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El presente trabajo se realizó con el objetivo de evaluar las 
condiciones 6ptimas para la propaqaci6n de Rbizobium japonicum, 
Rbizobium ~ y Rbizobium ~' as1 como el estudio de 
la posibilidad de utilizar bagacillo de cana de azQcar como 
soporte para inoculantes. La optimización de medios nutricionales 
para las bacterias se realizó mediante la evaluaci6n de varia
ciones en las concentraciones de fosfato dib&sico de potasio 
(0.66, i.i6, 1.66 y 2.i6 g/l), sulfato de magnesio (0.26, o.si, 
i.oi y i.26 g/l), cloruro de sodio (o,os, o.is, o.35 y o.45 g/l), 
cloruro firrico (O.OS y o.i5 g/l) y extracto de levadura (O.SO, 
0.75, 1.25 y i.so g/l) en un medio bAsico de crecimiento calcula
do en base a la composición bacteriana. Asimismo se Gvaluaron 
qlucosa, sacarosa, glicerol y manitol (10 9/l) como fuentes de 
carbono. Los resultados obtenidos muestran que las mejores velo
cidades de crecimiento y menores tiempos de duplicación se logra
ron con manito! (9.99 ± 2.9 h), difiriendo en forma significativa 
(P<O.OS) de sacarosa (14.6i ± 4.82 h) y glicerol (1S.6i ± 5.6lh ) 
cuyos tiempos de duplicación fueron intermedios, mientras que la 
glucosa (i9.2 ± 6.11 h) demostraron pobres caracter1sticas como 
fuente de carbono para estas bacterias en forma general. El 
estudio particular de los tiempos de duplicación de cada bacteria 
evaluada demostró que lL. ~ puede utilizar alternativamente 
sacarosa (li.86 ± i.S3 h) o glicerol (i0.45 ± o.86 h) cuyo com
portamiento no difirió en forma significativa de manito! (9.73 ± 
0.35). En el caso de R.. ~ la sacarosa (ll.3i ± 1.83 h) y 
en IL.. joponicum el glicerol presentaron comportamientos similares 
a manitol, lo cual sugiere que en condiciones de producción 
pueden ser sustitutos de la fuente de carbono. La evaluación de 
la• concentraciones óptimas de nutrientes demostró que cada 
bacteria presenta requerimientos diferentes para lograr los 
mAximos crecimientos. Loa niveles 6ptimos que surgen de este 
estudio fueron para fosfato dibAsico de potasio de 1.66, 1.16 y 
i.66 g/l, sulfato do magnesio o.si, i.oi, y 0.26 q/l, cloruro de 
sodio 0.35, 0.45 y 0.35 g/l, cloruro f6rrico o.os, o.is y o.is 
g/l y extracto de levadura 0.75, i.50 y i.2s g/l, para .B...~ 
,lgti, a.. ~ y 11.... iap0nicum, respectivamente. En los modios 
aa1 optimizados, se evaluaron para cada una de las bacterias los 
ni veles 6ptimos de pH, temperatura y concentraci6n de mani tol, 
variando los niveles en los rangos de 6.0 a a.o para pH, 26 a J4 
e en la temperatura y 10 a 20 g/l de manito!. El pH óptimo resul
tante del eetudio fue de 7.0 para R..~. 7.S para .B... 1Al2ll= 
ni.QJua Y 8.0 para lL. meliloti. Por su parte, las temperaturas 
6ptimaa de crecimiento ruaron de 28 e para lL. iap0nicum y 30 e 
para IL. llAl.1l.l!l<i y R.. .l2hA.lu!2l1. El aumento de las concentraciones 
de manito! en el medio de cultivo no presentó efectos positivos 
en IL. japonicUJP y a.. ~. encontr4ndose una mayor velocidad 
de crecimiento en R.. ~ utilizando is g/l. Las condiciones 
de agitación y aireación del medio se realizó en fermentador 
utilizando la especie R.. ~. Los resultados de esta parte 



del trabajo indicaron que las condiciones óptimas fueron de 500 
rpm de a9itaci6n y o.s vvm de aireaci6n. En estas condiciones de 
cultivo se logr6 una producci6n de 4. 5 g de MS bacteriana/l de 
medio, lo cual equivale a 0.105 g MS/l/h. El consumo de manitol 
en estas condiciones fue de 0.24 g/l/h. El estudio final del 
proceso lo constituy6 la evaluaci6n de bagacillo de cafta de 
azucar molido como soporte bacteriano para su transporte hacia el 
productor. La evaluación se realiz6 mediante cuenta viable indi
cando que a temperatura de 4 e la conservación hasta los 90 d1as 
fue muy buena logrando cuentas viables propias de un inoculante 
de excelente calidad. La conservaci6n fue afectada cuando la 
temperatura se mantuvo a 30 e lo cual indicarla la necesidad de 
conservar el inoculante bajo condiciones de refrigeraci6n. De 
acuerdo a los resultados obtenidos para el soporte bajo estudio 
se puede concluir que el bagacillo de cana de azacar puede susti
tuir el uso de turba como soporte. 



l.IHTRODUCCIOH 

Los elementos que componen los organismos vivos, particular

mente aquellos considerados como mayores (carbono, hidr6geno, 

nitr6geno, oxigeno), est6n sujetos a procesos c1clicos en la 

naturaleza, siendo el nitr6geno uno de los que reviaten mayor 

importancia desde el punto de vista econ6mico y ecol6gico (38), 

ya que es el nutriente lii.:itante m&s coml!.n an la producci6n 

agr1cola. 

La mayor1a del nitr6geno que entra al suelo es en forma de 

compuestos inorglnicos reciclado, tales como nitratos y amonio, 

que provienen de la lluvia, de excreciones y deacompoaici6n de 

organismos (37). La atm6sfara a• la tuent.a original da casi la 

totalidad dol nitr6gano an al sistema aualo-planta-animal, ya quo 

las rocas 1gneaa praaentan contenidos de 10 a 50 ppm, por lo cual 

su aporta se torna insignificante. La transferencia del nitr6gano 

atmosfirico al suelo as lograda casi totalmente por medio de 

procesos de fijaci6n microbiol6gico o industrial de nitr6geno 

molecular (N2), aunque una pequefta cantidad proviene de procesos 

qu1micos (generados por luz, combusti6n o descargas al6ctricas) 

aportado por la precipitaci6n (63, 37). Resulta dificil poder 

estimar con precisi6n la cantidad de nitr6geno mundialmente 

fijada por los microorganismos, pero se considera normal•ente una 

cifra anual de 100 millones .de toneladas, lo cual aupara lo• 
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43 millones de toneladas provenientes de la fijaci6n industrial 

.(38, 63). Estimaciones má.s recientes indican que el total fijado 

por los diferentes procesos asciende a 240 millones de toneladas, 

de las cuales el 66\ corresponde a procesos biol6gicos, 25% a la 

fijación industrial y 9' por procesos qu1micos espontá.neos (37). 

La fijaci6n simbi6tica de nitr6geno en las leguminosas presenta 

un especial interés agron6mico y eco16gico, puesto que es una 

forma econ6mica de mantener o aumentar el contenido de nitr6geno 

del suelo, evitando ael los efectos contaminantes reportados por. 

la fertilización qu1mica excesiva. La utilización de inoculantes 

con bacterias del género Rhizobium conduce a las siguientes 

ventajas: 1) diaminuci6n en el uso de fertilizantes nitrogenados, 

2) aumento en lá producci6n de gram1neas asociadas o en el rendi

miento en los cultivos subsecuentes, 3) mejoramiento de las 

propiedades f1aicas y qu1micas del suelo y 4) mejoras en la 

permeabilidad y drenaje del suelo (21) • 



2. GEHERALD>ADES 

2.1. UBICACIOK TAXOKOlllCA 

Las bacterias de los géneros Rbizobium y Agrobacterium son baci

los que pertenecen a la familia Rhizobiaceae, segün la clasifica

ci6n propuesta por Bergey (16). El género Rhizobium se compone 

de seis especies, las cuales reciben sus nombres de acuerdo a las 

especies vegetales en que se alojan. A continuaci6n se detallan 

los géneros y las leguminosas con las cuales se asocian: 

2.1.1. Rhizobium lequminosarum. Se localizan en leguminosas de 
los géneros f.i§J.¡m, .'l..i.!<ii!., ~. l&nl!. y ~. 

2.1.2. Rhizobium ~. Es la especie que encontramos en 
el frijol (Phaseolus ~). 

2.1.3. Rhizobium ~. se encuentran en especies de legumino
sas forrajeras del género Trifolium, 

2.1.4. Rbizobium.lllltl.J...l.2t. caracter1stica de los géneros ~ 
gg, Melilotus y Triqonella. 

2.1.5. Rbizobium .l.llRi.ni. Se presenta en los géneros ~. y 
ornithqpus 

2.1.6. Rbizobium iaponicurn. Especie presente en la soja (~ 
lllAlÚlllA) • 

Otras clasificaciones propuestas incluyen en forma genérica a 

Rbizobium J1m! cuya especificidad se asocia a leguminosas tropi

cales (~, ~. Stylosanthes, ~' Pachyrhizus), en 

las cuales es dificil de establecer una clasificaci6n precisa 

(49). 



2, 2, CARAC'l'BRISTICAS GBHBRALES DEL Gl!llBRO RBIZOBIUll. 

Las bacterias de este género son bastones cortos y medianos da 

1.2 a 3 u de largo por o.s a 0.9 u de ancho, son a6vil•• cuando 

j6venes y muchas veces presentan gr&nulos prominentes de ll-hi

droxibutirato (61), Son bacterias quimioorganotr6!icas y crecen 

mejor aobre medica complejos, especialmente con extracto de 

levadura, incubados entre 25 y 30 c. Son organismo• aer6bicos, 

que presentan su crecimiento m6.ximo a presionas da ox19eno 

relativamente bajas. Las colonias pueden caracterizaraa por la 

producci6n de mucilago o goma, aunque se encuentran variantes no 

gomosas. Este mucilago esta formado por glucosa, leido glucur6ni

co, galactosa y piruvil (38). 

Bajo condiciones de cultivo en agar-extracto de l•vadura-manitol 

1e obQerva escaso o nulo crecimiento con un perlado da incubaci6n 

da 24 horas. cuando el desarrollo del cultivo es de aoderado a 

abundante entre los 3 y 5 d1as, incoloro o blanco, con poca a 

abundante formaci6n de goma, puede corresponder a las espacies: 

Rhizobium llhAlll!li, Rbizobium 1111.l.Uma, Rbizobill!l llifAlii y 

Rhizgbium, lequ.minoaarum. En cambio, cuando el crecimiento fue 

escaso luego de 5 d1as, leve a moderado en 10 d1as, incoloro o 

blanco y rara vez rosado, con poca formaci6n de goma, pueden 

pertenecer a las especies IUlizobium lJUUni y Rbizobiua 1aponiCJ111 

(61,49). 



Las pruebas de laboratorio para su identificaci6n se basan en la 

motilidad, tinci6n de Gram, y las reacciones' en leche tornasola

da. Las pruebas especificas de identificaci6n se realizan por 

medio de la producci6n de anticuerpos para la aglutinaci6n, 

inmunodifusi6n o anticuerpos fluorescentes (40,61), as1 como 

anticuerpos monoclonales (38). 

2.3. PROCESO DB HODllIACIOH. 

Los microorganismos del suelo con capacidad para fijar nitr6geno 

pueden ser de vida libre, como Klebsiella y Azotobacter, o 

aquellos qua. se asocian simbi6ticamante a leguminosas 

(Rbizobiuml· Los microorganismos fijadores de vida libre presen

tan la capacidad de reducir el nitrógeno de la atm6sfera del 

suelo y utilizarlo para su propio crecimiento; •ientraa que las 

bacterias del g6nero Rbizobium utilizan solo una parte del ni

tr6geno fijado aportando cantidades significativas a la planta 

huesped a cambio de az(\cares provenientes de la fotoa1ntesis del 

vegetal. El g6nero Rhizobium presenta la capacidad de infectar 

las ra1ces de las leguminosas, donde forman estructuras 

especializadas denominadas n6dulos, en las cuales se lleva a cabo 

el proceso de fijaci6n (49). 

La relaci6n entre la formaci6n de n6duloa y el aumento en la 

asimilaci6n de nitr6geno por laa leguminosas, fue descrita en 
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1888 por Hellriegel y Wilfarth. sin embargo, los primeros estu

dios de la simbiosis utilizando nitr6geno marcado se realizaron 

50 aftas mas tarde. La nodulaci6n y la fijaci6n de nitr6geno 

atmosférico son procesos que presentan una gran especificidad 

entre una determinada leguminosa y cepas de una especie de Eb..1..l2::. 

RiYJn. Estas interacciones especificas resultan de la variaci6n 

genética de la planta huésped y en la bacteria, y sobre ellas 

pueden tener efectos importantes las modificaciones ambientales 

(38). 

Los fen6menos observados durante el proceso de nodulaci6n son los 

siguientes: 1) invasi6n de los pelos absorbentas de la raiz, 2) 

avance del hilo de infecci6n, 3) diferenciaci6n de la bacteria y 

de la• c6lulas que integran el n6dulo, y 4) fijaci6n de nitr6go

no, inducci6n de las enzimas de asimilaci6n y distribuci6n de 

amonio (49). El proceso da infecci6n se inicia con la coloniza

ci6n y penetraci6n de bacterias de RbizobiUJI en los pelos absor

bentes de la ra1z de la planta. En al momento inicial da la 

colonizaci6n bacteriana se establece la susceptibilidad da la 

planta y cuales de las cepas de Rbizobium presentes en el suelo 

ser&n competitivamente superiores para invadir y establecer la 

simbiosis (SO). La motilidad de la bacteria puede tener inciden

cia en el grado de colonizaci6n de las ratees por una cepa espe

c1fica, aunque alqunoa trabajos no han encontrado diferencias 

entre cepas m6viles y no m6viles (mutantes TnS-inducidaa, no 
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m6viles) en efectividad de nodulaci6n y fijaci6n de nitrógeno 

(19,5). 

El inicio de la infección radical es facilitado por la producción 

de poligalacturonasas por la bacteria, que degradan los en

laces a 1,4-glucos!dicos de las pectinas y conducen a una pérdida 

de la estructura de las paredes celulares de los pelos radicales, 

permitiendo el ingreso del filamento de infecci6n (38). En forma 

paralela, el pelo absorbente infectado presenta una deformaci6n o 

enrollamiento en respuesta a la influencia de auxinas o regula

dores del crecimiento generados por la bacteria. Entre estos 

Qltimos, uno de los más estudiados es el ácido indolacético que 

tiene efectos hipertr6ficos en la ra1z del vegetal e induce los 

cambios morfol6gicos caracter1sticos del proceso de nodulaci6n 

(65). La• paredes del pelo se invaginan desarrollando una estruc

tura de infecci6n en forma de tubo interior. El filamento de 

infección inicial asemeja una hifa estrecha y posteriormente se 

ramifica desarrollando el aspecto caracter1stico del nódulo. La 

eatructura de intecci6n es rodeada por una pared de celulosa 

sintetizada por la planta huesped en respuesta a la infecci6n. 

Las bacterias son liberadas en el citoplasma del simbionte, 

encerradas por la membrana sintetizada por el huesped, donde se 

multiplican entre 4 y 6 veces de la cantidad original (4). La 

estructura tfnal consiste de un coraz6n central conteniendo las 
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bacterias de Rbizobium y un Area cortical asociado al sistema 

vascular de la planta (4, 60). 

Posteriormente, la bacteria que ocupa el citoplasma vegetal asume 

una morfolog1a particular denominada bacteroide. La mayor1a de 

los n6dulos contienen una s6la cepa de bacterias, aunque pueden 

ser infectadas por una o mS.s de los tres géneros (col~ctivamente 

conocidos como rizobios) Rbizobium, Bradyrhizobium, Azorbizobium, 

(55) . En los n6dulos formados se produce Acido giberélico que 

tendrA efectos inhibitorios y controlar& el desarrollo de los 

nuevos n6dulos (38). El establecimiento de la simbiosis conduce a 

la producci6n de los componentes espec1ficos del n6dulo, tales 

como leghemoglobina producida en el citoplasma de la planta y la 

nitrogenaea sintetizada por el bacteroide (57). 

