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1. INTRODUCCION

1.1ANTECEDENTES

Las leguminosas son fundamentales en la alimentacion humana y animal, su
aporte de proteinas oscila entre 20 y 40 %. Al igual que la mayoria de los cultivos,
requieren principalmente de compuestos nitrogenados para €l desarrollo de sus
funciones, se destacan particularmente por su capacidad de entrar en simbiosis
con bacterias del género Rhizobium para fijar €l nitrégeno del aire. La smbiosis
ocurre a nivel radicular, formando nédulos a manera de tumoraciones que son €l
producto de asociaciones de bacterias con capacidad efectiva e infectiva presentes

enlaraiz.

CHABOT R. et al. (1996) y COYNE M. (2000) afirman gue las bacterias de este
género no solo viven en simbiosis con leguminosas, sino que también subsisten en
el suelo como heterétrofos o saprofitos al desarrollarse en ausencia de la planta
hospedera. Segiin GARCIA P. et al. (2012), las rizobacterias también colonizan
las raices de plantas no leguminosas como arroz, maiz, cebada, remolacha, colza,
lechugay cafia de azUcar, estimulando la produccién de sustancias promotoras del

crecimiento y favoreciendo el desarrollo del cultivo.

Investigaciones actuales se centran en producir inoculantes microbianos que
estimulen el proceso de fijacion de nitrégeno, profundizando en e tema del
Rhizobium como bacterias promotoras del crecimiento y sus efectos sobre la salud

y rendimiento de los cultivos.

La presente investigacion centra su atencion en €l género Rhizobium, y su empleo

como inoculante en cultivos no leguminosos como el maiz. Se espera que actie



positivamente sobre la germinacion, la emergencia de las plantulas, desarrollo del

sistema radicular y demés 6rganos.

1.2 JUSTIFICACION

El cultivo de maiz tiene preponderante importancia para la alimentacién humanay
animal, teniendo a mismo tiempo importancia para la industria; son
aprovechables tanto el grano como la parte vegetativa; su influencia en la
economia nacional es cada vez mas grande, por lo que constantemente se busca
mejorar €l rendimiento y calidad del producto. Se ha logrado resultados positivos
mediante dosis Optimas de fertilizacion, sistemas y densidad de siembra, mejoras

genéticas, sistemas de riego adecuados, entre otros.

En las Ultimas décadas se ha incursionado en investigaciones conducentes a la
obtencion de inoculantes microbianos para plantas no leguminosas, con la
finalidad de mejorar la germinacién, las condiciones de crecimiento y desarrollo
de las plantulas, por medio de sustancias como auxinas, giberelinas, citoquininas,
acido-indol-acético y ACC diaminasa, entre otros, Rhizobium estimula la
produccion de las mencionadas sustancias, especialmente en condiciones éptimas
de sustrato, por lo que despierta €l interés en investigar la asociacion de estos

microorganismos con un cultivo no leguminoso como el maiz.

Este experimento forma parte de la investigacion “ESTUDIO DEL GENERO
RHIZOBIUM PARA LA PRODUCCION DE INOCULANTE DE USO
AGRICOLA EN LA PROVINCIA DE SANTA ELENA.”, que realiza el Centro

de Investigaciones Agropecuarias de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UPSE.

Se espera que este documento sirva como fuente de consulta a investigadores,
profesores, técnicos, estudiantes y personas involucradas en investigaciones
microbiologicas. Ademas que los resultados sean motivo de andlisis y nuevas
investigaciones.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GENERAL

Identificar y caracterizar cepas de Rhizobium nativo para la produccion de

biofertilizante en la provincia de Santa Elena.

1.3.2 ESPECIFICOS

» Aidar bacterias del género Rhizobium sp, asociadas a cuatro tipos de
leguminosas.

» Caracterizar morfolégica y bioquimicamente bacterias del género Rhizobium
sp.

» Seleccionar cepas para la preparacion del indculo y determinar su efectividad

mediante pruebas de germinacion.

1.4HIPOTESIS

Al menos un inoculante de cepa (s) de Rhizobium influye positivamente en las

variables de la prueba de germinacion y emergencia de las plantulas de maiz.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 TAXONOMIA DE LOSRIZOBIOS

CARRANZA C. (2004, en linea) argumenta que la taxonomia actual de los
rizobios se basa en un enfoque polifésico que incluye morfologia, bioquimica,
fisiologia, genéticay filogenia. Las técnicas que se utilizan parala clasificacion de
rizobios son €l analisis de secuencias de los genes 16S rRNA, y la hibridacién de
ADN-ADN. Hasta la fecha se han propuesto 6 géneros, que son: Allorhizobium,

Azor hizobium, Bradyr hizobium, Mesor hizobium, Rhizobium y Snorhizobium

VARGASE. (1969), COYNE M. y SPAINK H. (2000) coinciden a afirmar que el
rizobio es un habitante natural del suelo que subsiste como heterétrofo, pero no
necesariamente existe en todo los suelos, también puede ser sapréfito al
desarrollarse en ausencia de la planta hospedante; sin embargo, su existencia libre
continuada en los suelos, depende de la presencia de una raiz “hospedante” que

estimule su proliferacién

22LOSRIZOBIOSY LA ENDOSIMBIOSIS.

