7.11 7.66 6.66
1 - 7.33 7.80 7.66 7.90 7.90
2 7.11 7.11 7.47 7.47 8.27 7.85

3 7.47 6,66 8.05 7.47 8.11  T.417
6,60 8.11 8.11 7.80 8.16 8,11
6.66 8.19 8.23 .02 7.23 8.14
6.66 8,33 7.74 8.11 80,16 8.05
6.66 8,30 7.74 8.08 7.94 8.94
6,66 8,36 7.74 8.08 7.94 8.%4
6,66 8.36 7,74 8.08 7.94 8.94
10 6,66 8,36 7.74 8.08, 7.94 8.94

R=JE-= R - W R



ANALISIS DE LOS

RESULTADOS
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§.1.3

S5.1.4

56145

5.1.6

50107

Prucha hioquimlca

Desarrnllo en glucosa-peptoma-agar. Fn 8sta prucha so oh
tuvieron resullados negativos en rasi Lodas las cepas,-
menos on la cepa 1 y 3, IHay quo tmnar ecn enenta que con
base en 8stos resultades los rizobla no crocen bifn on -
cultivo do peptona, al igunal quo en los medios que sc v-
tilizan corvientemento para muchas hacterias. (48)

En la leeche tomasolada, se obtuvo una reacecifn alcalina
sin produceibn de zona de suero, y &sto es debido a que-
las cepas do Rhizobium de crecimiento lento poseoen la ca
ractorfsticas do producir alcalinidad, (48)

Desarrollo en citrato de Koser. La mifad de las copas de
sarrollaron en eitrato y fuoren laa sicuientos:

Ceépa 6, 7, 10, 12, 13, 16, 17, 18 y 19, en tanto quo -~
las resistoentés no lo utilizaron,

Producecibn de HZSu. Unlcamente la cepa 17 es sul fidrico-
{+)y 1o gque confima lo esperado,

Utilizaecidn de mangancso. La utilizacién de bste fud ne-
rmativo para cada una do las copas oxhminadas,

Produceidén do 3 cobalactosa. Esta prucha fud negativa k!
ra todas las ccepas.

Prueba en agar extracto levadura-manitol-rojo-counge. Las
16 ccepas estudiadas diovon resultados variables. S¢ ob--
sarvan 2 tipos de colonias: menores de 2 nm, ylnaybrcs a
2 mm, do difvmetro; asf como brillo, aspecto y foma.

Prucha  en agar extracto de levadura-manitol-azul de bro
motinol. Se observa wnifomidad en los resultados, asi-
como alecalinizacién del medin, Los resultades {ndican -
quo las copas portenccen al grupo de Rhizobiua dé ereci
miento lento. ( 48 )

Sernsibilidad al colorante cristal vieleta a una concen--
traciin de 1:1000 v 1:130000.

Solamente la cepa 1 crece a una concentracién del «
colorante de 1:1000, vy la eccpa 3 a2 unn concentracifn de-
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1: 150000, las colonias presentan las siguiontes carac
toristicas: dildmetro monor de 2 mm., ligeramente vio-
letas, brillantes, lisas de aspecto mucoso.

Fernentacifn de xilosa y ramnosa,
Las 16 copas son xilnsa y ramnosa negativas.

Prueba de la actividad de hidvrogenosa,
La prueha cs positiva, pava las 16 ccpas ostndiadas.

Resistencia o antibidticos,

Se observan los sipguientes resul tades: todas las cepas-
son resitentos al clorofenicol, sulfametozasol trimotrn
pin, y eloxacilinay el 93% de las cepas son resistentos
al ac. nalidixico, furandantina y colomicina, el 71% a
la anpicilina y penicilina; cl 64% resistentos a 1a ce-
falosporina, y el 50% a la evitromicina,

La mayoria’ do las cepas prosenta sensibilidad a la gen-
tamie ina, novobiocina, ostreptomicina y tetraciclina.

Las ccpas 4 y 12 presentan veslstencia a 14 de los antj

hifticos prohados.

Nesistonela a la aciden y alealinidad,

En fsta prmeda se trahajo con 14 cepas de Rhizobiun ja
ponicum utilizando los sigulentos valores de pH= 4, ~
5, 6, 7, 8, 9, '

Las eepasy 5, 7, 8, 10, 12, 17 y 19, presentan su naxi-
mo erceinfento a pll = 5. Las cepas 4, 11, 12, 18, pro-
sentan mfximo desarrolle a un pll = 6, la cepa 6 a UN —em
»ll = 7y las cepas 9, 13, y 19, a wn pll = 9.0, Lsatos re
sulbados muestran (quo la mayorfa do las cepas presentan
maximo erecimientn en wn intervalo de pll de § - 7 y la-
winoria apll de 7 - 9,
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oo es de esperavse, loa rvesultades obtenides de las --
pruebas bhioqufmicas corresponden en sn mayorfa a les reporta-
dos para Rhizobiua japonicnw puestn gque las ceopas ntilizadas,

no fueron copas rocien aisladas sino cepas de enleceidn, Ea -
de haecrse notar gue las eepas 7, 10, 12, 13, 16, 17 y 19 pre
sentan resultados contradictorios en cuanto a su desarrollo -
en eitrato y ol difmetrs de las enlonifas que tione wayor #lml
Litnd con las cepecles de Rhizobiuwa del grupe 1. Sin embargo-
on un experimento simultineo realizado en fate Lahoratorio se
abserve que Gstas cepas son Infectivas en diferentes varieda-
les de soya y efectivas en la fijacibn do nitrdgeno, cepas ef
milares han sido aisladas por el Nhr, Sraham (comunicacidn per
sonal},