Como se mencion6 anteriormente, cada especie de Rhizobiwp puede 

establecer una relaci6n eilllbi6tica solo con ciertas especiH de 

leguminosas. Bohlool y Schmidt (12) establecen la existencia de 

una correlaci6n entre la uni6n de las lactinas da las plantH a 

los receptores de superficie de Rhizobium y la existencia de eata 

especificidad. Las lactinas son prote1nas que se unen a estructu

ras bacterianas superficiales de carbohidratoa. En Rhizobium llm;! 

loe receptores eacAridos interactO.an en forma especifica con las 

lactinas de las plantas y la naturaleza bioqu1mica de 6atoa as 

importante en el establecimiento de la rolaci6n. Exiate una gran 



variedad de polisacAridos producidos por las bacterias: heteropo

lisacáridos ac1dicos, glucanos asociados a la pared , S 1,2-

glucanos y B 1,4-glucanos, que actüan como receptores. Esta 

uni6n entre las lectinas de las plantas y carbohidratos de la 

superficie de las bacterias determina las leguminosas que pueden 

ser noduladas (3, 29). Por otra parte, la antigenicidad de las 

diferentes cepas de Rhizobium se expresa por la presencia de 

lipopolisac~ridos (LPS) , exopolisacAridos (EPS) y polisacAridos 

capsulares (CPS) , relacionándose en forma directa con el estable

cimiento de la simbiosis y la formaci6n de n6dulos efectivos (3, 

29, 18). Sin embargo, algunas cepas de Rhizobium ~con muta

ciones deficientes en EPS y glucanos neutros fueron capacez de 

producir algunos n6dulos eficientes en lU.illrul llll&ldlnD., indicando 

que ni el EPS ni los glucanos neutros son esenciales para la 

inducci6n de determinados nódulos por este caso particular (36, 

22) 

La interacción entre las lectinas y los receptores del microor

ganismo puede variar entre una y otra fase de crecimiento de 1a 

bacteria. Por otra parte, existen evidencias que indican que 1a 

s1ntesis y/o modificaciones del receptor de la lactina en el 

Rbizobiua puede ser afectado por el ambiente de la ra1z del 

hU6sped (32). 
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La relaci6n simbi6tica entre microorganismo y planta puede ser 

alterada por factores ambientales como la pérdida de nutrientes, 

competencia microbiana, saturaci6n de oxigeno, pH, desecaci6n, 

temperatura y salinidad del suelo (47, B). El efecto del pH es 

importante en el establecimiento de la capacidad de competencia 

por loo sitios de nodulaci6n. Estudios realizados en Phaseolus 

~ variando el pH hacia la acidez (pH=6.0 a 4.5), usando 

cepas Acido tolerantes y Acido sensibles, demostraron la mayor 

susceptibilidad de alqunas biovariedades (59). La restricci6n a 

la nodulaci6n en tréboles a pH ba.jo fueron detectados al agregar 

sales alcalinizantes en los perfiles superiores del suelo, cuyos 

efectos condujeron a la proliferaci6n en ndmero y tamano de 

n6dulos efectivos (45). El contenido de humedad del suelo tiene 

efectos sobre las bacterias de Rbizobium inoculadas, mejornndo la 

sobrevivencia en suelos con baja humedad (43). La sobravida da 

in6culos también es afectada por la acci6n de antibi6ticos o la 

predaci6n por otros microorganismos (1). La utilizaci6n da ferti

lizantes nitrogenados en altas o bajas concentraciones pueden 

alterar tanto la infecci6n como la simbiosis, lo cual se refleja 

en una menor producci6n de n6dulos y materia verde por la planta 

(44). 

2. 4. COllTROL GElfl!TXCO PARA LA KODUlACJ:Oll. 

La informaci6n genética contenida en las dif erentea capas d• 

Rbizobium controlan el proceso de nodulaci6n. En las cepa11 de 
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crecimiento rApido, la inf ormaci6n genética es coditicada en 

plásmidos; mientras que en las de crecimiento lento la mayor1a de 

los genes asociados con la nodulaci6n se localizan en los cromo

soma a del nücleo (49). Un plAsmido simbi6tico (Sym) ha sido 

definido como el que determina la especificidad con una legumino

sa para la nodulaci6n (reconocimiento, infecci6n, nodulaci6n y 

fijaci6n de nitr6geno) y contiene genes estructurales para la 

producci6n de enzima nitrogenasa (genes nif). Estos plAsmidos 

participan muy frecuentemente en eventos de recombinaci6n, lo 

cual permite que la bacteria se adapte rApidamente a una serie de 

cambios que puedan ocurrir en el ambiente, por medio de una 

generaci6n de nuevas funciones. En México, se han logrado aislam

ientos de cepas de Rbizobium ~ simbi6ticamente inestables 

a causa de rearreglos genéticos, que condujeron a un cambio en la 

estructura del pl6smido sy. y concomitantem~nte una modi!icaci6n 

en la informaci6n transportada (51). 

En otras cepas de crecimiento rApido (IL. leguminosarum, R.. j;J:i:: 

!2lii y B... ~) la regulaci6n de los pl6smidos sy. se local

iza en los genes nod (54). En general, la bacteria requiere de la 

presencia de genes para la nodulaci6n (nod) y para la especif ici

dad de huésped (bsn). Originalmente la designaci6n nod fue suge

rida para los genes hsn. En aquellas especies de crecimiento 

r6pido nod y han son 

los necesarios 

ducci6n de 

para 

la 

genes unidos, con relaci6n cercana a 

la fijaci6n de nitr6geno (file) y la pro

enz ima nitrogenasa (nif) (46). 
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Dentro de los genes de nodulaci6n (nod) en el plásmido S}'ll se han 

identificado una serie de genes denominados nodA,nodB, nade, 

nodD, nodI y nodJ, mientras que para la especificidad de huésped 

se describen nodE y nodF. El plásmido S}'ll en Rbizobium ~ 

contiene 3 genes nodD, dos de los cuales nodD1 y nodD2 son reque

ridos para una eficiente nodulaci6n de la planta huésped (53), 

Los plásmidos de las cepas de Rhizobium son megaplásmidos, y 

en la mayor1a de los casos disponen de más de un plásmido, pu

diendo presentar hasta siete. Algunos plásmidos contienen genes 

que codifican para la entrada de hidr6geno (hup), otros determi

nan la producci6n de bacteriocina (aep) y su represi6n (rps), y 

para la producci6n melanina (ael) (58). 

El complejo·nitrogenasa rizobial produce hidr6geno en una reac

ci6n ATP dependiente, la cual es mediada por una pérdida de 

energía. Las cepas de Bb.iA212.iYm con un sistema de activaci6n de 

hidrogenasa (hup) pueden reciclar parcialmente el ATP. Tales 

cepas son más eficientes en la fijaci6n de nitr6geno (58). 

Existen evidencias de que varios genes en las plantas controlan 

el desarrollo de n6dulos efectivos en la ra1z. El anAlisis del 
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RNAm aislado de n6dulos de ralees, ha demostrado la presencia de 

diferentes clases de RNAms espec!ficos, que no han sido aislados 

en tejidos de ralees no infectadas. Lo anterior indica la induc

ci6n y expresi6n de genes nodulares específicos, que codifican la 

producci6n de proteinas especificas denominadas nodulinas que 

intervienen en el proceso de nodulaci6n. La expresión de los 

qenes de leqhemoqlobina (lb) son esenciales para la fijaci6n de 

nitrógeno en los n6dulos, puesto que esta sustancia provee un 

balance en la distribuci6n de oxigeno entre los bacteroides y el 

citoplasma de las plantas (11). 

2. 5. EHZDIAS QUB J:llTERVIENJai EH LA PJ:JACJ:OH DB HJ:TROGEHO. 

La atm6stera terrestre que rodea una hectárea de superficie 

contiene so.ooo toneladas de nitr6geno, constituyendo la fuente 

principal de compuestos nitroqenados para el suelo. Se calcula 

que en la atm6sfera hay 4 x 109 toneladas de nitr6qeno el cual no 

es accesible para las plantas, a menos que sea fijado en forma 

aimbi6tica o asimbi6tica por microorqaniamos. 

La fijaci6n da nitr6qeno requiere de la existencia de microorqa

nismos, una fuente de poder reductor, una fuente de energía y un 

complejo enzim4tico (que incluye una hidroqenasa y una nitrogena

sa) en la secuencia que se se~ala a continuaci6n: 
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2.s.1. Fuente de poder reductor. La fijaci6n de 

nitrógeno es un proceso de reducci6n que necesita de la acci6n de 

sustancias reductoras como el 6cido pir6vico, ácido a-cetoglu

t6rico o hidr6geno molecular. Existe un paralelismo estrecho 

entre las reacciones que llevan a cabo los organismos fotosint6-

ticos y aquellos fijadores de nitr6geno, por lo cual se ha propu

esto la hip6tesis de fotorreducci6n del nitr6geno. El 6cido 

pirnvico puede provenir de la f otos1ntesis o de la degradaci6n de 

los hidratos de carbono ex6genos, suministrando el poder reductor 

(2H) y por otra parte el acetil fosfato que sirve para la s1nte

sis de ATP 

2 CH3-CO-COOH + Pi -----.. ·2 CH3-CO-P + 2 C02 + 2H 

La glucosa es metabolizada por v1a Entner-Duodoroff y ciclo de 

Krebs en B..a.. iaponicum. Los polioles como manitol aon buena fuente 

de carbono. Las deshidrogenasas inducibles NAO poliol se producen 

en cultivos de B.... meliloti cuando crecen en medios con este 

compuesto. La acci6n de estas enzimas es oxidar a D-arabinoaa a 

D-xilulosa y D-manitol, D-sorbitol a D-fructosa. Las enzimas 

inducidas manitol fructoquinaaa , una isomerasa fosfohexosa y una 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fueron detectadas con ausencia 

de hexoquinasa (9). 

La v1a del manitol es la siguiente: 

D-manitol-•D-fructosa-•D-fructosa-P-•9lucosa-6-P -• 6-P-gluconato 
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2.s.2. Fuente de energia. El adenosintrifosfato 

(ATP) proviene de la reacci6n del acetilfosfato para producir 

ácido acético: 

CHJ-CO-P + ADP ---~ CHJ-COOH + ATP {*) 

2.5.3. co.plejo enzillático. Existe un sistema que 

funciona como donador de hidrógeno, que incluye una hidrogenasa y 

las enzimas catalizadoras de reacciones, y un segundo sistema 

activador de N es una nitrogenasa capaz de catalizar la reducci6n 

de nitr6geno. El hidr6geno activado por la hidrogenasa es orien

tado hacia la nitrogenasa por un transportador de hidr6geno 

(principalmente ferredoxina) que una proteina que puede presen

tarse bajo formas moleculares reducidas u oxidadas. 

Fdox + nH ---~ Fdred 

El dinitr6geno es activado por la nitrogenasa (Nasa) y el comple

jo nitrogenasa-N2, es reducido por la ferredoxina : 

Fdred + Nasa + N2 ---~ Fdox + N2Nasa red 

El complejo reducido acepta ATP de la reacci6n fijadora de ener

g1a (*) y se libera amoniaco : 

N2 + Nasa red. + nATP ---~ Nasa + NHJ + nADP + nPi 
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El amoniaco formado se combina con moléculas carbonadas para dar 

lugar a aminoácidos segO.n las siguientes reacciones 

CO-COOH 

CH2 

CH2-COOH 

&cid o 
a-cetoglutárico 

+ 

NH2-CH-COOH 
(2H) NHJ _______ ., 

qlutámico 
deshidrogenasa 

CH2 + H20 

CH2-COOH 

&cido qut&mico 

Las enzimas responsables de la fijaci6n de nitr6qeno est&n forma

da por dos proteínas tAcilmente separables. El componente ·r, 

también llamado di ni trogenasa, es un tetrámero de masa molecular 

entre 200 y 270 KD, que contiene hierro, azufre y molibdeno. El 

componente II (reductasa) es un dimero de dos subunidades iguales 

con masa molecular 60 KD, con un centro de transferencia de 

electrones formado por Fe4 s2. Existe un flujo de electrones 

desde la reductasa a la dinitrogenasa. Esta transferencia de 

electrones del componente II al componente I está acoplado con el 

proceso de hidr6lisis del Mg-ATP, que conduce a una reducci6n 

del nitr6geno molecular (35). 

H2 + 6 electrones + 6 H+ ----• 2 Nlll 

16 



2.5.3.1. Hitrato reduct:asa. 

Esta enzima es una Mololibdeno-flavoprote1na, formada por 2 

subunidades idénticas de masa molecular de 200 KD. La enzima 

puede ser inactivada por amonio, el cianuro y altas temperaturas. 

En los n6dulos esta enzima cataliza la reacci6n de nitratos a 

nitritos (41). 

2.5.3.2. Hitrlto reduct:asa. 

Esta enzima se induce en presencia de nitritos o nitratos. En 

condiciones .1n ill1'.2 requiere a ferredoxina como reductor. La 

acción enzimAtica conduce a la reducción de los nitritos a 

amonio (41). 

2.5.3.3. Glut:aaina aintetaaa (GS). 

La actividad de esta enzima es influenciada por la presencia de 

Mq y Mn, y cataliza la reaccl6n del glutamato a glutamina. 

GS 
Glutamato + NH4 -------• glutamina 

ATP • ADP+Pi 

El amonio puede ser incorporado a dos diferentes tipos de grupos 

qu1micos. El primero lo constituyen las amidas que se forman por 

una condensaci6n de amonio con un grupo carboxil-ATP y ea catali

zada por una glutamina sintetasa. El sagundo tipo lo constituya 

el qrupo a-amino, que involucran una aminaci6n reductiva de un 

oxoácido y requiere un agente reductor, que usualmente ea NADH o 
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Fd reducida. Esto es muy importante para la bios1ntesis del grupo 

a-amino en las rutas metabólicas de proteína. La bioa1ntesia del 

grupo amino puede ser llevada a cabo por dos diferentes enzimas, 

la glutamato-deshidrogenasa y glutamato-sintetasa (13). 

2.s,3,4, Gluta.ato sintetasa (GOGAT). 

Esta enzima cataliza la formaci6n de glutamato a partir de gluta

mina y Acido a-cetoglut6rico (41). 

GOGAT 
Glutamina + a cetoglut6rico -------• 2 glutamato 

Fdx Fdx 
red. • oxid. 

La enzima nitrogenasa y glutAmico deshidrogenasa se encuentra en 

el citoplasma del bacteroide, la glutamato sintasa se encuentra 

uni<la a la membrana y la glutamina sintetasa en la soluci6n del 

citoplasma. Los primeros productos org4nicos establea desde la 

fijaci6n de nitr6geno en n6dulos son glutamato, glutamina y 

asparagina que constituyen el punto final del nitr6geno en el 

n6dulo. Este proceso tiene como resultado la presencia de altos 

niveles de asparagina en la savia conducida por el xilema de 

varias especies de leguminosas. La asparagina es una opci6n 

16gica para el transporte de nitr6gano debido a que tiene una 
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alta relación C:N y se sintetiza relativamente rápido. La sínte

sis de asparagina desde oxaloacetato usando glutamato y glutamina 

como donadores de nitrógeno, involucra la acción de dos enzimas ~ 

Aspartato aminotransferasa 

Oxaloacetato + L-glutamato ---~ L-aspartato + 2-oxoglutarato 

Asparagina sintetasa 

L-Aspartato + L-Glutamina -----~ L-asparagina + glutamato 

ATP ---• AMP + PPi 

Las actividades de estas enzimas en el citoplasma del n6dulo de 

la planta aumenta con la fijaci6n de nitr6qeno (13) 

2. 6. LllGllBllDGLOBDIA Y BEllOPROTBIHAS DE RBIZOBIUH. 

En 1939 •• reconoce la presencia de un pigmento rojo en los 

n6dulos de las ralees parecido a la hemoglobina y, al igual que 

ésta, tiene la capacidad de transportar oxlqeno. Esta sustancia 

es conocida como leghemoqlobina (lb) y qulmicamente es una hemo

protslna monomérica con peso molecular de 15000 a 17000 daltons, 

que tiene como grupo prostético un protohemo IX con un residuo de 

6cido propi6nico. cuatro de los heme-Fe son ocupado por &tomos de 

nitr6qeno de los n!lcleos tetrapirrol. La lb es la hemoprotelna 

dominante de los n6dulos efectivos de las ralees de leguminosas y 

tiene un rol critico en el aporte de oxlgeno para la actividad 
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respiratoria del bacteroide relacionado a la f ijaci6n ~e nitr6ge

no (23). Los bacteroides poseen un sistema respiratorio altamente 

eficiente en producir ATP para la acci6n de la nitroqenasa, que 

opera s6lo cuando el oxigeno es suplementado en forma estabiliza

da y a baja concentraci6n (24). En su s1ntesis interviene el 

citoplasma de la planta huésped y el bacteroide. Eatudioa de 

biosintésis de leghemoglobina han confirmado que las laquminoaaa 

contienen la informaci6n genética para el tipo de lb producido. 

(25), En relaci6n con el sitio de s1ntesis del hem y la globina, 

se ha sugerido que el hem es producto de s1ntesia del bacteroide 

y la globina de la planta huésped. 

Las leghemoglobinas aisl.adas de diferentes especies de legumino

sas presentan diferencias en composici6n y propiedades. Entre 

6stas se han encontrado variaciones en su punto iaoel6ctrico y en 

composici6n de amino6cidos (38). Independientemente de aetas 

variaciones, la funci6n de mayor importancia de la lagheaoqlobina 

es transportar oxigeno a muy bajas concentraciones hacia al 

bacteroide (9). La abundancia da leghemoqlobina en el citoplasma 

asegura un mayor flujo da lb-oxigenada a través del citoaol y 

esto se relaciona en forma directa con una mayor actividad da la 

nitrogenasa. Las disminuciones en el aporte de oxigeno puede 

disminuir la actividad nitroqenasa en 10 a 20 veces (64). 
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La leghemoglobina se encuentra dentro de las membranas peribacte

roides y la transferencia de oxigeno al bacteroide ae realiza 

directamente. Los gradientes de presi6n de oxigeno son los apro

piados para que tenga lugar el ingreso por difusión facilitada, 

en forma similar a la postulada para los mQsculoa (64,24). 

2. 7. RBGULll.CIOll DB LA l'LYACIOll DB llITROGBllO. 

Loa tipos de requlaci6n que afectan la slntesis y la actividad da 

una enzima son determinados por al papel que juega en el metabo

lismo general. Los organismos han desarrollado vlas metabólicas y 

mecanismos de control que optimizan su habilidad para lograr el 

m6ximo beneficio del ambiente en que se encuentran. 