DEACON J. (sf., en lined) sefidla que los compuestos reducidos de nitrégeno,
como el amoniaco (NHg), los nitratos (NO3) y los nitritos (NO;), son tan
importantes para el crecimiento vegetal como escasos en el medio ambiente, y por
ello son consumidos rgpidamente en cuanto estan disponibles. Sin embargo, en la
naturaleza existe una importante razén por la cual, estos compuestos reducidos de
nitrégeno no se han agotado todavia; son sintetizados continuamente gracias a

diversos géneros de microorganismos.



RODRIGUEZ C. et al. (1984, en linea) indican que la fijacion bioldgica aparece
anicamente en bacterias, algas cianoficeas (algas azul-verdosas) y actinomicetos,
microrganismos que a parte de ser procarioticos (sin membrana nuclear) y tener la
capacidad de utilizar €l nitrégeno atmosférico, poco tienen en comun. En efecto,
entre los més de 60 géneros conocidos se encuentran formas aerobias,
facultativas, anaerobias, autotrofasy heterétrofas, con habitats muy dispares, tanto
terrestres como acuéticos, y con requerimientos ambientales de temperatura,
aireacion, humedad, pH, etc., muy heterogéneos. Para conseguir esto, las bacterias
emplean proteinas con la capacidad de facilitar ciertos tipos de procesos quimicos,

éstas trabajan juntas conformando el [lamado compl€jo nitrogenasa.

DEACON J. (sf., en linea) afirma que mediante el consumo de energia quimica
las bacterias son capaces de sintetizar amoniaco a partir del nitrégeno.
Posteriormente otras bacterias, como por gemplo Nitrosomonas y Nitrobacter,
oxidan el amoniaco convirtiéndolo en nitritos y nitratos, respectivamente y que

pueden ser usados por las plantas.

2.3 GENERO Rhizobium

Segiin VARGAS E. (1969), e género Rhizobium junto con los géneros
Agrobacterium y Chromobacterium forman la familia Rhizobiacea; este deriva su
nombre del griego “Rhiza” = raiz y “bios” = vida. La caracteristica mas
importante es su habilidad para producir nédulos en las raices de las leguminosas
y Vivir en asociacion simbidtica con estas plantas mientras fija nitrégeno libre, 1o

cual no ocurre cuando los organismos estan separados de la planta

2.3.1 MORFOL OGiA DEL GENERO Rhizobium

AGUILAR O et al. (2004, en linea) coinciden a citar que son bacilos Gram
negativos que miden 0,5- 1,0x 1,2 - 3,0 ym.



Contiene granos de poli-B —hidroxiburato, y se desplazan por medio de 1 - 6

flagel os que pueden ser peritricos o subpolares.

Investigaciones realizadas por COYNE M. (2000) demuestran que las colonias
generalmente son blancas o beige, circulares, convexas, semitrandUcidas u opacas
y mucilaginosas; generalmente miden 2 - 4 mm de didmetro a los 3 - 5 dias de

incubacion en Y MA (Extracto de Levadura Manitol Agar).

Ademas afiade que el crecimiento en medio de carbohidratos generalmente esta
acompafado de reaccidon acida y abundante cantidad de gelatina polisacarida
extracelular. Son quimio-organotréficas, utilizando una gran variedad de
carbohidratos y éacidos organicos. Algunas cepas requieren biotina, acido
nicotinico, pantotenato o tiamina como factores de crecimiento. Las cepas de este

género son rizobios de répido crecimiento.

2.3.2 TAXONOMIiA DEL GENERO Rhizobium.

CARRANZA C. (2004, en linea) afirma que Beijerinck en 1888, obtuvo el primer
cultivo bacteriano puro de un nodulo de raiz de leguminosa y o llamé Bacillus

radicicola.

Posteriormente Frank propuso el nombre Rhizobium para estos aislados. Basada
en la especificidad de los huéspedes, para 1929 ya se habian reconocido seis
especies. R leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R. japonicumy R.
lupini. En esta clasificacion, cada especie se componia de cepas que compartian

un grupo de leguminosas huésped.

En 1944 Wilson reportd un gran nimero de nodulaciones que cruzaban las
fronteras de las diferentes especies clasificadas anteriormente. En 1964 Graham y
en 1968 Moffett y Golwell sugirieron revisar la taxonomia basandose en

resultados de la taxonomia numérica.



24 CULTIVOY AISLAMIENTO DE RIZOBIOS.

El CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL CIAT (1987),
menciona gque el proceso de aislamiento de rizobios de los nédulos incluye varios
pasos para separarlos de los contaminantes presentes; ademas, es necesaria una
serie de pruebas para caracterizar y autenticar los rizobios aidados, una vez
autenticados, se puede evaluar su efectividad potencial: capacidad de fijar N, con

leguminosas en condiciones éptimas

ALLEN y ALLEN (1981) y CIAT (1987) afirman que el aislamiento del rizobio se
inicia esterilizando la superficie del nodulo, macerandolo y estriandolo en cultivos
in vitro. Los rizobios por lo general pueden ser facilmente suplementados con
levaduras, una fuente de carbohidratos como el manitol, compuestos nitrogenados
y cantidades menores de Magnesio El medio de cultivo comUnmente utilizado
para €l aislamiento de rizobios es e ELMARC (Extracto de Levadura, Manitol,
agar, rojo Congo), que ademas contiene fosfato dipotasico, sulfato de magnesio,

cloruro de sodio y carbonato de calcio.