Las cepas 1 y 3 no dieron los resultbadex esperades ya quo
dstas ecepas perdioron sus caracterfaticas compertindose atipi
canente, obserfindose un comportamientn constante con respecto
a las otras pruchas hioguimicas efectuadas.

Las cepas 4 y § 1a 8 y 9 constituyen otro blogne encuan-
Lo a comprotanicnto observado, en tanto que la 6, 11 y 17 di-
fieren en una o varias deo las pruebas realizadas. Sin emnhargo,
todas nodulan a Glyeine max y fijan nitrégeno,

Al realizar la prucha de resistencia a antibidticos se -
nhservd que todas las eepas son vesistentes a 4 do los anbi--
bibdticos probados y sensibles a los dewfs.

La mayorfa de las cepas cupleadas son mavcadumente sensi
iles al valor de pll = 4, observindose clerta resistencia en -
las cepas 4, 10 v 13 y probablemente la 16,

Presentan resistencia a pll alealines probados ya gque se-
observd un desarrnllo adeenado,

Tinalmonte 1lana la ateneifn el comportamientn de las ce
ras 10y 13 que presentan un desarrvolle similar econ tedos los
valnresa, de pH empleados, lo gue indica un rango anplio de a-
Japtacidn a &ste parfmetro.

Tor 1o que respecta a la pruebha de actividad de hidroge-
nasa, como ya moncionamos en uno de los capftulos anteriores,
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tsta nos ovalfia cnalitativanente la 1 jacién do nitrégeno y -
sl relacionwans 8ata rrueha con otros estwllos que se recaliza~
Ton en ol misimo laboratorin, en donde so trabajo con frijol de
sofa , 7 variedades di Corontos y 16 copas do Rhizoblun japoni-
e as mismas que se utilizaron on 8sto estudio, estas cepas
dieron la prucha de la actividad do hidrogenasa Positiva, y --
tstas Cijaron nitrégono en las diferontes variedados do frijol
de soja, por 1o tante 8sto comprucha que existe relacifn entro
la oficicencia en la fijacién de nitrdgono y la Presencia de la
hidrogonasa,
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Modios do ocultivo

1) Glucosa-peptona-agar

Glucosa s.sesssenescssceses 10 g
Teptona seecsvessvcescassens 30 9,
NaCl sovveeccroosassscvrncoseas O E
AZATY ecevsvsocretsocrecssensas 15 g,
Agua dests evseesescsseansas 1 1t

p[l 000 ¢ 2900080930000 00¢0000 0 7.2!

Vincent J. M., 1975,

2} Leche tornasolada
( yo viene compuesta) se hidrata con agua destilada es-

téril),

3) Citrato de Koser

Fosfato monopotdsico sssves 1 g
Sulfato de sodio y amonio ,1.5 g.
Sulfato do magnesio seesese0.2 g
Citrato de 80di0 esvevncss 3 g
Agua destilada cesvsonesree 1 1t.

DI[ “s 00000 ceet v INOtNIY 6.7.

'(inCOHt ]b s 19750

4) Agar sulfito de bismuto

(ya vieno preparado) se hidrata con agua destiladn es-
téril, no se estoriliza &stec medio despuds, se debe --
preparar el mismo d{a de la siemdbra. Se deja reposar -
durante 2 horas despuds de la proparacién.

5) Modio wodificado do Bergensen

Lactosa tesesosssssratssnses O 10
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MGSO407“20 Ce30 00 sett0B R0t 0.1 g'

KNOB CI 00 00s0eIN eI IS IICIIIIBIIIOETS 1 e

NﬂzuP04¢-o..-o-¢-u;ultou-aauoo-uo-t- 0.18 g
FelDTA (0.25%) 4sv0sevvceosessennsas 10 ml.
Mn304 (33‘5% p/V) sesesosessesatres 10 ml.

&gﬂr €00 0002000 NNRIOONINIROSINSE DN 12 gl

p“ [(EE NN ENNNENNERRN NN NN N NN RN NN NE NN 6.“.

Y.D. Gacer y A. N. Sen 1976,

6) Prucha de Cetolactasa

Lactosa 0000000000000 0COIIBONIOYTS 1 e
Txt. do 1levadura sceeesesseosceees 0ol g
Ag“ﬂ R R IR N RN N RN W N RN ) 100 B

Bernaets, M. J. & Do Ley, J. 1963.