Las bacterias fijadoras de nitrógeno presentan ventaja• •electi

vas en aquellos ambientes que contienen muy poco material nitro

genado disponible. A pesar de la utilidad potencialidad de la 

enzima nitrogenasa, pocas especies de bacterias la poseen debido 

a que au formaci6n y mantenimiento pueden no ser viable• •n la 

mayoria de los procariotes y en todos los eucariotes. La fijación 

de nitr6geno requiere da: a) un bajo potencial reductor, b) 

varias mol6culae de ATP para cada mol6cula de NH4 formado, c) un 

complejo metaloproteina, d) una a6la forma de loa ••tale• en la• 

proteinas y e) un mecanismo para proteger la nitrogenasa al dafto 

producido por el oxlqano. A causa da estos requeriaientoa, •l 

mantenimiento y producci6n de la enzima nitrogenasa ea conaider-
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ablemente costoso para una bacteria, lo cual contribuye a la baja 

incidencia de esta enzima entre los organismos vivos. 

El exceso de amonio en el medio inhibe la actividad de la nitro-

9enasa, que podr1a ser causado por una inactivaci6n irreversible 

de la enzima. La presencia de amonio ejerce un alto grado de 

represi6n sobre la s1ntesis de nitrogenasa. Trabajos realizados 

con precursores de amonio, como urea y ni tratos, en concentra

ciones de 1mg/ml condujeron a una inhibici6n comp1eta de la 

nitroganasa. Otras fuentes nitrogenadas como aspartato, glutamato 

y asparagina también inhiben a la enzima nitrogenasa por el 

catabolismo de éstos con producci6n de NH4 (15). 

2 • 8 • lll!DXOS DB CULT:CVO PARA BAC'l'BIUAS DEL GBllERO lUIIZOB:Itlll. 

La• bacterias de los n6dulos de ralees de las leguminosas son 

heter6trofas y capaces de utilizar una amplia variedad de hidra

to• de carbono. En general , los compuestos inorg6nicos de ni

tr6geno (NH4, N03) son suficiente para su desarrollo, aunque 

existen cepas que pueden tener requerimientos espec1f icos por uno 

o a6s aaino6cidos y/o vitaminas para lograr crecimientos 6ptimos. 

Loa Rbizobiµm, no crecen bien en medios de cultivos con peptonas 

que son utilizadas normalmente para muchas bacterias, pero pueden 
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crecer en diversos extractos complejos de origen vegetal. Por lo 

general, la levadura es la fuente má.s conveniente y puede ser 

aportada en forma de extracto fresco o en preparados co-

marciales. 

La fuente de carbono más comün es el manitol, pero puede ser 

sustituido por glucosa o sacarosa. LOs rizobios de lento crecimi

ento crecen mejor en fuentes de galactosa o arabinosa.Los medios 

liquidas de uso comdn se muestran en la Tabla l. 

TABLA l. Algunos medios de cultivo para Rhizobium. 

CALDO DE LEVADURA MANITOL 

KzHP04 (<J/l) 0.5 o.5 
MgS04.7HiO (g/l) 0.2 0.2 o.a 
NaCl (g/ ) 0.1 0.2 0.2 
Manitol (g/l) 10 10 10 
Agua de levadura (cc/l) 100 100 
o 
Extracto da levadura (g/l) 0.4 l 
Agua destilada (ml) 900 900 
FeC13 .6H2o (mg/l) 6.7 100 
KzP01 .3Hz0 (g/l) 0.65 
Comp atar con 
agua de•tilada X 

(Vincent (Paau (Norria y 
1975) 1989) Date, 1976) 

Se esteriliza en autoclave a 15 Lb durante 15 minutos.El medio 

s6lido se obtiene al agregar 15 a 20 g/l de agar bacteriol6gico 

(61,40). El agua de levadura se prepara suspendiendo 100 gramos 

de levadura de cerveza fresca en 900 ml de agua y se esteriliza 

en autoclave por 15 minutos a 15 lb. Se decanta y el sobranadante 
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es filtrado~ Los extractos de levadura comercial deben ser anali-

zados para evaluar el contenido de aminoácidos; ya que altas 

concentraciones de éstos inhiben el crecimiento o inducen a 

fijaci6n inefectiva de nitr6geno (40). 

La composici6n del medio de cultivo usado en propagaci6n indus

trial de Rbizobium se describen en la Tabla 2. 

TABLA 2. Medios de cultivo para la producci6n industrial de 
Rhizobium 

INGREDIENTES 
(mg/l) 

sacarosa 
Manito! 
1<3P04 
1<2HP04 
I<H2P04 
MgS04 .7H20 
NaCl 
(NH4) 2HPOª 
CaS04.2H2 
CaC03 

!~!3.i!"t~va-
dura (ml) 
Autolisado da 
lavadura 
Agua (ml) 

Wright 
(192S) 

10.00 

o.so 

0.20 
0.10 

3.00 

100 

900 

Bond Van Schreven 
(1940) (1953) 

10.00 lS.00 

9.50 o.so 

0.20 0.20 
0.10 

l.oo 2.00 

50 100 

950 900 

surtan 
(1967) 

10.00 
2.00 
0.10 

0.37 
0.18 
0.06 
0.10 
0.04 
o.2s 

1.00 
1000 

(Bu:-:ton, 1979) 

Data 
(1976) 

10.00 

o.so 

o.so 
0.20 

0.10 

100 

900 

Es importante regular el balance de amino&cidos en el medio de 

cultivo. Los cultivos en medica enriquecidos con glicina, alanina 

y ciertas formas D de amino&cidos pierden su habilidad para fijar 

nitr6qerio. Las cepas eficientes de Rbiz9bium han sido mantenida• 

en cultivos sobre medios que contienen extracto de lavadura, el 
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cual aporta is6meros naturales de amino4cidos en su forma L. 

Los requerimientos para el crecimiento de.Rbizobium spp son sim

plee y var1an segün la especie o cepa utilizada (17). La biotina 

puede aer esencial para el crecimiento de estas bacterias. Los 

subcultivos del microorqanismo por periodos prolonqados en medios 

conteniendo menos que 0.1 p.p.m de calcio son satisfactorios, 

aunque el ca no tiene mucho efecto cuando el crecimiento de la 

bacteria•• restringido por loa constituyentes del medio (10). 

En relaci6n a los efectos del calcio sobre el crecimiento de 

Rbizobiua existe cierta controversia entre autores. Los estudios 

utilizando medios librea de calcio con suficiente Mg, indican una 

reducci6n en la velocidad d.e crocimiento del cultivo. El Mg ea 

•••ncial para todas las bacterias por sus funciones como cof ac

tor, pero las evidencias presentadas en la literatura indican que 

ea toa cultivos son menos dependientes de calcio. Loa signos de 

deficiencia en Ce se hacen aparentes a menos de O. 025 11111 y la 

deficiencia da Mg a manos de 0.1 mM. El Ca juega el papel de 

proveer de rigidez a la pared celular (62). Otroe autores, con

sideran que la omisi6n de las sales de calcio en los medios de 

cultivo no tendr&n incidencia sobre el crecimiento del cultivo 

cuando•• aumenta en 2 a 4 veces el aporte usual de Mg (40). 
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El crecimiento de Rhizobium en sistemas en lota deben conaidarar 

la optimizaci6n previa de los medios de cultivo para lograr 

in6culos densos. La UPIL (Unidad de Producci6n de In6culoa para 

Lequminosas) hace una serie de recomendaciones para la producci6n 

de inoculantes de Rbizobium de alta calidad. Loa di•efto• propues

tos para la propagaci6n da in6culantes para laquminosas es el uao 

de fermentadores do acero inoxidable 30 a so l da capacidad, con 

loa accesorios necesarios para el crecimiento de bacterias 

aer6bicas como Rbizobium. Las principalea recomendacionaa que 

realizan son laa aiguiantaa: 

1) El medio a utilizar es caldo da extracto da l•vadura-lllllnitol 

(61), aaterilizando al fermentador a 105 e durante una hora. 

2) La inoculaci6n del fermentador de 30 l ae realiza con un 

litro da cultivo liquido de Rbizgbi1111, guardando loa cuidado& de 

asepsia. 

3) La airaaci6n se realiza por inyecci6n de aire eat6ril en el 

fermentador a trav6s da un tap6n poroso de acero inoxidable con 

algod6n, a una velocidad de 5 l de aire/h/l del aedio. 

4) La regulaci6n de la temperatura ea controlada por un bafto d• 

agua a 30 grados cent1grados. 

5) La agitaci6n se regula a través de un agitador Jllllgn6tico. 
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6) El control se realiza muestreando durante el crecimiento, 

para evaluar la calidad y conteo de Rbizobium. En estas condi

ciones, la UPIL obtiene cultivos densos de Rbiz9bium (48). 

2 • 9 • USO DB SOPORTBS PARA BL TRAllSPOR'l'B DB DIOCULllllTBS. 

La industria de los inoculantes tiene sus comienzos en 1895 al 

introducir el "Nitraqin• que ere un medio de cultivo con bacte

rias Jl.l.gil.JJ¡a rodicicolo, actualmente conocida como Rhizobium 

.IUUl.L• cultivadas en una botella de 10 onzas con una capa de medio 

a6lido al cual contenla azücar, asparagina, gelatina y extracto 

de leguminosas. 

El soporte es todo material excipiente que por sus caracter1sti

caa, tanto rlaicaa como qulmicas, es capaz de mantener viable a 

lo• rizobios el tiempo necesario en llevar a cabo la inoculaci6n 

de las •emillas de leguminosas sin que lleguen a perder sus 

propiedad•• infectantes y de crecimiento (JO). 

La• cualidades de un buen soporte para rizobios son: 1) no ser 

t6xico para las especies de Rbiz9bium, 2) tener buena absorci6n, 

3) ser de fAcil molido y esterilizaci6n, 4) preseptar buena 

ad•orci6n a las semillas y 5) estar disponibles en grandes canti

dades y a un buen precio (17). 
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Loa inoculantes actuales se basan normalmentes en soportes con 

medios llquidos o medios s6lidoe (turba, mezcla auelo-turba, 

suelo con alto contenido de materia orgAnica) con medios de 

cultivos (30). La turba ea el soporte universalmente usado en loa 

inoculantes comerciales, 6ste no se encuentra en cualquier parte 

del mundo y donde lo hay ea de un valor variable. La turba se 

forma de la acumulaci6n y descomposici6n parcial de dep6aitoa 

vaqetales que se han conservado bajo condiciones de aacaaa airea

ci6n en los remansos de loa lagos, estanques y pantanos. La turba 

en México es importada de Estados Unidos o de CanadA. Se han 

buscado otras alternativas que permitan sustituir a la turba como 

soporte como •on el uso de carb6n, bentonita, harina de alfalfa, 

filtrados obtenidos al procesar la cafta de azQcar (20), polvo de 

bagazo de~ latifolia, residuos de hilo de aada (33), 

vaina• de arroz y de s6samo (39), composta de residuos de culti

vos de hongos (7) • En Colombia y otros paises tropicalea se ha 

utilizado el bagacillo de cafta de azQcar como aoporte para inocu

lantes de Rbizobium con resultados adecuados que peraiten auati

tuir a otros aoportea cuando se dispone de este tipo d• recurso• 

(28). El alto contenido de materia orgAnica del bagacillo de cafta 

de azQcar hace que pueda ser utilizado como alternativa al uso de 

turba cuando sus costos lo permitan. Todos 1011 soportes citado• 

anteriormente y otros pueden sustituir a la turba ya que poseen 
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las caracter1sticas adecuadas para mantener poblaciones elevadas 

de células viables, conservando la capacidad de infecc16n y de 

fijaci6n de nitr69eno. La naturaleza del soporte y su tratamiento 

previo afectan la calidad del inoculante. Este debe ser secado 

fijando cuidadosamente las variables de temperatura y tiempo, y 

molido (mella-tamiz 200) . En Alemania el secado lo realizan a 

60C en grandes cantidades obteniendo buenos resultados en forma 

econ6mica y efectiva (31). 

El soporte se debe de esterilizar con preferencia, se realiza en 

autoc1ave o por radiaciones que facilitan la ausencia de sustan

cias t6xicaa que •• preaentan por calor bilmado ( 52) • se envasan 

en bolsea de poliatileno y se inoculan con cultivo• con alta 

concentraci6n de células (l x 10 9 c6l/ml). La humedad final debe 

de ser entre un 50t-60t a diferentes temperaturas de alaacenaai

ento· aumenta la viabilidad (34). 

Los soportes ss maduran de 2 a 3 dlas a temperatura Ul:>iente, 

permitiendo al escape de gasas da las bolsas y luego se alaace

nan. Los inoculantes con soporte s611do son impregnado• •obre la 

superficie de las semillas, se usan adherentes como la goma 

ar&biga u otras que evitan la muerte de los •icroorganismoa por 

los cambios desfavorables en el suelo. Varios desechos agroin

dustriales se han utilizado para paletear las semilla& inoculadas 

mejo~ando las condiciones adversas como aon al pH del suelo, la• 

heces de ganado vacuno es una de las alternativa• que aa probaron 
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con éxito para evitar la muerte de las bacterias por acidifica

ci6n del medio (33). 
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3 • 08'1BTZVOS. 

México ea un pa1s exportador de azücar y los residuos prove
nientes de su proceso industrial pueden ser utilizados para 
diferentes fines. En la actualidad el destino m6s importante de 
estos subproductos es la alimentaci6n de rumiantes. otras formas 
de utilizaci6n como su uso para soporte de cepas de Rbizobium 
pueden ser implementadas. 

3.1 OBJETIVO GENERAL. 

Desarrollar un estudio qua permita generar la tecnolog1a para 
produccir inoculantaa a base de Rbizobium usando bagacillo de 
cafta de azücar como soporte. 

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

3.2.1. Diaenar un medio de cultivo para el crecimiento de ~ 
JWm. 
3.2.2. Optimizar loa componentes de dicho medio. 

3.2.3. Optimizar al crecimiento de Rbizqbium en funci6n da par6-
aatro• aabientalaa como pH, temperatura, agitaci6n y airaaci6n en 
cultivo por lota. 

3. 2. 4. EValuar la factibilidad t6cnica da usar al bagacillo de 
cana da azdcar como soporte para la producci6n de inoculantes 
para laguainoaaa. 
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4. llATERIALBS Y llB'l'ODOS. 

El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Biotecno

log1a de la Facultad de Estudios Superiores cuautitl6n, U.N.A.M. 

Las cepas de bacterias utilizadas en el trabajo proven1an de 

colecciones aportadas por otras instituciones nacionales (CINVES

TAV Irapuato, Colegio de Posgraduados Chapingo). 

Las cepas de Rbizobium utilizadas en el desarrollo del esperimen-

to fueron 1) B.meliloti Cl (CINVESTAV, Irapuato), 2) B.1aponi-

l1llJll 104A 14 Winconsin (Colegio de Posgraduados) y 3) B.phaseoli 

CPMex l (Colegio de Posgraduados) que se aantuvieron en medio de 

agar-manitol-extrato de levadura en tubo inclinado. 

4 .1. DISBlto DBL llBDIO DB CULTXVO. 

El c6lculo de los medios de cultivo se bas6 en los 

requerimientos de nutrientes de la bacteria para un rendimiento 

de 10 e¡ de cllulas por litro, da acuerdo a aus constituyentes 

celulares inorg&nico• y el peso.molecular de los nutrientes 

aportados ( 2) • Loa constituyentes celulares considerados fueron 

azufre, hierro, cloro, magnesio, aodio, f6aforo, potasio, as1 

como los aportes de vitaminas y amino6cidos detallados por Narria 

y Data (40). El aporta de oxigeno e hidr6geno necesarios para el 

crecimiento de la bacteria provenlan da las sal•• o al agua 

presentes en al medio. La fuente de carbono utilizada fue al 
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manitol de acuerdo a las recomendaciones planteadas por otros 

autores {61, 40, 17). En base a los pesos moleculares de los 

elementos constituyentes de cada componente del medio ae calculó 

la cantidad que debia integrarse para cubrir el requerimiento por 

el mismo. El medio base utilizado contenia: manitol 10 g, fosfa

to dib6sico de potasio 1.66 q, sulfato de magnesio heptahidratado 

o. 76 q, cloruro de sodio o. 26 g, cloruro férrico hexahidratada 

0.1 g, extracto de levadura 1 q y aqar bacteriol6qico 15 q, por 

litro de medio a pH•7. Estos medios se esterilizaron en autoclave 

a 121 -C por 15 minutos, realizando un control de esterilidad por 

24 h a 37 c. 

4 • 2 • RECIJPl!RACIOll DB LAS CEPAS. 

Las cepas liofilizadas fueron activadas en aadios liquido& com

probando su pureza por medio de pruebas de laboratorio: tinc16n 

de Gram, motilidad, caracteriaticas de crecimiento en medio 

s6lido y reacciones en leche tornasolada. se avalu6 la capacidad 

de las cepas para producir n6dulos eficientes da color rojo, 

utilizando semillas de cada una de las leguminosas especificas 

que fueron sembradas en jarras de Leonard modificadas, conte

niendo agrolita como soporte inerte (61, 40). 

La evaluaci6n de la capacidad acidificadora o alcalinizadora da 

cada cepa ee realiz6 en matraces Erlanaayar da 250 al con 50 al 

de medio base y 5 ml/l da azul da broaotimol (40), los cualB8 
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fueron inoculados con cultivos de 4 dlas de crecimiento en medio 

s6lido inclinado a 30 c. El tiempo de incubaci6n de los matraces 

es particular para cada cepa, pudiendo llegar a un mes de estu-

dio. 

4.3. OPTZICIZACIOK DB llBDIOS DB CULTIVO. 

La optimizaci6n de un medio de cultivo se logra al conocer la 

mejor combinaci6n y proporci6n de cada uno de los nutrientes 

seleccionados para el crecimiento de una bacteria (6). Un medio 

de crecimiento para rizobios requiere de salea (fosfato dibAaico 

de potasio, cloruro de sodio, cloruro férrico hidratado y sulfato 

de magneaio hidratado), una fuente de carbono (manitol, sacarosa, 

dextrosa, glicerol), una fuente de nitr6geno y vitaminas (extrae-

to de levadura) (40). En la Tabla se presenta el medio base 

calculado para un rendimiento de 10 g. de c6lula• por litro. 