Ademés indican que el extracto de levadura le proporciona a las bacterias
productos de degradacion de las proteinas, sustratos para la respiracion, vitaminas
y ciertos elementos; el manitol funciona como fuente de carbono, mientras que el
rojo Congo ayuda a diferenciar los rizobios de otras bacterias; en general las
colonias de rizobios presentan tincion débil con este colorante, en tanto que las
colonias de muchas otras bacterias adquieren un color mas intenso; sin embargo
esta no es una caracteristica definitiva ya que su expresion varia con la
concentracion de reactivos, la edad del cultivo, la exposiciéon de lacgaalaluzy

no es |lo suficientemente selectivo.

La temperatura Optima de crecimiento de rizobios en condiciones artificiales es de

25°Cy sutoleranciaa pH oscilaentre 5 - 8.



25EL NITROGENO

RODRIGUEZ C. et al. (1984, en lined) sefialan que cualitativamente, €l nitrégeno
forma parte de moléculas tan importantes para la actividad biol 6gica como son los
&cidos nucleicos, donde se asienta la informacion genética, o las proteinas y
enzimas, componentes estructurales fundamentales en la organizacién de la

materia vivay catalizadoras de |0s procesos biol 6gicos respectivamente.

El nitrogeno, segin EDUCARCHILE.CL (sf., en linea), es el componente
principa de las proteinas presentes en todos |os seres vivos, se recicla a través de
su incorporacion a las cadenas aimenticias y su posterior devolucion a la

atmésfera por |os excrementos.

2.5.1 ABSORCION Y ASIMILACION DEL NITROGENO (N) POR LAS
PLANTAS

Segin ALEXANDER M. (1980), la absorcién del nitrégeno por la planta es
limitada por ser ésta una molécula inerte (N=N), con una gran estabilidad
conferida por su triple enlace. Las plantas son incapaces de asimilar nitrogeno

directamente.

GREEN y BLACKMER (1994) argumentan que €l nitrogeno en forma natural
puede llegar a la planta a través de dos mecanismos principales: transferido por
las bacterias que previamente lo han fijado simbidtica o asimbiéticamente, o

disuelto en el agua de lluvia.

La cantidad de nitrégeno transferido a las plantas proveniente de la fijacion
simbidtica es variable, del orden de 50 a 70 kg/ha/afio, mientras que la cantidad de
nitrégeno aportada por la fijacion no simbidticay las lluvias oscila entre 10 y 20
kg/hal/afio.



LEWIS M. (1999) indica que el nitrégeno natural del suelo presente en forma
organica tampoco esta disponible para las plantas y para ser absorbido tiene que

pasar a formas inorganicas.

Afade agrega que €l nitrdgeno inorganico representa un 2 % del nitrégeno total
del suelo, encontrandose en formas de nitrato (NOs.)' amonio (NHg4+) y nitrito
(NO,.). Estas formas inorganicas son transitorias en el suelo, por lo cua las
cantidades de nitrogeno inorganico del suelo son extremadamente variables,
pudiendo existir desde unos pocos gramos hasta més de 100 kg/ha de nitrégeno.
Debido a que ésta es la forma en que el nitrégeno es absorbido por las plantas, €l

nitrégeno inorganico es muy importante para la nutricién vegetal.

2.5.2 CICLO BIOGEOQUIMICO DEL NITROGENO

RODRIGUEZ C. et al. (1984, en linea) sefialan que el nitrogeno, al igual que
todos los elementos biol6gicamente importantes, pasa por cambios ciclicos, de
modo que puede ser utilizado y ala vez repuesto dentro de |o que se conoce como
ciclo biogeoquimico del nitrégeno, por medio del cual un &omo de nitrégeno pasa
del estado organico al inorganico y viceversa, en una secuencia de procesos que

implican actividades de organismos vivos y conversiones no bioldgicas.

El CENTRO DE INFORMACION Y COMUNICACION AMBIENTAL DE
NORTE AMERICA, A.C. CICEANA.ORG. (sf., en linea) indica que € ciclo del

nitrdgeno es un conjunto de transformaciones que atraviesa 4 etapas.

» Mineralizacién: formacion de nitrdgeno inorganico, como amoniaco, nitrito y
nitrato, a partir de nitrdgeno organico procedente de la desintegracion de los
organismosy sus excreciones. La mineralizacion incluye dos procesos:
Amonificacion: consiste en la formacion de compuestos amoniacales
realizada por microorganismos heterétrofos, entre los que se encuentran

bacterias y hongos.