7) El&A + Rojo congo

K2”P04 seseevecsssscessssassnassre 05 e
MgSO4.7H20 evsesssssessecsesscacss 042 2e

NaCl seeesvescossssssssnsecovcesss 0ol g

MANitol sesescevessssccesesnansses 10

Ext. do lovadura seeescecesnscssce 3 g

NOJO CONEO ssvesvsossnsssrsaasessas 10 wl,
(solucibn acuosa 1:400)

BEAY sessvscessesssssasesscssaccne 15 [
uglla G E V0000008000000 08000000P0 1 lt.

pH 0000000000808 000080 0000000 0c¢0a 6.8'

Vincent J. M. 1975.

8) ELMA + Azul de bromotimol

Kzl[p04 0O PR CINNSIOINCOEAIONONNRDNOIEOSIOINIIDLS 0.5 g.
M880407“20 eeeseesesvscsssssnnsss 0,2 e

Nacl 880000000800 0000 00908000000 0.1 go



Manitol el 10 g.
Exto de 1evadura —amcmmem e 3 g
LEAT e 15 g
Ague S - 1Lto
M el 6.8,
Azul de hromotimel cocaoc oo sml.

(Solncidtn alcoholica 0.5%)

(3¢ esteriliza nparte d medio del colorante y desfubs se ~

combinan en condiciones estériles).
Je M. Vincent 1975,

9
9) LIM\ + Cristal violota ({:1000)

Medio de EIMA (con agar) + cantidad adocunda de solucibn -

de colorante cristal violeta para quedar en ol medio a una

concentracibén flnal de' 1:1000.

10} ELMA + Cristal violeta {1:150000)

AL mmedio YEM {con agar) se agroga solucién de eristal vio

leta estorilizado separadamento en cantidad adecuada rara-

ffue on el medio quede una concentracién final de 1: 150000,

Cihel Ve Allen and O.N Allen, 1950.

TT) EL(m)A ~ Xilosa

A\l medio de ELM\ [sin agar) sc lo sustituye el manitol por
xilosa y en lugar de rojo congo se usa ol colorante rojo -

de fenol en una concentracidén de 0.018 g/1.

12) EL(n)A - Ramosa

AL medio FIMA (sin Agar) se lo sustituye ol manitol por -
Ranmesa y en lugar de rojo congo se utiliza el colorante-

rojo fenol )0.018 g/1).
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13) Modio ntilizado para la prueba de actividad de hidrogenasa,

Medio asinthtico para rcducctﬁn,ﬂg‘tetrazolinu

(wg/1t}

sz’o,l e e e 100 mgQ
CaCL g 20 e 100 ngo
| O .- - 05 ng.
Mg304.7H202 ___________________________ . S0 ug.
J»InSO4 e 4.5 mg.
HgBOg e m——————— - A0 mg,
2050 4o THgO o 2.0 g,
Nagd00 ) el 0.5 mg.
CUBO g0 e oo 0.04 ng.
CollysGllp0 oo S 0.025 ng.
GlicIng e e e 2,0 ng.
NaFeRNTA e e ———————— 40 ng.
Inositol e 100 ng.
SACATOBN e e e 3000 ng.
Na glutamato oo ep e 500 W
e e R mree===T=12000 ng.
D e e 6,7-7,0

pistribuirlo on cantidades de IOO'MI;'y'esteriliznrlo luego -
esporar quo so onfrfe hasta 600C, antes de hacer cajas petri, -
adicionar 1 ml. de wna solucién estéril de clorhidrato de trife
nil tetrazolio (Tg/100 ml.) mezclarlo bién y hacer cajas.

Bl medio bésico es de Ranga Rao (1977) modificado segfin comen
tarios do Maier, (1978) Camphell, (1978)
14) iedio utilizado para la prueba do tolerancia a la acidoz y -
alealinidad, (CELM)

a) Micronutriontes
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M1, 4il,0 ' 0.504 g.
ZnSO4.7l(20 0,227 go
CuC12°2!120 0.034 g.
I\'az.‘400402ll20 ' 0.008 g.
Agua deste. 1000ml .
b) Vitaminas
Thiamina 1CL 0.400 g.
Ca Mantotenato 0.400 g.
Biotina 0.0001 go
Agna 100 ml.
c) Fosfiito
1(112]”(‘4 1,36 go
Agua . 1000 ml.

Formulacidn del medio

Glycerol S S Be
K80y | 0.131 8¢
Na gluconato R 0.220 g.
f\lg304.7l|20 . 0.074 go
CaClzaZIlzo 0.007 g»
Fe®DTA 0.035 ge
a) Soln. micronutrientes 0.5 ul.
b) 3oln. vitaminas - 100 mle
c¢) Soln. fosfito L0 ml.
Agav . 20 g
Agua 1000ml .

El pH se ajusta al pl deseado, el medio se osteriliza-
por autoclave se enfrfa hasta 550C para entonces, probar-
con potencifmetro que el pH quede en ol nivel deseado.
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