LOs niveles de variaci6n utilizados en el estudio de optimizaci6n 

de medio•, partiendo del medios base, fueron los que ae describen 

a continuaci6n: 

4. 3. l. El fosfato dibAsico de potasio se estudi6 en el rango de 

o. 66 a 2 .16 g/ l, usando cuatro ni veles de tratamiento y la 

unidad de variaci6n fue de o.s g/l. 
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TABLA 3. MEDIO BASE CALCULAD<> PARA OPTIMIZACION DE NIVELES. 

COMPOSICION 

CLORURO DE SODIO 

CLORURO FERRICO 

EXTRACTO DE LEVADURA 

SULFATO DE MAGNESIO 

FOSFATO DE POTASIO 

MANITOL 

CONCENTRACION (g/l) 

35 

0.26 

0.1 

1.0 

0.76 

1.66 

10.00 



4.3.2. El sulfato de magnesio hidratado se estudi6 en el rango da 

0.26 a 1.26 g/l, usando S niveles de tratamiento y la unidad de 

variaci6n fue de o.2s g/l. 

4.3.3. El cloruro de sodio se eetudi6 en el rango de o.os a o.4S 

g/l, usando s niveles de tratamiento y la unidad de variaci6n de 

0.1 g/l. 

4.3.4. El cloruro férrico hidratado se eetudi6 en el rango o.os a 

o.is g/l, usando 3 niveles de tratamiento y la unidad de varia

ci6n fue de o.os g/l. 

4.3.5. El extracto de levadura se estudi6 en el rango o.s a 1.5 

g/l, usando s niveles de tratamiento y la unidad de variaci6n fue 

de o.2s g/l. 

4. 3. 6. Las fuentes de carbono utilizadas fueron manitol, 

glicerol, glucosa y sacarosa. Las cuatro fuentes fueron eatudia

dae en el rango de 10 a 20 g/l, utilizando una unidad de varia

ci6n de S g/l y 3 niveles de estudio. 

La optimizaci6n del medio se realiz6 de acuerdo a un arreglo 

factorial (14, 6, 56). Loe medios se prepararon por duplicado en 

matraces Erlenmeyer de soo ml con lSO ml de caldo para cada 

nivel, se inc.ubaron al ser inoculados en agitador rotatorio 

provisto de controles para la temperatura y la velocidad de 

agitaci6n. La velocidad de agitaci6n fue de 100 RPM en agitador 

rotatorio New Brunswick modelo G 25, con un exc6ntrico de una 
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pulgada. La temperatura de incubaci6n fue de 30 c. 

Los in6culos proven1an de crecimiento de Rhizobium en medio 

s6lido base manitol extracto de levadura en tubo (inclinado), con 

cuatro dlas de incubaci6n a 30 c. A cada matraz se le aftadieron 

2 ml de una suspensi6n de bacterias provenientes de estos culti

vos. se tomaron muestras de los cultivos por varios d1as evaluán

dose el crecimiento microbiano por densidad óptica a 600 nm de 

absorbancia (espectrofot6metro Espectronic 20 BaushUomb) para 

qraf icar los resultados en relaci6n al tiempo de incubaci6n. En 

cada caso, se calculó la velocidad de crecimiento (u) por medio 

de reqreai6n lineal del logaritmo natural de la densidad 6ptica 

sobre tiempo en la fase exponencial de crecimiento de acuerdo a 
Alba ~ Jll. (21) y el tiempo de duplicaci6n (tD) por medio de la 

ecuaci6n: 

tD=.ln.2. 
u 

Loa medios se optimizaron en base a los mejores tiempos de dupli

caci6n. 
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4 • 4 • OPTDUZACION DB PAIUlllBTROS llllBIBllTALBS. 

Posteriormente a la optimizaci6n de cada medio, se variaron las 

condiciones de pH y temperatura en el medio de crecimiento. Se 

evaluaron s ni veles de temperatura para cada uno de los medios 

optimizados, usando una unidad de variaci6n de 2 e dentro del 

rango de 26 a 34 e, a pff=7. La evaluaci6n del pH de crecimiento 

se realizó en el ranqo de pH=6 y pH=B, usando como unidad de 

variaci6n o.s y estudiando 5 niveles. 

4 • 5. BSTDD:ros Bll Ja. PBRllEHTADOR. 

La etapa de propagaci6n en fermentador se trabaj6 con la cepa de 

R. pbaseoli .!:f.111X ,l, utilizando el medio optimizado conteniendo: 

manitol 10g, fosfato dib4sico de potasio 1.16g, sulfato da magne

sio beptabidratado 1.01g, cloruro de sodio 0.4Sg, cloruro f6rrico 

bexabidratado o.1sg, extracto de levadura 1.sg y agua destilada 

hasta completar un litro. El pff fue ajustado a 7 posteriormente a 

la esterilizaci6n. 

Se trabaj6 con g litros medio de cultivo en un fermentador 

de 14 l (New Brunswick Scientific Magnaferm), realizando cada 

corrida por duplicado. El in6culo para el fermentador se prapar6 

en matraces tipo Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml da medio de 

cultivo optimizado, los cuales previamente se sembraron con 2ml 

de suspensi6n de bacterias provenientes de medio a6lido de 4 d1aa 

de crecidas. El in6culo fue incubado en agitador orbital a 30 C y 
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100 rpm, y transferido al fermentador en la etapa de crecimiento 

logar1tmico (aproximadamente antes de 36 horas). El volumen de 

in6culo fue del lOt del volumen.del reactor empleado. Se agrega

ron al medio unas gotas de silic6n antiespumante (FGlO Dow 

corning). 

En las corridas de fermentador se optimizaron las condiciones de 

agitaci6n a 300, 500 y 700 rpm , aireaci6n o.J, o.s y 0.7 v.v.m. 

La optimizaci6n de las condiciones de crecimiento se establecier

on por medio del cálculo de tiempo de duplicaci6n y producci6n de 

materia seca. La determ.inaci6n de peso seco se realiz6 por medio 

de filtraci6n usando membranas milipore de 0.22 um , que poste

riormente se llevaron a peso constante por secado en estufa de 

aire forzado a so e con y sin muestra. Se obtuvo una curva por 

diferencias de pesas secos en relaci6n al tiempo de crecimiento 

microbiano 

4. 6. llATERIAL llTILJ:llADO alllO SOPORTB. 

En este estudio se evalu6 el bagacillo de calla de azo.car como 

soporte para bacterias de fijadoras de nitr6geno. El bagacillo 

fue secado en estufa de aire forzado a 55 e durante 24 h y molido 

hasta lograr ser tamizado por una malla de 200 (61). se realiza

ron pruebas de esterilidad en autoclave en muestras de 5, 10, y 

15 gramos; esterilizando a 15 libras por 15, 30, 45, 60, 75, 90, 

120 y 180 minutos de exposici6n. se evaluaron loa contaminantes 

por recuento de microorganismos usando al método de diluci6n en 

39 



caja, cultivando en medio de agar nutritivo incubando a 37 C por 

2 dias. 

Luego de determinar las mejores condiciones de trabajo se envasa

ron en bolsas de polietileno de 0.025 pulgadas de espesor. Este 

soporte debe tener una humedad del 50% y un pH de 7 el cual se 

ajust6 en 10 gramos de bagazo con 100 ml de agua destilada y se 

agreg6 carbonato de calcio 3 g/1 (61, 40). Se inocularon con los 

cultivos resultantes de la fermentaci6n optimizada para todas las 

variables en estudio. Previo a ser inyectado a cada bolsa se 

realiz6 una cuenta viable por el método de diluci6n en caja. En 

cada bolsa se introdujeron 3 ml cultivo y se determin6 la viabi

lidad por el método de diluciones a los 7 , 15 , 30 , 60 y 90 

d1a·s, incubándose a por duplicado a 4 y 30 c. 

4 , 5 • JIE'l'ODOS AHALITICOS. 

Se analiz6 la cinética de desaparici6n de azlicares en el medio 

del fermentador por el método fenol-sulf<irico (26). Para esta 

prueba se utiliz6 una soluci6n de fenol al. so\, fundiendo los 

cristales a 50 c. El llcido sulflirico utilizado es concentrado y 

grado qu1mico.La soluci6n patr6n de manitol es con una concentra

ci6n de 10,000 ug/ ml. 
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5. RBSULTADOS 

5.1.0PTIKZZACION DB llBDIOS DB CULTIVO 

5.1.1. EVALUACION DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. 

En los Tablas 4, s, 6 y Figuras 1, 2 y 3 se presentan los 

resultados de los cambios en densidad 6ptica en los diferentes 

tiempos de crecimiento, velocidad de crecimiento (u) y tiempo de 

duplicaci6n (tD) para las cepas R...~ CP MEXl, R... japonicum 

CP89 104A y R... ~ Cl. 

La inf ormaci6n correspondiente al tiempo de duplicacion (tD) 

para las diferentes fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, gli

cerol y manitol) y las tres cepas evaluadas de Rhizobium fue 

analizada mediante un disefio completamente al azar con arreglo 

factorial de tratamientos. Los reoultados del an&lisis estad1sti

co se resumen en el Tabla 7 e indicaron la existencia de diferen

cias altamente significativas (P<0.0001) en el tiempo de duplica

ci6n para las distintas fuentes de carbono y las tres especies de 

Rbizobium utilizadas; con una interacci6n altamente significativa 

(P<0.0001) entre fuente de carbono•especie de Rbizobium. 

Los tiempos medios de duplicaci6n para las distintas especies en 

cada fuente de carbono fueron de 19.2 ± 6.11, 14.61 ± 4.82, 15.61 

± 5.61 y 9.99 ± 2.9 h para glucosa, sacarosa, glicerol y manitol, 
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TABLA 4.CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium ~ CP MEXl 
CON DIFERENTES FUENTES DE CARBOHIDRATOS (10 g/l). 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 

o 
6 

15 
18 
19 
21 
25 
28 
39 
40 
42 
45 
46 
49 
50 
53 
66 
70 
76 
92 

115 

U• 

to-

GLUCOSA 

o.os 
0.12 

1.72 

2 .22 

3.18 

5.60 

6.32 

1.10 

7.62 
8.30 
8.40 
8.95 

10.50 
10.40 

0.039 
17.65 

SACAROSA 

0.10 
0.17 

2.46 

3.25 

4.08 

6.15 

7.06 

7.85 

0.20 
9.40 
9.35 
9.40 

11.10 
10.30 

0.058 
11.86 

u= velocidad de crecimiento (/h) 
to= tiempo de duplicaci6n (h) 
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GLICEROL llANITOL 

0.10 
0.10 

1. 88 

2.81 

J.58 

s.10 

6.37 

6.32 

7.50 
s.22 
8.78 
a.so 

11·.50 
10.85 

0.066 
10.45 

0.16 

0.17 

0.26 

0.82 

1.67 

1.78 

2.15 

2.09 
1.so 
1.so 

0.071 
9.72 



FIGURA 1. CRECIMIENTO DE R.phaseoli CON 
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. 
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TABLA 5. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium iaponicum CP 89 
104 A CON DIFERENTES HIDRATOS DE CARBONO (10g/l). 

HORA 

o 
8 

24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 
96 

GLUCOSA 

0.095 
0.26 
l.27 
l.40 
l.70 
2.21 
2.35 
2.52 
2.60 
2.66 
2.62 
2.95 

0.026 
26.49 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
tD= tiempo de duplicaci6n (h) 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

SACAROSA GLICEROL MANITOL 

44 

0.097 
0.20 
l.27 
l.50 
1.80 
2.17 
2.35 
2.43 
2.70 
2.70 
2. 70 
2.87 

0.033 
20.66 

0.105 0.103 
0.16 0.282 
1.15 2.02 
1.50 2.13 
l.90 2.15 
2.s2 2.45 
2.87 2.37 
3.05 2.52 
2.95 2.7 
3.06 2.74 
3.37 2.74 
3.10 2.8 

0.049 0.052 
13.92 13.32 



FIGURA 2. CRECIMIENTO DE R.japonicurn CON 
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

n.o (600nm) 

o 20 40 60 80 

HORAS 
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TABLA 6, CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium Jll!llil.2t.i Cl CON 
DIFERENTES FUENTES DE HIDRATOS DE CARBONO (lOg/l). 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 

o 
8 
24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 
96 
104 
120 
124 ... 
to-

GLUCOSA 

0.055 
0.067 
0.285 
0.900 
1.160 
2.800 
3,200 
3.570 
3.920 
3.920 
4.350 
4.700 
s.ooo 
6.750 
5.350 

0.051 
13.45 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tieapo de duplicaci6n (h) 

SACAROSA GLICEROL MANITOL 

0.066 
0.086 
o.aso 
1.500 
2.200 
3.600 
3.780 
4,100 
4.950 
4.700 
6.250 
6.250 
6.300 
6.350 
6.000 

0.026 
26.49 
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o.oso 
o.oss 
0.220 
0.400 
0.910 
2.150 
2.350 
2.800 
3,550 
3.800 
4.250 
4.500 
4.800 
5.400 
4.800 

0.049 
13.92 

0.089 
0.170 
0.445 
1.8 
2.6 
2.4 
2.3 
2.6 
3,0 
3.0 
3.5 
4.0 
4.5 
4.6 
4.8 

0.100 
6.900 



FIGURA 3. CRECIMIENTO DE R. nieliloti CON 
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

5 
D.O (600nm) 

4 
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2 
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TABLA 7. RESUllEN DE LA COllPARACION DE MEDIAS PARA TIEllPO DE 
DUPLICACION (tD) PARA LAS DIFERENTES FUEllTES DE CARBONO 

CONCEN'l'l!ACION (q/l de medio) 

GLUCOSA SACAROSA GLICEROL llANITOL PROMEDIO 

B!liZS!t!i11m a b b b B 
J2llllw.i 17.65±2.69 11.86±1.53 10.45±0.86 9.73±0.35 12.42±3.55 

Ebiz21i!ium be cd a d B 
l!!ili..l.2ll 13.45±1.48 11.31±1.83 22.42±2.13 6.91±0.40 13.52±6.16 

l!bh2t!i11m a b cd cd A 
iaoonicum 26.49±0.04 20.56±0. 71 13.92±0.63 13.92±0.63 18.62±5.77 

A B B C 
19.20±6.11 14.61±4.82 15.61±5.61 9.99±2.90 

a, b, c. Letras diferentes dentro de fila indican diferencias significativas 
(P<0.05). . 

A, 8, c. Letras diferentes dentro de fila o columna indican diferencias 
significativas (P<0.05). 
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respectivamente. Las comparaciones de medias indicaron que la 

glucosa fue la fuente de carbono que condujo a los mayor~a tiem

pos de duplicación, difiriendo en forma significativa (P<0.05) da 

los restantes azQcares. El manitol presentó el mejor conportami

ento con el menor tiempo de duplicación (9.99 ± 2.9 h) difiriendo 

siqnificativamente con las restantes fuentes de carbono utiliza

das. Los tiempos de duplicaci6n de sacarosa y glicerol fueron 

intermedios y similares entre s1, difiriendo en forma significa

tiva (P<0.05) con glucosa y manitol. 

Los tiempos de duplicación para las diferentes especies de 

bacterias utilizadas fueron de 12.42 ± 3.55, ll.52 ± 6.16 y 

18.62 ± 5.77 h para R... phaseoli, R... meliloti y B... iapOnicum, 

respectivamente. El tiempo de duplicación para R... iaponicUll fue 

m6a alto y significativamente (P<O. 05) diferente las restantes 

especie a estudiadas. El R... PhAuill y R... lllllllliti presentaron 

tiempos similares (P>0.05) da duplicación. 

El an6liais de la interacci6n pel"lllitió detectar el comporta

miento particular de cada una de las especies estudiada• en las 

fuentes de carbono utilizadas en el experimento. Para R... ~ 

loa tiempos de duplicación fueron de 17.65 ± 2.69, 11.86 ± 1.53, 

10.45 ± 0.86 y 9.73 ± o.35 h para glucosa, aacaroaa, glicerol y 

manitol, respectivamente. La glucosa presentó el mayor tiempo de 
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duplicaci6n comparado con los restantes azocares (P<0.05), mien

tras que sacarosa, glicerol y manitol no difirieron significati

vamente. Para Ra.. Ulil..o.t.i., los tiempos de duplicaci6n fueron de 

13.45 ± 1.48, 11.31 ± 1.83, 22.42 ± 2.13 y 6.91 ± 0.40 h para 

glucosa, sacarosa, qlicerol y manitol, respectivamente. A 

diferencia de las restantes bacterias estudiadas, el glicerol fue 

la fuente de carbono con el mayor tiempo de duplicaci6n difirien

do en foI'Jla significativa (P<0.05) de las restantes. El manitol 

present6 el menor tiempo de duplicaci6n siendo de comportamiento 

aimilar a la sacarosa. La 9lucosa present6 en este caso un com

portamiento intermedio en tiempo de duplicaci6n no difiriendo de 

sacarosa, siendo significativamente (P<0.05) menor a glicerol y 

mayor que manito!. Para Rbizobium iaponicum los tiempos de dupli

caci6n fueron de 26.49 ± 0.04, 20.66 ± o.71, 13.92 ± 0.63 y 13.34 

± o.56 h para glucosa, sacarosa, qlicerol y manitol, respectiva

••nte. La• fuentes de manitol y 9licerol presentaron los menores 

tiempos de duplicaci6n no difiriendo entre sl, mientras que la 

glucosa present6 el mayor tiempo de duplicaci6n, difiriendo en 

for•a significativa (P<0.05) con las restantes fuentes. La 

Hcaroaa present6 un comportamiento intermedio en el tiempo de 

duplicaci6n siendo menor (P<0.05) a glucosa y mayor (P<0.05) a 

glicerol y aanitol. 
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5.1.2. EVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE EXTRACTO 
DE LEVADURA EN EL MEDIO. 