Nitrificacion: esla oxidacion de amonio a nitrato en dos etapas realizadas por
dos tipos de microbios que obtienen de ellas toda |a energia que necesitan para

Su crecimiento.

Seglin BOSQUESMEDITERRANEOS.COM. (sf., en linea), en la primera etapa
de la nitrificacion las bacterias del género Nitrosomona oxidan el amonio a nitrito
y en la segunda etapa bacterias del género Nitrobacter convierten el nitrito en

nitrato.

» Absorcion: El nitrégeno inorganico puede ser absorbido por plantas y
microorganismos, pasar de nuevo aformar parte de lamateriavivay circular a

lo largo de las cadenas alimenticias.

> Desnitrificacién: El nitrdgeno puede ser transformado en nitrégeno molecular

y sus Oxidos, que mediante este proceso pueden escapar a la atmdsfera.

» Fijacién: El nitrégeno molecular atmosférico pasa a forma combinada.

2.6 FIJACION DE NITROGENO

RODRIGUEZ C. et al. (1984, en linea) indican que la fijacion de nitrogeno es la
etapa reguladora del ciclo, en la que el nitrégeno atmosférico pasa a forma
combinada, compensando asi las pérdidas de ésta por desnitrificacion y

volatilizacion del amonio. Son treslas rutas;

» Lafijacion espontanea es un proceso natural en que descargas eléctricas de
tormentas, radiacion ultravioleta, rayos cosmicos, meteoritos, combustibles
industriales e incendios, proporcionan momentaneamente la energia requerida
para originar 6xidos de nitrdgeno e incluso amoniaco, a partir de nitrégeno
molecular atmosférico, que eventualmente son arrastrados por el agua de

lluvia al suelo.
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» Lafijacion industrial quimica es la produccion de amoniaco y fertilizantes

nitrogenados por laindustria a partir del nitrgeno del aire.

» Lafijacion biolégica esla conversion de nitrégeno atmosférico en amoniaco,
realizada por microbios libres 0o en asociacion con plantas superiores,
microbios que reciben por ello el nombre de diazétrofos (azoe: nitrégeno;

trofos: alimentacion).

2.6.1 FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (FBN)

ParaTAIZ L. y ZEIGER E. (2006) la fijacion bioldgica del nitrogeno atmosférico
consiste en la reduccion de N, a NH," por la enzima nitrogenasa, es después de la
fotosintesis, la ruta metabdlica més importante para el mantenimiento de la vida
en la biésfera. Curiosamente, este proceso crucia solo puede ser llevado a cabo

pOr UNOS POCOS grupos de seres vivos, todos ellos procariotas.

SPRENT J. y SPRENT P. (1990, en linea) indican que a pesar de la abundancia de
nitrogeno en la atmdsfera, las plantas no lo asimilan de forma directay se ven
obligadas a utilizar las formas combinadas que se encuentran en el suelo en
cantidad insuficiente para soportar los cultivos intensivos. La FBN contribuye
globalmente de forma importante a suministro del nitrégeno requerido por las

plantas.

2.6.2 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO EN LEGUMINOSAS

De acuerdo a MADIGAN M. y COL. (2000), las Rhizobiaceae son un grupo
heterogéneo de bacterias que se ha dividido en cuatro familias: Rhizobiaceae,

Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae. .

Dentro de estas familias s6lo unos determinados géneros son capaces de efectuar

el proceso de fijacion de nitrogeno: Rhizobium, Snorhizobium, Meshorizobium,
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Bradyrhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium. Con el fin de simplificar la

lectura se denomina a todos estos géneros como Rhizobium.

VARGAS G. (2011) menciona que a diferencia de las cianobacterias y las
bacterias pertenecientes al género Frankia, las rizobiaceas no pueden generar un
ambiente anaerobio 0 microaerobio en donde poder redizar la fijacion de

nitrégeno por si mismas.

Para llevar a cabo el proceso, estas bacterias deben encontrarse en las
inmediaciones de plantas de la familia de las fabaceas e interactuar con las
mismas, originando una serie de reacciones en la planta que desencadenaran la
formacion de un érgano mixto nuevo, € nodulo simbiético, en e cua se
proporciona un entorno controlado, asi como |os nutrientes necesarios para que la

bacteria pueda efectuar el proceso de fijacion.

RODRIGUEZ C. et al. (1984, en linea) describen cuéles las propiedades més
importantes que deben existir entre el microbio y la planta, para que haya

simbiosis entre ambas:

» Especificidad, o propiedad por la que el microbio infecte selectivamente a la
planta hospedadora. La magnitud de la misma varia de unas simbiosis a otras,
y asi, por gemplo, ciertas leguminosas tienen requerimientos muy concretos
para “su rizobio”, mientras que otras aceptan un espectro mas amplio, v,
viceversa, un determinado rizobio puede infectar una sola especie de
leguminosa, un grupo de especies, 0 incluso miembros de distintos géneros o

subfamilias.

» Infectividad, o capacidad del microbio parainvadir la planta hospedadora.