En las Tablas B, 9, 10 y Figuras 4, 5 y 6 aa presentan loa 

resultados da densidad 6ptica en diferentes tiempos de cultivo, y 

los c4lculos de velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplica

ci6n (tD) para JL. Phaseoli, IL. iaponicum y JL. meliloti., en 

medios de cultivo con variación en los niveles de extracto de 

levadura. 

En la Tabla 11 se presenta un resumen de la inf ormaci6n de 

medias y diferencias eatad1sticas para loa diferentes niveles de 

aporta de lavadura (0.5, 0.75, 1.25 y 1.5 g/l) para las tras 

especies de bacterias bajo evaluaci6n. El anUisis de varbrn:a 

indic6 la existencia de diferencias altamente significativas 

(P<0.0001) para lo• diferentes nivelas da levadura y entra aRpa

ciaa de Rbizpbium, a•l como una interacci6n altamente •ignifica

tiva (P<0.0001) de niveles ds levadura•aapecie da bacteria. 

Las comparaciones da medias para ni veles de aporta de lavadura 

indicaron que, para todas las especies estudiadas, los aedioa con 

o.s g/l presentaron los mayores tiempos da duplicaci6n (21.36 ± 

10.08 h), difiriendo en forma significativa (P<0.05) con lo• 

medios que inclu1an o.75, 1.25 y 1.so g/l, cuyas medias fusron 

13.06 ± 7,92, 12.74 ± 6.83 y 11.10 ± 3.54, reapectivaasnta. 
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TABLA 8. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium l2hAllll.s!lJ, CP KEX l 
CON DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (9/l). 

HORA 

o 
6 

18 
21 
28 
40 
45 
49 
53 
66 
70 
76 
92 

115 

11• 
to-

o.50 

0.18 
0.18 
2.62 
3.08 
3.78 
5.00 
5.80 
6.00 
6,56 
7 .02 
7.00 
7.15 
8.42 
9.25 

0.036 
19.14 

u= velocidad de crecimiento (/h) 
tD= tiempo de duplicaci6n (h) 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

0.75 

0.09 
o.os 
2.06 
2.58 
3.02 
4.54 
6.97 
7.13 
7.18 
7.70 
7.90 
8.15 
8.90 
8.95 

0.030 
23.00 

52 

1.25 

0.12 
0.10 
1.00 
1.86 
2.44 
3.50 
3.90 
3.98 
4.30 
4.30 
4.75 
5.20 
5.20 
4.35 

0.037 
18.50 

1.so 

0.19 
0.20 
1.18 
1.49 
1.86 
2.24 
2.58 
2.45 
2.45 
2.65 
2.80 
3.05 
3.70 
2.90 

0.054 
12.64 



FIGURA 4. CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON 
DIFERENTES NIVELES DE EXT.LEVADURA 

D.O (600nm) 
8 

o 20 40 60 80 

HORAS 
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TABLA 9. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium iaponicum CP 89 104 
A CON DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (g/l). 

DENSIDl\O OPTICA ( 600 nm) 

HORA 

o 
8 

24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 ... 

to-

o.so 
0.095 
0.166 
0.900 
0.900 
0.900 
0.900 
0.990 
1.00 
1.20 
l.32 
1.50 

0.020 
33.55 

0.75 

0.090 
0.154 
1.020 
l.90 
2.s2 
1.16 
1.18 
l.30 
1.65 
l. 75 
1.50 

0.113 
6.11 

\l• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiempo de duplicaci6n (h) 
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l.25 

0.127 
0.148 
1.97 
l.56 
1.72 
1.37 
1.50 
l.80 
2.30 
2.30 
2.00 

0.160 
4.33 

1.50 

0.120 
0.135 
1.97 
1.99 
2,15 
l.61 
l,70 
2.00 
2.47 
2.60 
2.00 

0.105 
6,60 



FIGURA 5. CRECIMIENTO DE R.japonicurn CON 
DIFERENTES NIVELES DE EXT.LEVADURA 

n.o {600nm) 
3 
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- 0.50 

-!- 0.75 
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TABLA 10. CINETICA DE CRECIMIENTO DE RbiZobium lllllilgti C1 CON 
DIFERENTES NIVELES DE EXTRACTO DE LEVADURA (g/l) 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 0.5 0.75 1.25 1.5 

---------------------------------------------------o 0.142 0.110 0.158 0.145 
8 0.225 0.135 0.240 0.175 

24 0.775 0.360 0.795 0.692 
28 0.925 0.600 1.100 0.930 
34 1.570 1.420 2.100 1.720 
48 2.470 2.100 3.400 3.120 
52 2.470 2.850 3.550 3.500 
58 3.420 3.720 3.645 3.650 
72 3.220 3.410 4.120 3.950 
76 3.170 4.020 3.950 3.950 
82 3.130 3.900 4.120 4.230 
96 3.900 4.750 5.250 5.500 

104 3.700 4.350 4.750 4.870 

---------------------------------------------------
u~ 0.060 o. 068 0.045 0.049 

to- 11.41 10.06 15.41 14.00 

---------------------------------------------------u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiempo de duplicaci6n (h) 
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FIGURA 6. CRECIMIENTO DE R. 'ffieliloti CON 
DIFERENTES NIVELES DE EXT .LEVADURA 
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La• media• de tiempo de duplicaci6n para B... ~. B... jAI!2D.i.= 

s¡¡¡m y B... llllllilQU para los niveles experimentales de levadura 

utilizados fueron de 18.32 ± 4.16, 12.66 ± 12.94 y 12.72 ± 2.37 

h, respectivamente. 

El estudio estadistico de las interacciones indic6 que el 

comportamiento individual de cada bacteria ante los cambios en 

los niveles de extracto de levadura present6 caracter!sticas pro

pias. En IL. ~. no se encontraron diferencias significati

vas (P>0.05) en tiempo de duplicaci6n cuando ae aportaron 0.5, 

0.75 y 1.25 g/l, disminuyendo en forma significativa (P<0.05) 

cuando el aporte al medio fue de 1.5 q/l. Para ~ ioponicum, el 

tiempo de duplicaci6n fue elevado (33.55 ± o.79 h) cuando se 

aport6 al medio o .5 g/l, difiriendo en forma significativa 

(P<0.05) de los otros niveles utilizados. El tiempo de duplica

ci6n con aporte• de o.75, 1.25 y 1.5 g/l fueron de 6.11 ± 1.24, 

4.33 ± 1.42 y 6.6 ± o.a, respectivamente, no difiriendo siqnifi

cativaaente (P>0.05) entre si. En el caso de IL. ulilill, los 

aportas de 0.5 y 0.75 g/l presentaron los menores tiempos de 

duplicaci6n (11.41 ± 1.10 y 10.06 ± 0.31 h, respectivamente), 

siendo siailares (P>0.05) entre si y difiriendo (P<0.05) de los 

tiempos da duplicaci6n logrados con 1.25 y 1.5 g/l (15.41 ± 6.83 

y 14.0 ± 0.64 h, respectivamente). 
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5.1.3. EVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE SULFATO 
DE MAGNESIO EN EL MEDIO. 

En las Tablas 12, 13, 14 y Fic;¡uras 7, 8 y 9 se presentan los 

resultados de densidad 6ptica en diferentes tiempos de cultivo, y 

los cAlculos da velocidad da crecimiento (u) y tiempo de duplica

ci6n para JL. iaponicum, a.. ~ y a.. ~. en medios de 

cultivo con variaci6n en los niveles de sulfato de aagns•io. 

En la Tabla 15 se presenta un resumen de la inforaaci6n da 

medias y diferencias eatad1eticaa para los medios conteniendo 

diferentes niveles de aporte de sulfato de magnesio (0.26, 0.51, 

1.01 y·l.26 g/l) para las tres aepacies de bacteria• estudiada•. 

El an6li•i• de varianza indic6 la existencia da diferencia• 

altaaente eignificativae (P<0.0001) para niveles de sulfato y 

entre la• e•paciea da Rbizgbium estudiadas, ••1 coao una interac-

ci6n altamente eignificativa (P<0.0005) de niveles de sulfato de 

aagneaio•especie de bacteria. 

La comparaci6n de aedias para los diferentes nivel•• de 

aporte de sulfato de magnesio indicaron, que para todas las 

especies de bacterias, loa medios conteniendo 1.26 g/l presenta

ron loe mayores tiempo• de duplicaci6n (30.29 ± 16.37 h), eiendo 

significativamente mayor (P<0.05) a lo• restante• nivel•• de 

aplicaci6n. A su vez, loa medios conteniendo 1.01 g/l pressntaron 
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TABLA 12. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium iaponicum CP89 CON 
DIFERENTES NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO (g/l). 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 0.26 0.51 1.01 1.26 

--------------------------------------------------o 0.040 0.082 0.082 0.115 
8 0.260 0.225 0.1.80 0.250 
24 1.400 1.500 .. 1.700 1.650 
28 1.750 1.610 1.800 1.700 
34 2.220 1.700 1.850 1.920 
48 3.000 1.810 2.1.70 2.300 
52 1.920 1.750 2.220 2.420 
58 2.300 2.020 2.350 2.450 
72 2.470 2.150 2.soo 2.600 
76 2.800 2.100 2.600 2.670 
82 2.850 2.150 2.610 2.950 
96 2.120 2.320 2.660 3.170 

-------------------------------------------------u• 0.060 0.051 0.027 0.019 
to- 11.47 13.71 25.75 36.05 

-------------------------------------------------U• velocidad de crecimiento (/h) 
to• tiempo de duplicaci6n (h) 
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FIGURA 7. CRECIMIENTO DE R.japonicurn CON 
DISTINTOS NIVELES .DE SULFATO DE MAGNESIO 

n.o (600nrn) 

o 20 40 60 80 100 

HORAS 
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TABLA 13. CINETICA DE CRECIMIENTO Rhizobium l!ll!lil.2li Cl CON 
DIFERENTES NIVELES DE SUloFATO DE MAGNESIO (g/l). 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 

o 
8 
24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 

·82 
96 

104 

\l• 
to-

0.26 

0.104 
0.160 
1.51 
2.13 
2.ss 
3.25 
3.75 
3.82 
3.87 
3.82 
4.00 
4.75 
4.32 

o.02s 
27.59 

o.si 

0.100 
0.114 
l. 27 
2.00 
2.35 
3.31 
3.32 
3.57 
3.92 
4.12 
4.02 
4.56 
4.55 

0.026 
26.48 

u= velocidad de crecimiento (/h) 
to- tie•po de duplicación (h) 
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1.01 

0.164 
0.297 
1.44 
1.65 
1.95 
2.30 
2.70 
2.72 
2.67 
3.30 
2.72 
3.07 
2.67 

0.019 
35.99 

1.26 

0.156 
0.203 
0.967 
1.57 
1.77 
2.18 
2.35 
2.55 
2.60 
3.05 
2.95 
3.92 
3.10 

0.016 
44.47 



FIGURA 8. CRECIMIENTO DE R. rneliloti CON 
DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO 

D.O (600nm) 

HORAS 
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TABLA 14. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium RbAllll2l.i CP MEX 1 
CON DIFERENTES NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO (g/l). 

DENSIDAD OPTICA ( 600 rua) 

HORA 

o 
15 
19 
25 
39 
42 
46 
50 
66 ... 

to-

0.26 

0.11 
0.20 
o.as 
0.78 
1.35 
1.54 
l.8cl 
2.10 
1.87 

0.06 
11.63 

0.51 

0.06 
0.11 
0.22 
0.60 
0.78 
0.77 
0.69 
0.94 
0.26 

0.07 
9.88 

ll• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiellJIO de duplicaci6n (h) 

65 

1.01 

0.13 
0.17 
0.26 
0.94 
2.22 
2.42 
2.56 
2.85 
2.10 

0.071 
9.81 

1.26 

0.20 
0.22 
0.35 
1.28 
2.94 
3.15 
3.20 
3.27 
2.90 

0.067 
10.36 



FIGURA 9. CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON 
DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO 

n.o (600nm) 

o 20 40 60 

HORAS 
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TABLA 15. RESUllEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPOS DE DUPLICA
CION (tD) PARA LOS DISTINTOS NIVELES DE SULFATO DE MAGNESIO. 

CONC!h"TRACION (9/l de medio) 

0.26 0.51 1.01 1.26 

Bbiz:2t!i.W1 c e b ab B 
iaoonicum 11.47±0.49 13.71±1.11 25.75±0.50 36.05±0.68 21.74±10.58 

Bbizgt!i!.lll b b ab a A 
mill.lill 27. 59±1.17 26.48±0.03 35.99±1.40 44.47±8.66 33.36± 8.45 

Bbiz:gt!iYl!I c c c c e 
~ 11.63±2.33 9.88±1.37 9.81±1.53 10.36±1.28 10.42± 1.49 ---------------------------------------------------------------------------

a, b, c. 

A, B, C. 

e ·e B A 
16. 90±8. 37 16.69±7.82 23.84±11.8 30.29±16. 37 

Letras diferentes en filas indican diferencias significativas 
(P<0.05). 

Letras diferentes en filas o colWlllae indican diferencias 
significativaa (P<0.05). 

~ 
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una media mayor (23.84 ± 1.a2, P<0.05) a aquellos conteniendo 

o.si g/l (16.69 ± 7.82 h) y 0.26 g/l (16.90 ± 8.37 h), loa cuales 

no difirieron entre si. 

Se encontraron diferencias (P<0.05) en el tiempo de duplica

ci6n en las especies utilizadas. Loa menores tiempos de duplica

ci6n se lograron con B...~ (10.42 ± 1.49 h), mientras las 

mayores sa presentaron en B... ~ (33.63 ± 8.45 h), El &.. 

japonicum present6 tiempos intermedios (21.74 ± 10.58 h) de 

duplicaci6n. 

La existencia de interacciones altamente significativas 

(P<o.ooos¡ demuestra nuevamente el comportamiento diferencial 

entre especies al aporte de sulfato de magnesio. El IL. 1aponicum 

preaent6 una tendencia similar a la descrita en el an6lisia 

global de la informaci6n para niveles de sulfato de magnesio, con 

medias de 11.47 ± 0.49, 13.71 ± 1.11, 25.75 ± o.s y 36.0S ± 0,68 

h para loa medios con 0.26, 0.51, 1.01 y 1.26 q/l, respectiva

menta. Esto indica qua loa nivelas bajos da aporte pueden ser 

adecuados para esta cepa. El B... ~ present6 al mismo com

portamiento con los menores tiempos de duplicaci6n con niveles 

bajos. Los promedios para esta especie fueron de 27.59 ± 1.17, 

26.48 ± o.o3, 35.99 ± 1.40 y 44.47 ± 8.66 h para 0.26, o.si, 1.01 

y 1.26 g/l, reepectivamente. En cambio, B... ~ no present6 
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diferencias significativas (P>0.05) para todos loa nivela• de 

aporte de sulfato de magnesio, siendo las medias de 11.63 ± 2.3, 

9.88 ± 1.37, 9.81 ± 1.53 y 10.36 ± 1.28 h para 0.26, 0.51, 1.01 y 

1.26 g/l, respectivamente. 

5.1.4. EYALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES 
FOSFATO DE POTASIO EN EL MEDIO. 

DE 

En las Tablas 16, 17, 18 y Fiquras 10, 11 y 12 se presentan 

los resultados de densidad 6ptica en diferentes tiempo• de incu

baci6n, y los cAlculos de velocidad de crecimiento (u) y tiempo 

de duplicaci6n (tD) para B... iaoonicum, B... ~ y B... RbAAlll!li 

en medios de cultivo con variaci6n en los niveles da foafato da 

potasio_. 

En la Tabla 19 se presenta un resumen de la informaci6n 

global da los tiempos de duplicación qua incluya las madiaa y 

diferencias astad1sticas para los medios utilizados conteniendo 

diferentes niveles de fosfato da potasio (0.66, 1.16,_l.66 y 2,16 

g/l) para las tres especies de bacterias utilizadaa. El anAliais 

de varianza indic6 la existencia de diferencia• altamente signif

icativas (P<0.0015) entre especies y significativas (P<0.02) 

entre niveles da aporte de fosfato de potasio. se encontraron 

interacciones significativas {P<0,02) entre niveles da fosfato• 

especie de bacteria. 
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TABLA 16. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium iaponicum CP89 
CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 0.66 

o o.oso 
8 0.195 

24 0.920 
28 l. 200 
34 1.920 
48 2.210 
52 2.320 
58 2.470 
72 ·2.600 
76 2.610 
82 2.700 
96 2.850 

U• 0.027 
to- 25.85 

1.16 

0.063 
0.101 
0.650 
1.100 
1.950 
2.500 
2.600 
2.800 
3.100 
3.150 
3.100 
3.000 

0.038 
18.22 

u= velocidad da crecimiento (/h) 
tl)oo tiempo de duplicaci6n (h) 

70 

1.66 

0.103 
0.282 
2.020 
2.130 
2.150 
2.450 
2.370 
2.520 
2.700 
2.740 
2.740 
2.770 

0.043 
17.20 

2.16 

0.066 
0.110 
1.550 
0.800 
0.700 

0.024 
28.88 



FIGURA 10.CRECIMIENTO DE R.japonicurn CON 
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO 

D.O (600nm) 

o 20 40 60 ªº· 
HORAS 
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TABLA 17. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium ~ Cl CON 
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO. 