> Efectividad, o capacidad para que en el ndédulo se lleve a cabo la secuencia de

un proceso que conduzca a la reduccion de nitrégeno atmosférico a amoniaco.
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Hay una gran variedad entre las razas de un microbio infectivo, que va desde

totalmente infectivo, a otras altamente infectivas.

2.7 ETAPASDE INFECCION Y FORMACION DE NODULOS

Segiin COYNE M. (2000), y REDONDO M. et al. (sf., en lined), la etapa de

infeccién involucra los siguientes pasos:

» Reconocimiento de la combinacién adecuada de organismos, tanto por parte
de la planta como de la bacteria, y la adherencia de la bacteria a los pelos
radiculares.

> Invasién del pelo radical y formacién de un canal o hilo de infeccion.

» Desplazamiento de las bacterias hacia la raiz principa através de un canal de
infeccion.

> Diferenciacion de las bacterias en un nuevo tipo al que se les llama
bacteroides dentro de las células de la planta'y desarrollo del estado de fijacion
de nitrégeno.

» Proceso continuado de divisién de las células bacterianas y vegeta y

formacion del nédulo radical maduro con cinco zonas.

VILLALOBOS E. (2006) manifiesta que los bacteroides a introducirse en las
células vegetales son envueltos por una membrana denominada, membrana

peribacteroidal o simbiosomal.
Ademas indica que la membrana peribacteroidal envuelve las bacteriasy las aisla
del contacto con el citosol de las células de la corteza y regula el intercambio de

nutrimentos de las bacterias con la planta.

OBATON M. (1995) describe cinco zonas que se encuentran conformando a

nédulo, estas son:
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» Un meristemo: Formado por pequefias células no contaminadas por
Rhizobium, que es la zona de crecimiento del nédulo.

» La zona de hilo de infeccién: Las células en esta zona se multiplican

activamente y estédn contaminadas por Rhizobium, pero no ocurre fijacion.

» La zona de fijacion: Donde las células de la planta huésped estan llenas con
Rhizobium y toman forma ensanchada y son llamados bacteroides. Estos
contienen una enzima Illama nitrogenasa, que hace posible la fijacion del
nitrégeno atmosférico, la enzima contiene hierro y molibdeno, metales

necesarios para el transporte de electrones para la reduccion del nitrogeno.

» Lazona degenerativa: Son de color verde o marrén, estas células de la planta

huésped se degeneran y no ocurre fijacion.

» El sistema vascular: Derivado de los vasos del cilindro central, irriga €l

nodulo suministrando los carbohidratos necesarios para la fijacion.

28 INFLUENCIA DEL AMBIENTE SOBRE LA FIJACION
BIOLOGICA DE NITROGENO

CARRANZA C. (2004, en linea) cita que existe una gran diversidad de factores

ambiental es que influyen directamente en la eficacia de la smbiosis, estos son:

» Nitrogeno inorganico: La presencia de nitrégeno inorganico en el suelo,
procedente de fertilizantes inhibe la fijacion de nitrogeno. El tamafio de los
nodulos y su cantidad es menor cuanto existen niveles relativamente altos de
nitrato y amonio. Por otro lado bajas concentraciones de nitrogeno inorganico
estimulan la nodul acion.

» pH del suelo: En la mayoria de leguminosas la infeccién de Rhizobium no
ocurre en pH menoresab.
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El crecimiento de Rhizobium también se ve influenciado por pH baos. Esta
inhibicion de la ssimbiosis en suelos &cidos, se debe a la concentracién de iones

hidrégeno y alatoxicidad resultante del hierro y aluminio principalmente.

» Temperatura: La temperatura Optima de crecimiento de Rhizobium es de
30° C.

» Foésforo y potasio: Son macronutrientes esenciales para €l crecimiento de la
planta, por 1o que su presencia en el suelo se asocia con leguminosas vigorosas

y de buen crecimiento.

> El cobalto: Estimula marcadamente la utilizacion de nitrégeno atmosférico
por las leguminosas, se cree que esto se debe a que estimula la proliferaciéon y

metabolismo de Rhizobium dentro de laraiz.

» Los micronutrientes. Son necesarios tanto para la leguminosa como para

Rhizobium, y por ende para una simbiosis efectiva.

2.9 ASOCIACIONES FIJADORAS DE NITROGENO

RODRIGUEZ C. et al. (1984, en linea) revelan la interdependencia muy elevada
gue existe entre los organismos asociados, una de ellas es |la simbiosis mutualista,
gue conduce a la formacién de estructuras especializadas en las raices, como en
Sesbania spp., que aparecen como respuesta de la planta a su invasion por €l

microbio.

En efecto, las plantas superiores forman este tipo de simbiosis fijadora de
nitrégeno, con bacterias (Rhizobium, castellanizado: rizobios), actinomicetos
(Frankia), y algunas algas azul-verdosas, teniendo todas ellas especial impacto en

la produccion vegetal de sus respectivos habitats y/o cultivos.
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2.10 EFECTO DE RHIZOBIUM EN PLANTASNO LEGUMINOSAS

SESSITSCH J. et al. (2002) indican que un considerable nimero de
especies bacterianas asociadas con la rizésfera de las plantas son capaces de
gjercer un efecto benéfico en e crecimiento de plantas. Este grupo de
bacterias |lamadas rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas

(PGPR) incluye el género Rhizobium.