DENSIDAD OPTICA ( 600 run) 

HORA 

o 
8 
24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 
96 
104 ... 
to= 

0.66 

0.152 
0.216 
1.32 
1.35 
1.40 
1.42 
1.72 
1.77 
1.83 
1.57 
1.92 
1.97 
1.88 

0.024 
33.54 

1.16 

0.157 
0.201 
1.44 
1.64 
1.82 
2.35 
3.02 
3.09 
3.22 
2.90 
2.96 
3.56 
3.06 

0.038 
18.05 

U• velocidad da crecimiento (/h) 
to- tiempo de duplicaci6n (h) 

72 

1,66 

0.109 
0.170 
0.445 
0.447 
0.407 
0.407 
0.420 
0.427 
0.43 
0.38 
0.395 
0.435 
0.410 

0.108 
6.42 

O.loa 
0.111 
1.23 
1.55 
1.97 
2.65 
3.21 
3.28 
3.32 
3,47 
3.69 
3.95 
3.50 

0.059 
11.82 



FIGURA 11.CRECIMIENTO DE R. rneliloti CON 
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO 

D.O (600nm) 

o 20 40 60 80 

HORAS 
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TABLA 18. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbi•obium ~ CP MEX 1 
CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DIBASICO DE POTASIO. 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 

o 
15 
19 
25 
39 
42 
46 
50 
66 

\l• 
to-

0.66 

0.17 
0.21 
0.36 
1.24 
J.20 
3.88 
3.72 
3.73 
2.92 

0.095 
7.28 

1.16 

o.os 
0.18 
O.JO 
1.02 
2.65 
3.53 
3.50 
3.30 
3.89 

0.097 
7.08 

11• velocidad de creciaiento (/h) 
to- ti .. po de duplicaci6n (h) 

74 

1.66 

0.16 
0.17 
0.26 
0.82 
1.67 
1.78 
2.15 
2.09 
1.70 

0.070 
9.79 

2.16 

0.18 
0.19 
0.26 
0.74 
1.22 
1.70 
1.12 
1.76 
1.e2 

0.051 
13.75 



FIGURA 12.CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON 
DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO 

D.O (600nm) 
5 

4 

3 

2 

o 20 40 

HORAS 
75 

~ 0.66 

-t- 1.16 

-+- 1.66 

-8- 2.16 
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TABLA 19. RESUMEN DE LA COllPARACION DE MEDIAS PARA TIEllPO DE DUPLICACION 
PARA LOS DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO DE POTASIO 

CONCENTRACION (g/l de medio) 

0.66 1.16 1.66 2.16 Promedio 

Bbi.igbi.Ym a a a a A 
jaR2ni2Mm 25.85±0.46 18.22±1.22 17 .20±1.84 28.88±4.40 22.53±5.58 

Bbiz2ñi.Ym a abe c be A 
mtlilill 33.54±17.5 18.05±0.22 6.42±0.22 11.82±0.17 17.46±12.8 

Rbi.,2lzi.um a a .. a B 
llMll2l.i. 7.28±0.37 7.08±0.12 9.79±0.26 13. 75±2. 77 9.48±3.06 ------------------------------------------------------------------------------

A AB B AB 
22.22±14.5 14.45±5.74 11.14±5.0 18.15±8.64 

a, b, c. Letras diferentes dentro de filas indican diferencias significati 
vas (P<0.05). 

A, B, c. Letras diferentes dentro de filas o columnas indican diferencias 
significativas (P<0.05). 
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Las comparaciones de medias para los diferentes nivela• de 

aporte de fosfato de potasio indicaron que, para toda• laa aape

cies de bacterias utilizadas en el trabajo, lo• mayores tiempos 

de duplicaci6n (22. 22 ± 14. 5 h) correspondieron a los cultivo• 

que contenlan 0,66 g/l, y difirieron en forma significativa 

(P<0.05) con los logrados con medios conteniendo 1.66 9/l (11.14 

± 5.0 h). Los tiempos de duplicaci6n intermedios correspondientes 

a 1.16 q/l (14.45 ± 5.74) y 2.16 q/l (18.15 ± 8.64) no difirieron 

entra •1 (P>0.05) ni con loa trataaiantoa da 0.66 y 1,66 q/l. 

Se encontraron diferencias altamente •iqnificativaa 

(P<0.0015) en loa tiempos da duplicaci6n da laa especies bacteri

anas utilizadas en el trabajo. El R... RbAUJlli present6 loa me

nores tiempos de duplicaci6n (9.48 ± 3.06 h), difiriendo en forma 

•iqnificativa (P<0.05) da R.. a1liloti (17.46 ± 12.8 h) y a.. 
iaponiCU!l (22.53 ± 5.58). Estos 1lltimos no presentaron dif'aran

cias significativas entra s1 (P>0.05). 

El estudio de las interacciones indic6 el comportaaiento 

diferencial da laa especias de Rhizobium utilizada• a loa 

diferentes nivelas da fosfato de potasio utilizado. En R... jAQll:: 

ni= lae medias para tiempos de duplicaci6n fueron da 25.85 ± 

o.46, 18.22 ± 1.22 , 17.20 ± 1.84 y 28.88 ± 4.11 h para loa 

nivela& da 0,66, 1.16, 1.66 y 2.16 q/l de fOafato da potasio. Si 

bien loa tiempos da duplicaci6n fueron menore• con 1.16 y l. 66 

g/l no se encontraron diferencias significativas (P>0.05). En el 
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caso de B... ~. las medias para tiempo de duplicaci6n fueron 

de 33.54 ± 17.54, 18.05 ± 0.22, 6.42 ± 0.22 y 11.82 ± 0.17 h para 

los tratamientos de 0.66, 1.16, 1.66 y 2.16 g/1, respectivamente. 

Los tiempos de duplicaci6n fueron mayores para el aporte de 0.66 

g/l, difiriendo en forma significativa con los tratamientos de 

1.66 y 2.16 g/l, siendo similar (P>0,05) a los logrados con 1.16 

g/l. En B...~. los tiempos de duplicaci6n fueron de 7.28 ± 

0.37, 7.08 ± 0.12, 9.79 ± 0.26 y 13.75 ± 2.77 para los tratamien

tos de 0.66, 1.16, 1.66 y 2.16 g/l, no difiriendo significativa

mente (P>0.05) entre si, 

5.1.5. EVALllACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES 
CLORURO DE SODIO EN EL MEDIO. 

DE 

En las Tablas 20, 21, 22 y Figuras 13, 14 y 15 se presentan 

los reaultadoe de densidad 6ptica obtenidas para los diferentes 

tiempo• de incubaci6n, y loe c4lculoe de velocidad de crecimiento 

(u) y tiempo de duplicaci6n (tD) para B... iaponicum, B... ~ y 

B... RhAati!li en medios de cultivo que variaron en sus niveles de 

aporte de cloruro de sodio. 

En la Tabla 23 se presenta un resumen de la inf ormaci6n de 

los tiempos de duplicaci6n obtenidas en el trabajo, indicando las 

medias y diferencias eetad1sticas para los medios utilizados. El 

an4li•h de varianza para los tiempos de duplicaci6n indic6 la 

existencia de diferencias altamente significativas (P<0,0001) 
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ESTh 1ESIS NO DEBE 
swn 'M 1! BIBUOTErJ 

TABLA 20. CINETICA DE CRECIMIENTO DE RbiZobiUm 1aponicum CP89 
104A CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO. 

HORA 

o 
8 

24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 
96 

u• 
to-

o.os 
o.os 
0.12 
1.se 
1.70 
2 .oo 
2.32 
2.17 
2.40 
2.56 
2.60 
2.66 
2.81 

0.010 
.8.61 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tieapo de duplicaci6n (h) 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

79 

0.15 

0.105 
0.16 
1.47 
1.ss 
1.80 
2.21 
2.30 
2.37 
2.57 
2.42 
2.5s 
2.95 

0.034 
18.14 

0.35 

0.10 
0.165 
l.JO 
1.37 
1.20 
1.47 
1.50 
1.60 
1.82 
1.57 
1.50 
1.48 

0.113 
5.42 

0.45 

0.102 
0.142 
1.34 
1,35 
1.37 
1.36 
1.30 
1.50 
1.85 
1.67 
1.70 
1.60 

0,090 
6.50 



FIGURA 13.CRECIMIENTO DE R.iaponicurn CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO 

D.O (600 nm) 
3 

2 

o 20 40 

HORAS 
80 

0.05 
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+ 0.35 

--8- 0.45 
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TABLA 21. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium llli!lil2ti Cl CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO. 

HORA 

o 
8 
24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 
96 
104 

u-
to-

o.os 

0.101 
o.is 
o.1es 
0.19S 
o.22s 
0.662 
0.87S 
1.28 
2.es 
2.es 
3.75 
4.20 
4,37 

o.oso 
12.18 

u• velocidad da crecimiento (/h) 
to- ti••PO da duplicac16n (h) 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

o.is 

81 

0.146 
0.191 
0.8S7 
1.27 
1,60 
2.63 
3.25 
3.42 
3.87 
4.2S 
4.17 
4.60 
4.35 

0.038 
16.76 

0.3S 

0.14 
0.262 
o.sos 
o.aes 
l.3S 
2.00 
1.92 
2.os 
2.so 
2.so 
2.60 
2.60 
2.50 

0.049 
12.28 

0.4S 

0.16 
0.26 
0.9S 
l.2S 
2.17 
3.22 
3.32 
3,47 
4.65 
4.ls 
4.07 
4.30 
4.20 

0.042 
14.37 



FIGURA 14.CRECIMIENTO DE R. rneliloti CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO 

5 
O.O (600 nm) 

4 

3 

2 

o 20 40 60 60 

HORAS 
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TABLA 22. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium .Ilb.ilJ¡¡¡ll CP MEX 1 
CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO. 

DENSIDAD OPTICA ( 600 nm) 

HORA 

o 
15 
19 
25 
39 
42 
46 
50 
66 

o.os 

0.01 
o.oe 
0.12 
0.33 
0.37 
0.46 
o.47 
0.63 
0.63 

0.045 
13.61 

0.15 

0.11 
0.15 
0.15 
0.36 
0.69 
0.12 
0.97 
1.12 
1.00 

0.018 
32.81 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tie•po de duplicaci6n (h) 

83 

0.35 

0.12 
0.12 
0.20 
0.56 
1.28 
1.32 
1.42 
1.75 
1.5 

0.040 
16.19 

o.45 

0.16 
0.22 
0.31 
0.99 
1.97 
2.52 
2.65 
2.12 
2.65 

0.065 
9.42 



FIGURA 15.CRECIMIENTO DE R. phaseoli CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO 

n.o (600 nm) 
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2 
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HORAS 
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TABLA 2 3 • RESllllEH DE LA COMPARACION DE llEDIAS PARA TIEMPO DE DUPLICACION 
PARA LOS DIFEREllTES NIVELES DE CLORURO DE SODIO 

CONCENTRACION ( g/l de medio) 

o.os 0.15 0.35 0.45 PROMEDIO 

Bbizobium abe a c be e 
iaoonic.all!l 8.61±0.01 18.41±0.63 5.42±0.31 6.50±0.20 9.67±5.38 

Bhizobium a a a a B 
~ 12.18±0. 78 16.76±5.22 12.28±0.20 14.37±1.26 13.90±2.86 

Rbh;;oQium b a b b A 
llhll!!.2li 13.61±1.85 32.81±2.97 16.19±5.42 9.42±0.01 18.00±9.80 --------------------------------------------------------------------------

B A B B 
11.47±2.47 22.57±8.40 11.29±5.45 10.1±3.61 

a, b, c. Letras diferentes dentro de filas indican diferencias significati 
vas (P<0.05). 

A, B, c. Letras diferentes dentro de filas o columnas indican diferencias 
significativas (P<0.05). 
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para niv•le• d• aplicaci6n y Hpaci•• d• bactari•• eatudiadaa, 

aa1 coao una intaracci6n altaaante ai9nificativa (P<0.0024) da 

nivalaa•eapacie da bacteria. 

Laa coaparacionaa da aadiu para nivel•• da aplicaci6n de 

cloruro da aodio indicaron qua loa aayore• tieapoa da duplicaci6n 

corre•pondiaron a lo• ••dio• con 0.15 9/l (22.57 ± 8.4 h), difi

riendo en foraa aigniticativa (P<0.05) con loa trataaientoa da 

o.os, 0,35 y 0.45 9/l, cuya• ••diaa fueron 11.47 ± 2.47, 11.29 ± 

5.45 y 10.1 ± 3.61 h, raapactivaaanta. En relaci6n a l•• cepa• de 

bacteria•, el .B... RllAati!li preaant6 loa aayoraa tiempo• da dupli~ 

caci6n (18.0 ± 9.8 h) difiriendo ai9nificativaaenta (P<0.05) da 

la• reatant•• capa a. A la vez, al .B... llA1ilill pr•••nt6 aayoraa 

ti .. poa da duplicaci6n (13.9 ± 2.86 h) qua la encontrada para a.. 
1apgnigµa (9.67 ± 5.38). 

El aatudio de la intaracci6n entre nivelea•eapacia da bacte

ria indic6 que para R.. 1aponicl!J! loa aayoree tieapoa da duplica

ci6n (18.61 ± 0.63 h) coincidieron con al nival da 0.15 9/l da 

cloruro.de •odio, difiriendo ei9nificativaaenta (P<0.05) da loa 

obtanido• para •&dio• con o.35 9/l (5.42 ± 0.31 h) y 0.45 9/l 

(6.50 ± 0.20). Probabl .. anta en eata caao aaa racoHndabl• la 

utilizaci6n de loa niveles de 0.35 o o.45 9/l da cloruro da aodio 

en lo• ••dio• optimizado•. Para R.. llll1i1sit.i la• aedia• da tieapo 

da duplicaci6n fueron de 12.18 ± 0.78, 16.76 ± s.22, 12.28 ± 0.20 

H 



y 14.37 ± 1.26 h, para los niveles de o.os, 0.15, o.35 y o.45 g/l 

de c1oruro de sodio en el medio, no encontr&ndose diferencias 

entre lo• diferentes (P<0.05) tratamientos. En el caso de R.. 

~. al comportamiento de las medias para tiempo de duplica

ci6n fue similar al encontrado con ~ japonicum, con tiempos 

miximos de duplicaci6n con niveles de o.15 g/l de cloruro da 

sodio •• LSl 

5.1. 6 ZVALUACION DE CRECIMIENTO VARIANDO LOS NIVELES DE CLORURO 
FERRICO EN EL MEDIO. 

En la• Tablas 24, 25, 26 y Figuras 16, 17 y 18 se presentan 

los resultados de densidad 6ptica obtenidas para los diferentes 

tiempo• de incubaci6n, y los c6lculoss de velocidad de crecimien

to (u) y tiempo de duplicaci6n (tD) para IL. iaponicum, R.. ll9li:: 

1lll;i y B... p,bAa§J2li en medios de cultivo en los cuales •e variaron 

loa nivel•• de cloruro férrico. 

En la Tabla 27 ae presenta un resumen de la infonaci6n de 

tiempo• de duplicaci6n obtenida• en la corrida• realizada•, 

indicando las medias y diferencias estad1aticas para los medios 

utilizados. El anilisi• de varianza indic6 la inexistencia de 

diferencias significativas (P>0.05) entre los niveles de cloruro 

férrico utilizados en el trabajo, aunque las especies bacterianas 
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TABLA 24. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium 1aponicum CP. 89 
104A CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO. 

DENSIDAD OPTICA (600 nm) 

HORA 

o 
8 

24 
28 
34 
48 
52 
58 
72 
76 
82 

u-
tO-

o.os 

0.062 
o.11s 
1.22 
1.24 
1.27 
1.10 
1.30 
1.40 
1.67 
1.80 
1.60 

0.083 
8.36 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- ti .. po de duplicaci6n (h). 

88 

0.15 

0.145 
0.175 
1.42 
1.40 
1.35 
1.22 
1.26 
1.75 
2.02 
2.01 
1.80 

0.148 
4.65 



FIGURA 16.CRECIMIENTO DE R.japonicum CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO 

D.O (600 nm) 
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TABLA 2S. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium IUll.lll2il C1 CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO. 

HORA 

o 
8 
24 
28 
34 
48 
S2 
SS 
72 
76 
82 
96 
104 

U• 
tD• 

u= velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiempo da duplicaci6n (h) 

DENSIDAD OPTICA ( 600 nm) 

o.os 

O.OSl 
0.07S 
o.ses 
1.20 
2.21 
3.S8 
3.20 
3.70 
3.97 
4.12 
3.87 
4.SO 
4.7S 

0.060 
11.62 

90 

O.lS 

0.153 
0.16S 
0.43S 
0.67 
l.3S 
2.10 
2.90 
3.50 
3.87 
3.SS 
4.lS 
4.50 
4.20 

0.049 
14.01 



FIGURA 17 .CRECIMIENTO DE R. rneliloti CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO. 

n.o (600 nm) 
4 

o 20 40 60 80 

HORAS 
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TABLA 26. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Rbizobium .RhU.!l2li CP MEX l 
CON DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO. 

DENSIDAD OPTICA (600 IUll) 

HORA 

o 
6 

18 
21 
28 
40 
45 
49 
53 
66 
70 
76 
92 

115 

u= 
tDm 

0.05 

0.12 
0.12 
1.25 
1.62 
l. 75 
2.32 
2. 70 
2.61 
2.76 
2.65 
2.47 
2. 75 
2.60 
3.00 

0.066 
10.57 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiempo de duplicaci6n (h) 

92 

o.is 

0.12 
0.11 
1.20 
1.58 
2.08 
3.08 
3.50 
3.15 
3.09 
3.80 
3.80 
4.40 
3,25 
3.45 

0.076 
9.20 



FIGURA 18.CRECIMIENTO DE R.phaseoli CON 
DIFERENTES NIVELES DE CLORURO FERRICO 

D.O (600 nm) 
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TABLA 27. 

Bbizgb.11.111 
j1R2D1S&ml 

l!b.ll.l!mm 
~ 

Bbi1g~iYm 
llhAu2ll 

RESUMEN DE LA COMPARACION DE MEDIAS PARA TIEMPO DE 
DUPLICACION PARA LOS DIFERENTES NIVELES DE CLORURO 
FERRICO. 

CONCENTRACION (g/l de medio) 

o.os 

a 
8.36±0.74 

a 
11.62±1.62 

a 
10.57±1.07 

A 
10.18±1. 76 

0.15 

a 
4.61±0.01 

a 
14.01±0.46 

a 
9.20±1.70 

A 
9.29±4.26 

Promedio 

e 
6.51±2.18 

A 
12. 82±1. 69 

B 
9.89±1.40 

a, b, c. Letras diferentes en filas indican diferencias signifi
cativas (P<0.05). 

A, B, c. Letras diferentes en filas o columnas indican diferen
cia• significativas (P<0.05) 

94 



difirieron en forma altamente significativa (P<0.0006) y •e 

encontr6 la existencia de una interacci6n aignificativa •ntre 

niveles•especie de Rbizobium. 

Lae medias para tiempos de duplicaci6n entre lo• trata•i•n

tos utilizados en el trabajo fueron de 10.18 ± 1.76 y 9.29 ± 4.26 

h para loe nivelas de O.OS y 0.15 g/l, respectivamente, no exi•

tiendo diferencias •ignificativae entre ellas (P>0.05). La compa

raci6n da medias entra especies indic6 que los mayores tiempos de 

duplicaci6n loe present6 B... llllllillll;.i (12.82 ± 1.69 h), difiri•ndo 

en forma significativa (P<0.05) con las otras dos especias utili

zadas. Las medias para tiempo da duplicaci6n de B llllll.ilgj;i fueron 

de 9.89 ± 1.40 h, presentando diferencias significativas (P<0.05) 

con loa encontrados para B... 1aponicum (6.51 ± 2.18 h). 

El an6lisi• d• la interacci6n antr• nivelee•e•peci• da 

bacteria indic6 la inexistencia de diferencias significativas 

(P<0.05) entre niveles de aplicaci6n de cloruro f6rrico para cada 

una de las bacterias. Las media• para B.. 1aponicum fusron d• 8.36 

± 0.74 h y 4.61 ± 0.01, en B.. llllll.U2li 11.62 ± 1.62 y 14.0l ± 

0.46 h, y en B..~ 10.57 ± 1.07 y 9.20 ± 1.7 h, para 0.05 y 

0.15 g/l de cloruro f6rrico, respectivamente. 

5.1.7. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO. 

En la Tabla 28 se detallan loa aedioa 6ptimos surgidos de 

este estudio para cada una de las especies de bacterias en estu

dio. Para cada bacteria ee presentan las concentracion•• d• cada 
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TABLA 28, RESUMEN DE LOS MEDIOS OPTIMIZADOS DE ACUERDO A LOS 
RESULTADOS OBTF~IOOS. 

CONCENTRACION (g/l de medio) 

R. meliloti R. phaseoli R. japonicum 

CLORURO 
DE 
SODIO 0.3S 0.45 0,35 

CLORURO 
FERRICO o.os o.is 0.15 

EXTRACTO 
DE 
LEVADURA 0.7S l.SO l.2S 

SULFATO 
DE 
MAGNESIO o.si l.01 0.26 

FOSFATO 
DE 
POTASIO 1.66 1.16 1.66 

JIAHITOL lS 10 10 
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uno de loa nutrientes evaluados en las etapas previa• de aate 

trabajo. 

5. 2 • OPTIJn:ZACIOll DB LAS OOllDICIOllJ!S DB CRBCDal!lft'O DBL ID8 
llllDIOS SBLBCCIOllADOS 

5,2.1, EFECTOS DE LAS MODIFICACIONES DEL pH. 

En las Figuras 19, 20 y 21 se presenta 9raficaaenta la 

.. voluci6n de la cin6tica de crecimiento para B.. 1awnlc!!J!, :&.. 

~ y B.. ~. respectivamente, al modificar al pH del 

medio entre 6 y e. En la Tabla 29 ae presenta un resumen da loa 

cAlculos da velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplicaci6n 

para cada una de las bacterias estudiadas al variar el pH del 

aedio de creciaiento. Eata informaci6n rus utilizada para ajustar 

ecuacione• lineales o cuadrAticas explicativas del comportaaiento 

9aneral da la velocidad de craciaiento al modificarse al pH del 

aedio utilizado. La• acuacionea que lograron lo• aajoraa ajuate• 

para cada una de las bacterias en estudio ruaron las aiquientea: 

R. pbasaoli. 

R. maliloti. 

R. japonicua. 

u• -4.102 + 1.227*(pH) - 0.0883*(PH)2 
(r2•0. 85) 

u • -0.0096 + 0.0308*(pH) 
(r2•0.B2) 

u • -0.298 + 0.0872*(pH) - 0.0044*(pH)2 
(r2•0.89) 
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FIGURA 19.CRECIMIENTO DE R.japonicum 
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO 

D.O {600 nm) 
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o 10 
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FIGURA 20.CRECIMIENTO DE R. rneliloti 
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO 

D.O (600 nm) 
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FIGURA 21.CRECIMIENTO DE R. phaseoli 
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO 

D.0 (600 nm) 
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TABLA 29 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION 
VARIANDO EL pH DEL MEDIO OPTIMIZADO. 

pH R. japonicwa R. meliloti R. phasaoli 

u to u to u to 
------------- ------------- -------------6 0.07069 9.80. 0.18405 3.76 0.08386 8.26 

6 .5 0.07767 8.92 0.17543 3.95 0.12385 5.59 

7 0.09318 7.44 0.21574 3.21 0.18383 3.79 

7 .5 0.12069 5.74 0.21242 3.26 0.11478 6.04 

8 0.11412 6.07 0.24259 2.85 o.06370 10.9 

---------------------------------------------------------------u• velocidad de creciaiento (/h) 
to- ti .. po de duplicaci6n (h) 

101 



FIGURA 22. VARIACIONES EN VELOCIDAD DE 
CRECIMIENTO AL MODIFICAR EL pH DEL MEDIO 

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

R. iaponicum 

0.05 

O'--~~~-'--~~~~ .......... ~~~~~~~--' 
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 

pH 
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Loa valores ajustados se presentan en la Figura 22 y como 

surge de las ecuaciones el pH 6ptimo para las bacterias en estu

dio fue espec1ficos para cada una. En el caso de R.. ~. se 

visualiza claramente que su pH 6ptimo es da 7. s dado que hasta 

este valor la velocidad de crecimiento se incrementó para dismi

nuir posteriormente hasta pH•a.o. Para B... meliloti, el mejor 

ajuste da loa datos obtenidos fue lineal indicando que en el 

.rango utilizado en el trabajo la velocidad de crecimiento se 

increment6. Probablemente, para esta bacteria sea conveniente 

incrementar el rango de pH estudiado. En RL ioponicum, la ecua

ci6n de aejor ajuste fue cuadr&tica lo cual indica qua en los 

valorea superiores del rango en estudio la velocidad de crecimi

ento comanz6 a disminuir logr6ndose el 6ptimo previamente al pH 

final. 

5.2.2. EFECTOS DE LAS MODIFICACIONES EN LA TEMPERATURA. 

En las Figuras 23, 24 y 25 se presentan en forma gr6fica los 

caabios en la cin6tica de crecimiento de B.... iaponicvm, R.. llAli= 

llll;i y B.... ~. respectivamente, cuando se modif ic6 la tem

peratura d• incubaci6n de los organismos en crecimiento en el 

••dio opti•izado. En la Tabla 30 se resume la informaci6n da 

velocidad de crecimiento (u) y tiempo de duplicaci6n (tD) para 

cada una de las.bacterias cuando se modific6 la temperatura entre 
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FIGURA 23.CRECIMIENTO DE R.japonicum 
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION 

n.o (600 nm) 
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FIGURA 24.CRECIMIENTO DE R. meliloti 
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION 

D.O (600 nm) 
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FIGURA 25.CRECIMIENTO DE R. Phaseoli 
VARIANDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION 

D.O (600 nm) 
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TABLA 30. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DOPLICACION 
VARIAllDO LA TEMPERATURA DE INCUBACION DEL MEDIO 
OPTIMIZADO. 

T ºC R. japonicum R. meliloti R. phaseoli 

\1 to \1 to " to ------------- ------------- -------------26 o .16267 4.26 0.12933 5.36 0.11255 6.16 

28 o. 25542 2.71 0.14743 4.70 0.12530 5,53 

30 0.23544 2.94 0,19200 3.61 0.1828 3,79 

32 0.12277 5.64 0.11743 5.90 0.10915 6,35 

34 0.07287 9.51 0.09727 7.12 0,11350 6.11 

----------------------------------------------------------------u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tiupo de duplicaci6n (h) 
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26 y 34 e en el medio optimizado. Como se aprecia en los datos 

presentados las temperaturas 6ptimas para la velocidad de creci8 

miento y tiempo de duplicaci6n ae presentan en forma qeneral 

entre lo• 28 y JO c. En R... ~ y R... ~ la mayor velo

cidad de crecimiento del medio optimizado se present6 con 30 e, 

mientras que para el caso de B.s. iaponicum la temperatura 6ptima 

fue de 28 c. Loa datos obtenidos para velocidad de crecimiento 

fueron ajustados a modelos de tipo cuadrAtico para representar la 

infor11aci6n en forma qrAfica. Las ecuaciones para cada una de las 

bacterias estudiadas fueron: 

R. japonicum u = -5.383 + O.J894*(T) - 0.00675*(T)2 
(r2•0.86) 

R. asliloti u - -2.835 + 0.2047*(T) - 0.00349*(T)Z 
(r2•0. 70) 

R. phaseoli " - -2.207 + O .1578* (T) - 0.00264*(T)2 
(r2•0.52) 

En la Figura 26 se presenta el comportamiento qeneral de cada una 

de las bacterias estudiadas. En estas curvas se aprecian clara

Mnte les temperaturas 6ptimas que coinciden con lea aellaladas 

anterioraente para laa tres especies. 

5.2.3. EFECTOS DE LA KODIFICACION DE LOS NIVELES DE APORTE DE 
llAJfITOL. 

En la Tabla 31 y la Fiqura 27 se presentan los resultados de 
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FIGURA 26.VARIACIONES EN LA VELOCIDAD DE 
CRECIMIENTO AL MODIFICAR LA TEMPERATURA. 

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
0.25 

0.2 

0.15 

R. phaseoli 

0.1 

R. j<lponicum 

0.05 ~-~-~--~-~-~--~-~-~ 
26 27 28 29 30 31 32 33 34 

TEMPERATURA (C) 
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TABLA 31. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION 
VARIANDO LA CONCENTRACION DEL MANITOL EN EL MEDIO 
OPTIMIZADO. 

(g/l) 

10 

15. 

20 

R. japonicum 

" tD 

0.08864 7.81 

0.08244 8.41 

0.08735 7.93 

R. aeliloti 

" tD 

0.09301 7.45 

0.10998 6.30 

0.09445 7.34 

u• velocidad de crecimiento (/h) 
tD- ti .. po de duplicaci6n (h) 
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R. phaseoli 

" tD 

0.07399 9.37 

0.06670 10.39 

0.06762 10.25 



FIGURA 27. VARIACIONES EN LA VELOCIDAD 
DE CRECIMIENTO AL MODIFICAR EL MANITOL 

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
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velocided de crecimiento (u) y tiempo de duplicaci6n (tD) de R... 

1oponicum, lL.. maliloti y 4 pboeeoli al modificar las 

cantidades .pnl12 

de manitol aportadas al medio 6ptimo en el rango de 10 a 20 q/l. 

Como se aprecia en la informaci6n presentado, las especies de B.s.. 

ioponieua y B.... ~ no presentaron respuestas notorias a los 

aumento• en la concentraci6n de manitol en el medio optimizado. 

En el caso de R... lllll.l.iJ.2tj., se detect6 un aumento hasta concentra

ciones de 15 q/l con una posterior disminuci6n a~ incrementar la 

concentraci6n a 20 q/l. Probablemente, esta bacteria pueda pre

••ntar caracter1aticas que permitan crecimiento a mayores concen

tracionea de la fuente de carbono utilizada. En base a lo anteri

or poda•o• concluir que las bacterias presentaron una adecuada 

velocidad de crecimiento con concentraciones ele 10 q/l, y en 

algunos caaoa podrla aUJ1antarse hasta 15 q/l. 

5 • 3 • llVALUACIOll DB ADIBACIOll Y AGITACIOll 111 llEDIO OPTIKIZADO DB 
L. llllallBll 

En la Figuras 28 a 37 se presentan qraticamenta loa resulta

do• da craciaiento, consumo de manitol y peso seco da bacterias 

en el medio optimizado para IL. l!hA.lll2li, variando las condiciones 

da aqitaci6n y aireaci6n en el fermentador. En la Tabla 32 se 

reaU11en loa datos calculados para velocidad de cremimiento (u), 

tieapo da duplicaci6n (tD), consumo de manitol (q/l/h), materia 

seca total producida durante la termentaci6n (q/l) y materia seca 
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FIGURA 28 CRECIMIENTO Y CONSUMO DE 
MANITOL A 300 RPM Y 0.5 VVM. 
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FIGURA 29. CRECIMIENTO Y PESO SECO 
A 300 RPM Y 0.5 VVM 
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FIGURA 30. CRECIMIENTO Y CONSUMO DE 
MANITOL A 500 RPM Y 0.3 VVM 
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FIGURA 31. CRECIMIENTO Y PESO SECO 
A 500 RPM Y 0.3 VVM 
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FIGURA 32. CRECIMIENTO Y CONSUMO DE 
MANITOL A 500 RPM Y 0.5 VVM 
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FIGURA 33. CRECIMIENTO Y PESO SECO 
A 500 RPM Y 0.5 VVM. 
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FIGURA 34. CRECIMIENTO Y CONSUMO. DE 
MANITOL A 500 RPM Y 0.7 VVM 
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FIGURA 35. CRECIMIENTO Y PESO SECO 
A 500 RPM y 0.7 VVM 
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FIGURA 36. CRECIMIENTO Y CONSUMO MANITOL 
A 700 RPM Y 0.5 VVM 
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FIGURA 37. CRECIMIENTO Y PESO SECO 
A 700 RPM Y 0.5 VVM 
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TABJ..A 32. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN FERMENTACION EN 
LOTE PARA IU\izobium ~ CP MEXl. 

RPM VVM " to 

300 o.5 0.073 9.48 

500 0.3 0.085 8.10 

0.5 o.089 7.78 

0.1 0.069 9.99 

700 0.5 0.082 8.45 

CONSUMO 
MANITOL 
(g/l/h) 

0.28 

0.20 

o.24 

0.27 

0.39 

PESO 
SECO 
(g/l) 

4.5 

3.4 

3.1 

PESO 
SECO 

(g/l/h) 

0.077 

0.053 

0.105 

0.045 

0.102 

-----------------------------------------------------------------rpa• revolucione• por minuto 
vva• vol\IJlen de aire/volwaen de medio/minuto. 
u• velocidad de crecimiento (/h) 
to- tieapo de duplicaci6n (h) 
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producida por unidad de tiempo (g/l/h), para las diferentes 

condiciones de agitaci6n y aireaci6n. 

Al variar las condiciones de agitaci6n, los tiempos de 

duplicaci6n fueron de 9.48, 7.78 y 8.45 h para JOO, 500 y 700 

rpm. De acuerdo a estos resultados, la agitaci6n a 500 rpm parece 

ser 6ptima para el crecimiento de esta bacteria en el medio opti

mizado. Utilizando la condici6n anterior de agitaci6n, se evalua

ron 0.3, 0.5 y o.7 vvm. de aireaci6n. Los resultados muestran que 

loe tiempos de duplicaci6n fueron de 8.1, 7.78 y 9.99 h para o.J, 

o.s y o.7 vvm, respectivamente. 

La producci6n de materia seca en el rerm.entador para todas 

las corridas realizadas fue 0.085 g MS bacteriana/l/h. En la 

Tabla 32 se presenta la producci6n bacteriana por hora para cada 

una de las condiciones estudiadas y como pueda apreciaras se 

relaciona directamente con la velocidad de crecimiento del culti

vo para cada una de ellas. Por otra parta, analizando la relaci6n 

entre materia seca y manitol remanente en el medio de todas las 

corridas realizadas en el fermentador, por medio de ragresi6n fue 

posible determinar que por cada gramo de materia asca bacteriana 

producidad por litro de medio condujo a una raducci6n de o. 28 

g/l/h de aanitol en el medio. La producci6n de la fermentaci6n a 

500 rpm y o.s vvm fueron de 4.5 g/l de medio con el mejor tiempo 

de duplicaci6n y con una cuenta viable de 4 X 10 9 UFC/111. 
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5. 4. BVAUJACJ:OK DE LA SOBllBVXVEHCIA DE LAS BACTERIAS l!K EL 
SOPORTE DE BAGACILLO DE CAllA DE AZOCAR 

Las bacterias luego de ser inoculadas con un cuenta viable 

de 4 x 10 9 UFC/ml fueron evaluadas durante la maduraci6n en las 

bolsas con soporte a temperatura ambiental por una semana, reali

zando un nuevo recuento el cual fue de 6 x 10 9 UFC/ml. Las tomas 

de muestras y su cuenta viable se describen en la Tabla 33. La 

cuanta viable a 4 e se redujo en 120 d1as hasta 2 x 10 8 UFC/ml, 

siendo todav1a un inoculante de buena calidad de acuerdo a lo 

sugerido por C6rdova (20). A 30 e en el mismo periodo se redujo 

la cuenta viable en forma considerable bajando la calidad del 

producto final. Las temperaturas elevadas pueden haber 

interaccionado con la humedad del soporte, que disminuy6 en forma 

i•portante, conduciendo a una mortalidad de bacterias elevada. 