HASSAN G et al. (1997), ESSALMANI y LAHLOU, (2003) manifiestan
gue estas bacterias se caracterizan por su habilidad de facilitar directa o
indirectamente el desarrollo de la raiz y del follge de las plantas. La
estimulacion indirecta del crecimiento de plantas incluye una variedad de
mecanismos por los cuales la bacteria inhibe la accién fangica sobre €l

crecimiento y desarrollo de la planta.

Segun SESSITSCH J. et al. (2002), la estimulacion directa puede incluir la
fijacion de nitrogeno; PERRINE F. et al. (2004) indican la produccion de
hormonas, MAYAK S. et al. (2004) de enzimas VAN R. et al. (1994) y
CARSON et al. (2000) la produccion de sideréforos y la solubilizacion de
fosfatos segin RODRIGUEZ H. y FRAGA (1999).

Investigaciones redlizadas por CHAKRAVARTY y PURKAYASTHA
(1984), CHABOT et al. (1996), HASSAN G. et al. (1997), RODRIGUEZ y
FRAGA (1999) coinciden al afirmar que la capacidad PGPR de Rhizobium
ha sido estudiada por varias décadas, sin embargo, para YANNI Y. et al.
(2001), ESSALMANI y LAHLOU (2003), DEY R. et al. (2004),
MHADHBI H. et al. (2004) y PERRINE F. et al. (2004), en los ultimos
anos este estudio ha sido intensificado porque la agricultura sustentable

demanda mejorar la eficiencia de |a fijacion de nitrégeno através del uso de
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bacterias competitivas capaces de extender la ventaja de la simbiosis a otros

cultivos no leguminosas.

ANTOUN et al. (1998) consideran que los rizobios, rizobacterias conocidas
comunmente como organismos que fijan nitrogeno atmosférico en
simbiosis con leguminosas, pueden colonizar e influir en e crecimiento de

otras familias de plantas.

La ciencia ha demostrado el efecto positivo de las bacterias rizosféricas,
entre ellas los rizobios, en las gramineas (SAHIN et al. 2004, ANTOUN y
PREVOST 2005 y ANYA et al. 2009).

Se ha comprobado en trabajos previos (PREVOST D. et al. 2000) que la
inoculacion de plantas de maiz con rizobios, en condiciones controladas,

tiene efectos positivos en los indicadores fisiol 6gicos del vegetal.

CHABOT et al. (1996) plantearon que estas bacterias pueden colonizar
también las raices de plantas no leguminosas e influir, significativamente,
en su crecimiento mediante la produccion de sustancias promotoras del

crecimiento vegetal.
ROSENBLUETH M. y MARTINEZ R. (2004) refirieron que Rhizobium

etli es un enddfito natural del maiz, y que R. tropici, a ser inoculado, se

puede convertir en un endéfito competitivo en ese cultivo.
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2.11 PRUEBAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS PARA LA
PURIFICACION DE CEPAS DE Rhizobium.

GRAHAM (1964) manifiesta que el conocimiento microbioldgico y bioquimico
de las especies del género Rhizobium permite reconocerlas y agruparlas en base a

su actividad y comportamiento en los diferentes medios de cultivo.

Segin FERRERA R. et al. (1993) las pruebas especificas para aislamiento de

Rhi zobium son:

» Morfologia macroscopica: Se toma una muestra del macerado del nédulo y
se siembra por estria en el medio ELMARC. Las colonias presentan por lo
regular morfologia convexa, pulminada o conica; varian en color, desde
blanco opaco, hasta trandGicido acuoso. Las colonias opacas tienen desarrollo
firme y con ago de goma, mientras que las colonias menos densas son a
menudo gomosas y blandas, en ocasiones, las colonias de mas edad pueden
desarrollar centros oscuros. Los contaminantes comunmente son de color rojo

OSCuro.

» Morfologia microscépica: Colocar una gota de agua destilada en el centro del
porta objetos y en ella hacer una ligera suspension de la cepa a observar, dejar
secar la gota a temperatura ambiente y proceder a fijarla con una ligera llama
del mechero, una vez fijado €l frotis se tifie con los colorantes de Gram. En
este frotis se observara morfologia, inclusiones de polihidroxibutirato y la

reaccion positiva o negativa que da la bacteriaalatincién.

» Velocidad de crecimiento: Sembrar por el método de estrias en medio
ELMARC las cepas de Rhizobium aisladas anteriormente; incubar y observar
los cultivos cada 48 horas durante 10 dias, anotar el tiempo en que se presente
un crecimiento franco. Se consideran de crecimiento répido aguellos rizobios

gue crecen en tres o cuatro dias 'y de crecimiento lento de siete 0 méas dias.
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» Produccion de acido o @cali: Sembrar las cepas de Rhizobium en forma de
“S”, en e medio extracto de levadura manitol agar azul de bromotimol
(ELMABT) incubar de tres a siete dias y observar el cambio de color de este
medio: si no hay cambio, el medio es neutro, azul indica alcalinidad y amarillo
indica acidez; los resultados de esta prueba permiten agrupar a los rizobios

como &cido productores o dlcali productores.