5. 5. CARACTEIUZACIOK DE LAS CEPAS DE AC'lll!RllO A LA PllODUCCIOK DE 
SUSTAllCIAS ACJ:DAS O ALCALDIAS 

Laa capas de B... RllAU2l1, B... lllill.l.l.2li y B.~ iaponicum, fueron 

avaluadas en medios 11quidos con indicadoras de pH (azul de 

broaoti-1). Luego de 11 d1as de incubaci6n de las aspeciea B 

~ y B... ~ , el medio vir6 al color amarillo indican

do qua son bacterias acidificadoras. En cambio, en B... iapqnicum 
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TABLA 33. SOBREVIVENCIA DE Rbizobium lll1AU2li CP MEXl EN 
BAGACILLO DE CARA DE AZOCAR. 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) 

DIAS AIJIACENAOO A 4ºC ALMACENADO A 30ºC 

9 11 
o 4 X 10 /ml 4 X 10 /al 

9 11 
15 4 X 10 /ml X 10 /ml 

9 8 
30 :z X 10 /al X 10 /al 

8 8 
60 3 X 10 /ml 2 X 10 /al 

8 • 110 3 X 10 /•l l X 10 /al 
8 7 

120 ;¡ X 10 /al 1 X 10 /al 
----------------------------------------------------------------
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deapuia de un mea de incubaci6n no se encontraron cambios en el 

medio. Las bacterias acidificadoras son de rlipido crecimiento 

mientras que las alcalinizadores del medio son especies de creci

miento lento. Esto coincide con los reportes de la literatura 

(61, 40, 9). 
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6 • D:ISCUSIOll. 

El estudio de las fuentes de carbono para el crecimiento de 

Rbizobiua pereitieron detectar diferencias en los efectos de las 

miamaa en el tiempo de duplicaci6n bacteriana. En forea general, 

el manitol fue la fuente da mejores resultados en tiempo de 

duplicaci6n (9.99 ± 2.9 h), la sacarosa y glicerol presentaron un 

comportamiento intereedio, aientraa que la glucosa condujo a las 

velocidad•• de crecimiento a&s bajas. Esta inforeaci6n es coinci

dente con los reportea de la literatura (9, 17, 40, 61) que 

seftalan al manitol como la fuente de carbono mAa apropiada para 

el crecimiento de esta bacteria. Sin embargo, surge del trabajo 

que cada eepecie en particular presenta caracteriaticaa propia• y 

su reapuaeta a la fuente de carbono utilizada, as1 coao e loe 

reetantea nutrientH y condicionH aabientalea del medio bajo 

eatUdio, pueden eer diferentes para cada una de ellas (10, 38, 

40, 62). 

Lo• aepectoa particulares en relaci6n a la fuente de carbono 

indicaron que B... JlhaUill en aedios de glicerol y eacaroea •• 

coaport6 an forma similar al manitol, siendo la glucoea la fuente 

aanoe aconeejable por los altos tiempos de duplicaci6n, Para B... 

llllilRti el manitol y la sacarosa presentaron los mejoree ti .. pos 

de duplicaci6n, mientras que el glicerol mostr6 el comportamiento 
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a&• pobre para eata bacteria. Para B..t. 1aponicum las fuentes que 

condujeron a los mejores tiempos do duplicaci6n fueron manitol y 

qlicerol. El manito1 aparece en fo~a qeneral como la fuente mAs 

consistente en su comportamiento pero las variaciones depen

dientee de la especie utilizada permite una cierta flexibilidad 

en el manejo de la• fuentes de carbono a nivel induatrial. 

La evaluaei6n de las concentracionaa de extracto de lavadura 

en el medio para el aporte de vitaminas y nitr6qeno, mostraron 

nuevamente el comportamiento particular de cada especie como lo 

ha reportado Graham (27). En R meliloti la• concentraciones 

6ptimae para tiempo de duplicaci6n fueron de 0.5 y 0.75 q/l, 

•i•ntrae concentracion•• auperiorea condujeron a una menor velo• 

cidad de crecimiento. En B... iaponicum las concentracionee da 

0.75, 1.25 y 1,5 9/l no presentaron diferencias en tiempo de 

duplicaci6n, mientra• qua al uso de nivele• de o.s condujo a un 

notorio aU11ento en aeta variable. En B... ~ la concentraci6n 

6ptima fue de 1.5 9/l, y concentraciones menores condujeron a una 

•i9niticativa di•ainuci6n en la velocidad de crecimiento. En 

este trabajo no •• encontraron respuestas inhibitoria• al aporte 

da nitr6qeno, que han sido ampliamente reportada• en la literatu

ra (61, 40, 17), probablemente debido a qua lo• nivelas utiliza

do• fueron aenorea a 2 g de extracto de levadura/l de medio. 
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La evaluaci6n de los diferentes niveles de aporte de sulfato de 

magnesio indic6 que las concentraciones bajas de esta sal en el 

medio condujo a las mayores velocidades de crecimiento, lo cual 

concuerda con los planteamientos realizados por Burton ( 17) y 

Vincent (61). Este comportamiento general se apreci6 en forma 

notoria en R... iaponicum y R... llll!l.il2ti, mientras que en R... ~ 

ll no se encontraron diferencias para las diferentes concentra

ciones utilizadas, lo cual indica que esta bacteria parece ser 

insensible a lo• cambios en loa niveles de aporte de sulfato de 

•agnesio dentro de los bajos rangos manejados en este trabajo. 

Las concentraciones 6ptimas de fosfato de potasio dibAsico se 

encontraron en el rango de 1.16 y 1.66 q/l. En forma particular, 

R.&. iaponicum y B.... ~ no presentaron cambios ai9nif icati

vos para las diferentes concentraciones utilizadas da esta sal, 

mientras que R.... meliloti present6 un comportamiento superior 

cuando la concentraci6n fue de 1.66 g/l de medio de cultivo. 

El comportamiento de R... iaponicum y R... llhll§.@2li a las concen

traciones de cloruro de sodio en el medio indicaron que los 

tiempos m6ximos de duplicaci6n se presentaron con concentraciones 

de 0.15 q/l, disminuyendo con los aumentos posteriores. En cam

bio, en IL.. ~ no se encontraron diferencias significativas 

para las diferentes concentraciones utilizadas •. En este trabajo 

130 



no se detectaron efectos inhibitorios de esta sal reportadas en 

la literatura por los rangos de concentraci6n utilizados (40). 

No se encontraron diferencias en las concentraciones de cloru

ro férrico utilizados en este trabajo (0.05 y o.15 g/l). Los 

niveles utilizados en los medios utilizados respondieron a las 

interacciones especie•nivel. 

La informaci6n obtenida en esta etapa del trabajo para los 

nutrientes evaluados se presentan en la Tabla 28, estructurando 

los medios 6ptimos sobre los gue se trabaj6 en las etapas 

posteriores para el estudio de las condiciones ambientales del 

medio de cultivo. Para todos los casos, la fuente de carbono 

seleccionada para todas las bacterias fue el manitol de acuerdo a 

las resultados presentados en el Tabla 7. Esto concuerda con los 

reportea de la literatura en relaci6n a las mejores fuentes de 

carbono para el crecimiento de Rbizobium (9, 17, 40). Asimismo es 

posible considerar algunas fuentes alternativas, dado que el 

glicerol present6 un comportamiento similar al manitol con algu

nas especies de Bbizobium. 

El estudio realizado con extracto de levadura indic6 en su 

anAlisis global la inexistencia de diferencias significativas 

entre los niveles 0.75, l.25 y 1.5 g/l y por esta ra?.6n las 
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concentraciones elegidas fueron aquellas en que el tiempo de 

duplicaci6n de cada bacteria fue menor. Las concentraciones 

seleccionadas para el medio 6ptimo fueron de o.75, 1.25 y 1.5 g/l 

para B... lllllil2ti, B... iaponicum y B... Dhu.m!ll, respectivamente. 

Los niveles 6ptimos de sulfato de magnesio correspondieron a 

0.26, 0.51 y 1.01 g/l para B... iaponicum, 11.... IRl!.lilQil y B...~ 

.l.i, reapectivamente. El estudio general para la incluai6n de esta 

aal indic6 que al ausentar aua nivalea la velocidad da creciaian

to de aeta bacteria diaminuy6, lo cual se aprecia particularmente 

en B... iaponicum y B... ...u.l.2tl. En el caso de B... PhAUJ!li no se 

encontraron diferencias entre los distintos niveles de aporta de 

la eal, por lo cual la concentraci6n seleccionada fue la mayor 

que paraiti6 el menor tiempo de duplicaci6n. Los resultados 

general•• obtenidos para esta sal concuerdan con lo planteado por 

Vincant ( 62) • 

Le concentraci6n de fosfato de potasio seleccionado fue de 

1.16 g/ l para B... PhAUJ!li y 1. 66 para B... llll!lJ.lQt.i y B... iaponicum. 

Loa reeultado• globales indican que no existieron diferencia• 

entre loa niveles de aporte de 1.16, 1.66 y 2.16 g/l. En el caso 

de cloruro de sodio se seleccionaron los niveles de 0.35 g/l para 

B... iaponic1111 y B... IRl!lilill, y 0.45 g/l para B... PhllGll· Para 

cloruro flrrico no existieron diferencias en el estudio global de 

las bacterias y se seleccionaron los niveles de o.os g/l para B... 

aalilati y 0.15 g/l para R... ~ y B... 1aponicum qua en este 
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estudio permitieron obtener los mejores tiempos de duplicaciOn. 

La evaluaci6n de los niveles 6ptimos de pH y temperatura se 

realizaron por medio de ajuste de ecuaciones lineales y cuadr6ti

cas que indicaron el comportamiento general en velocidad de 

crecimiento. En esta forma las ecuaciones demostraron claramente 

que los niveles Optimas de pH fueron de 7.0, 7.5 y 8.0 para B... 

~. IL. iaponicum y IL. llUllil2tJ., respectivamente. Es impor

tante conaiderar que B... llUllil2tJ. presento su mejor ajuste a un 

modelo lineal, lo cual puede indicar que podr1an estudiarse 

niveles •uperiores a pH e. o para conocer su comportamiento en 

asas condiciones. En relaci6n a la temperatura, las diferentes 

eepeciee bajo eetudio se ajustaron a modelos cuadr6.ticos y los 

Opti•o• fueron de 28 e para B... jappnicum y 30 e para B... l!§.liJ.o1i 

y B... Rh&U.Pll· Esta informaciOn es coincidente con los rangos 

generala• de pH y temperatura recomendada en la literatura (17, 

34, 38, 40, 61). 

En relaciOn a los cambios en la concentraciOn de manitol en al 

aedio entre 10 y 20 9/l, se ancontrO que B... ~ y B... .lARll.ni: 

J:alll no pre•entaron respuestas a los aumentos en la concentraci6n 

de aanitol en el medio optimizado. Esto coincide con los reportes 

de la literatura qua consideran que niveles mayores a 10 g/l de 

aedio pueden ocasionar aumentos en la acidez por productos de la 

fermentaciOn que afectan el crecimiento de las bacterias (9, 10, 

61). Por otra parte, otra alternativa a discutir puede ser que 

otro• nutrientes del medio se hagan limitantes cuando se aumentan 
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laa concentraciones de la fuente de carbono. En el caso de B.s.. 

~ se detect6 un aumento hasta concentraciones de 15 q/l de 

medio, con una posterior disminuci6n al incrementar la concentra

ci6n a 20 q/l, Probablemente esta bacteria pueda presentar carac

ter1sticas que permitan el crecimiento a mayores concentraciones 

de la fuente de carbono utilizada. 

Las condiciones de aqitaci6n y aireaci6n fueron modificadas en 

el estudio, utilizando B..~ en fermentador, para establec

er las condiciones 6ptimas que se ubicaron en niveles de 500 rpm 

y 0.5 vvm.. En estas condiciones del medio de cultivo se obtuvo un 

tiempo de duplicaci6n de 7.78 h con una producci6n de peso seco 

de 4.5 q c6lulas/litro lo cual puede considerarse altamente 

•ati•factorio para las condiciones de producci6n industrial. con 

la inforllllci6n obtenida en esta parte del experimento y utilizan

do loa niveles remanentes de manitol en el cultivo (q/l), permi

ti6 calcular, a trav6a de roqresi6n lineal de concentraci6n sobre 

horas, que la cantidad de esta fuente de carbono que desaparece 

por consumo ea de 0.30 q/l/h (r2=0.84, P<0.0001) como promedio 

para todas las condiciones de trabajo evaluadas. En el an&lisis 

del consumo de manitol para cada condici6n del medio evaluada, 

indic6 que existe un aumento en el consumo de manitol al incre

mentar la aireaci6n entre los rangos estudiados. LOS valores de 

consumo de manitol en los tres niveles de aireaci6n a 500 rpm 
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fueron de 0.20 (r2•0.96, P<0.0005), 0.24 (r2•0.98, P<0.0001) y 

0.27 (r2•0.92, P<0.0006) 9/l/hora, para 0.3, 0.5 y 0.7 vva, 

respectivamente. Como vemos, en este mismo rango la velocidad de 

crecimiento del cultivo se increment6 entre aireaciones de O.J a 

o.s vva, por lo cual el aumento del conauao de manitol puede 

utilizarse en esta función. En cambio, entre aireacionea de o.s y 

O. 7 vvm ae preaent6 un aumento en el consumo de aanitol y una 

disminuci6n en la velocidad de crecimiento, por lo que •• podrla 

sel\alar que existe un deavlo de la fuente de carbono hacia otrea 

funciones, como producci6n da mucilago, o la eficiencia de utili

zaci6n da le fuente da carbono disminuya. 

Le etapa final del proceso de producci6n de los inoculentea 

comprandi6 al estudio da aoportaa inerte• que normalmente •• 

utilizan para el transporta da loa microorganiaaoa fijadora• da 

nitr6geno en buenas condicione• haata loa consumidores final••· 

En aate trabajo se evalu6 el bagacillo de calla d• azQcar como una 

alternativa viable para la buena conservaci6n del inoculanta. 

Bejo condicionea de conaervaci6n da 4 e se obtuvo un inoculant• 

de excelente calidad durante todo al periodo de almacenamiento 

estudiado ( 120 dlas) , mientras que con temperatura da 30 C la 

diaminuci6n en la viable fue mayor y puede considerarse que bajo 

estas condiciones el periodo de almacenaje aconsejable ea da 90 

dlaa, Por lo tanto, se considera qua el bagacillo de calla da 

azQcar puede ser un soporta adecuado para el tranaporta da inocu

lantea comerciales. 
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7. COHCLDSIOllBS. 

7.1. El estudio de fuentes de carbono y nivel•• de nu

trientes para la optimizaci6n de los medios de cultivo, indicaron 

que las especies estudiadas presentan particularidades que condu

cen a la propuesta de un medio especifico para cada una da lea 

cepas. 

7. 2. La fuente de carbono que permiti6 la• mayores veloci

dades da crecimiento fue al manitol, aunque el glicerol y •acaro

sa pueden considerarse como sustitutos adecuados en condicionas 

industriales da producci6n. La glucosa, en cambio, demo•tr6 •ar 

una fuente• inadecuada para el crecimiento de e•taa bacteria•. 

Loa nivele• de aporte de nitr6geno, vitaminas y minerals• varia

ron de acuerdo con la cepa utilizada. 

7.3. El crecimiento de las bacterias en los modios optimi

zados fue afectado por el pH, la temperatura y el nivel de mani

tol utilizado. El pH 6ptimo de crecimiento vari6 de acuerdo a la 

eapecie: 1.0 (IL. llhAllilll, 7.5 (B... 1aponicum) y e.o (IL. uli: 

l2l;i). La temperatura 6ptima para crecimiento fue de 28-29•C para 

IL. iaponicum, mientras que para IL. PllAU2li y IL. llll1lliU fue de 

JO•C. Loa aumentos en el aporta de manitol a loa medio• optiaiza

dos no present6 efectos positivos en a.. 1aponicum y IL. ~. 

mientras que en a.. ll!lÜ..il2ti condujo a una mejora en la velocidad 

de crecimiento hasta el nivel de 15 g/l. 
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7.4. El estudio de las condiciones de agitaci6n y aireaci6n 

realizado con &.. ~ permite concluir que para esta bacteria 

las mejores condiciones de crecimiento se lograron con 500 rpm y 

o. 5 vvm de aireaci6n. Bajo estas condiciones de crecimiento, la 

producci6n de materia seca bacteriana fue de 4,5 g/l, lo cual 

implic6 una producci6n por unidad da tiempo de 0.105 g MS/l/h. 

7.5. El soporte de bagacillo de cafta de azdcar preaent6 

buenas caractertsticas para ser utilizado como soporte para el 

transporte de inoculantes comerciales. Las cuentas viables reali

zadas indicaron que el ndmero de bacterias al variar el tiempo de 

alaac•na•iento fue similar a las encontradas en los soportes 

coaercial•• usados normalmente en forma extensiva en loa inocu

lantH. 
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