» Respuesta de la enzima catalasa sobre el peroxido de hidrégeno: El agua
oxigenada es utilizada en la deteccion de una enzima bacteriana presente en la
mayoria de las bacterias llamada catalasa, la misma que desdobla al peréxido

de hidrégeno (H20,) en hidrogeno y oxigeno libre.

Es detectado por la formacién de burbujas de aire en contacto con las
colonias. Se deposita una colonia sobre una placa de vidrio limpiay seca que
contiene una gota de agua oxigenada al 10 %, s se observa burbujeo la

reaccion ala catalasa es positiva.

» Crecimiento en glucosa peptona agar purpura de bromocresol (PGA):
Estriar las cepas en este medio, incubarlas a 28 °C durante 24 horas y anotar
cambios. Los rizobios no se desarrollan bien en este medio, por tanto un
crecimiento notorio acompafiado de un cambio de pH, indica la presencia de
un contaminante. Los contaminantes no crecen bien avecesen el LMA lo cual
puede entenderse equivocadamente gue el cultivo esta puro cuando se usa solo
LMA.

» Crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl):
Hacer tres repeticiones e inocular una asada de las cepas en botellas de
dilucién que contengan caldo extracto de levadura manitol, con diferentes
niveles de NaCl. (2, 3y 5 %). Incubar agitando a 28 °C por un periodo de seis

diasy al finalizar observar s hubo crecimiento.
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» Prueba de Ketolactosa: (LLA= Levadura-Lactosa-Agar): Esta prueba
permite diferenciar las bacterias del género Agrobacterium de las
pertenecientes al género Rhizobium. Esta diferenciacion se efectlia debido que
el Agrobacterium es un género de bacterias que también pertenece alafamilia
Rhizobiaceae, y tiene caracteristicas similares a las de los rizobios de
crecimiento rgpido. En algunas leguminosas puede formar noédulos, pero que
no tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. SOMASEGARAN P. et
al. (1994).

» Prueba ANTIMIC: El uso de pesticidas (fungicidas, insecticidas, acaricidas,
herbicidas, etc.), es una préctica comun y fundamental en e control de

factores biol 6gicos que reducen € rendimiento de |os cultivos.

El uso de pesticidas tiene un marcado efecto sobre las poblaciones de
microorganismos no patégenos gque se encuentran asociados a la rizésfera de
las plantas y a suelo, en donde se incluyen tanto las cepas nativas de

Rhizobium, como las cepas introducidas.

Se ha observado que no todos los pesticidas repercuten negativamente sobre
Rhizobium, se sabe que algunos de ellos tienen un efecto estimulante en la
formacion de nodulos de algunas leguminosas. COMITE NACIONAL DE
FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (1984, citado por FERRERA at
al. (1993)

2.12 MEDIOSDE CULTIVO
Seglin DANIVAL.ORG (2000, en linea), uno de los sistemas méas importantes

para la identificacion de microorganismos es observar su crecimiento en

sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio.
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El material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el Medio de
Cultivo y el crecimiento de los microorganismos es e Cultivo. Existen mas de

10000 medios de cultivo diferentes.

Ademas afiade que las bacterias deben reunir una serie de condiciones adecuadas,
(temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno, un grado correcto de
acidez o acalinidad, para crecer en un medio de cultivo. Este medio debe
contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y estar exento de todo

microorganismo contaminante.

Investigaciones realizadas por GAMAZO C. et al. (2005), indican que medio de
cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
gue crean las condiciones necesarias para €l desarrollo de microorganismos. La
diversidad metabdlica de los medios de cultivo es enorme, por ello la variedad es
también amplia. No existe un medio de cultivo universal adecuado para todos

ellos.

2.12.1 REQUERIMIENTOS PARA EL CRECIMIENTO MICROBIANO

De acuerdo a GERARD J. et al. (2007), los requerimientos pueden dividirse en
dos categorias. fisicos y quimicos. Los aspectos fisicos comprenden la
temperatura, €l pH y la presion osmética. Los quimicos incluyen la fuente de
carbono, nitrégeno, azufre, fosforo, oligoelementos, oxigeno y factores de

crecimiento organicos.

a) Factoresfisicos

Para DANIVAL.ORG. (2002, en linea) la mayoria de |os microorganismos crecen
bien a temperaturas preferidas por los seres humanos, sin embargo, ciertas

bacterias se desarrollan en medios extremos, impidiendo el desarrollo de cas

todos los organismos eucariontes.
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La concentracion de iones de hidrégeno también tiene un papel importante en el
desarrollo de los microorganismos. La mayoria de ellos prefieren los medios con

pH neutro, aunque hay otros que crecen bien en medios més 0 menos &cidos.

GERARD J. et al. (2007) sefialan que casi todos los nutrientes que obtienen los
microorganismos se encuentran disueltos en el agua circundante, por ende los
mi croorgani Smos requieren agua para crecer y estan constituidos por un 80 a 90 %

de agua. La presién osmotica elevada elimina el agua de lacélula.

Cuando un microorganismo se encuentra en una solucion que tiene una
concentracion mayor de soluto que la de la célula, el agua celular atraviesa la
membrana plasmética y se difunde hacia la zona de mayor concentracion de
soluto. Esta pérdida de agua causa plasmdlisis inhibiendo €l crecimiento de la

célula

b) Factores quimicos

Para HERNANDEZ A. et al. (2003) el carbono constituye la estructura bésica de
la materia viva, es necesario para todos |os compuestos organicos que forman una
célula viva. La mitad del peso seco de una célula tipica esta conformada por
carbono. Los quimioheterétrofos obtienen la mayor parte de su carbono (fuente de
Su energia), de materiales organicos como proteinas, hidratos de carbono y lipidos.
Los quimiocautétrofos y fotoautotrofos obtienen su carbono del didxido de

carbono.

GARCIA V. (2005) indica que los microorganismos necesitan otros elementos
para la sintesis del material celular. Esos elementos son el nitrégeno, azufre y
fosforo. La sintesis de proteinas requiere grandes cantidades de nitrogeno asi
como algo de azufre, lo mismo que la sintesis de ATP, la mol écula més importante

para el almacenamiento y latrasferencia de energia quimica dentro de la célula.
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El nitrogeno constituye cerca del 14 % de la célula bacteriana y € azufre y e

fosforo juntos constituyen alrededor de otro 4 %.

Segin HERNANDEZ A. et al. (2003), los microorganismos requieren muy pocas
cantidades de otros elementos minerales, como el hierro, cobre, molibdeno y zinc
(oligoelementos). Casi todos son esenciales para las funciones de ciertas enzimas,
por lo general como cofactores, aungue en ocasiones estos elementos se agregan
a medio de cultivo, se entiende que éstos estan presentes naturalmente en el agua
corriente y otros componentes del medio. Incluso e agua destilada contiene

cantidades suficientes de estos elementos.

QUINTERO R. (1993) menciona que existen microorganismos que crecen en
presencia de oxigeno, denominados aerobios estrictos, pero hay otros que no lo

hacen, éstos son |lamados aerobios facultativos.

Para GERARD J. et al. (2007) los factores de crecimiento organicos son aquellos
compuestos esenciales que 1os microorganismos no pueden sintetizar y pueden
obtenerse directamente del ambiente. Las vitaminas forman parte de este grupo, la
mayoria de ellas actan como coenzimas, también se encuentran |os aminoécidos,

las purinasy pirimidinas.

2.12.2 COMPONENTESDE UN MEDIO DE CULTIVO

FAGRO.EDU.UY. (2000, en linea) indica que la mayoria de las bacterias
patégenas requieren nutrientes compleos similares en composicion a los liquidos
organicos del cuerpo humano. Por eso, la base de muchos medios de cultivo es

unainfusion de extractos de carne y peptona ala que se afiaden otros ingredientes.
Como agente gelificante generalmente se emplea Agar, se liclia completamente a

la temperatura del agua hirviendo y se solidifica al enfriarse a 40 grados. Con

minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacteriasy no es
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atacado por aquellas que crecen en él. Debe considerarse la pureza del Agar, ya

gue frecuentemente se haya impurezas de naturaleza variable.

ROCA M.y MIROGINSKI A. (1991) afirman que lagelatina es otro solidificante
muy poco empleado porque varias bacterias provocan su licuacion. En los
diferentes medios de cultivo se encuentran numerosos materiales de

enriguecimiento como hidratos de carbono, suero, sangre completa, bilis, etc.

Los hidratos de carbono se adicionan por dos motivos fundamentales. para
incrementar el valor nutritivo del medio y para detectar reacciones de
fermentacion de los microorganismos que ayuden a identificarlos. El suero y la
sangre completa se afiaden para promover €l crecimiento de los microorganiSmos

Menos resistentes.

También se afiaden colorantes que actlian como indicadores para detectar, por
giemplo, la formacion de &cido o como inhibidores del crecimiento de unas
bacterias y no de otras (el Rojo Fenol se usa como indicador ya que es rojo en pH
basico y amarillo en pH &cido. La Violeta de Genciana se usa como inhibidor ya

gue impide el crecimiento de lamayoria de las bacterias Gram-positivas).

2.12.3 CLASIFICACION DE LOSMEDIOSDE CULTIVO

PERSO.WANADOO.ES (sf., en linea) clasificaalos medios de cultivo segun:

a) Lascualidadesfisicas

» Liquidos. Son los que se presentan en este estado, denominandose por esta
razon caldos.

» Semi-sdlidos: Se preparan a partir de los medios liquidos, agregando a éstos

un agente solidificante en una proporcién menor que para preparar medios

solidos. Uno de sus usos es lainvestigacion de lamovilidad de las bacterias
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» SOlidos. Se preparan a partir de los medios liquidos, agregandoles un agente
gelificante. Los mas utilizados son la gelatinay €l agar.

b) La formulacion

» Medios quimicamente definidos, cuando se conoce exactamente la cantidad
de cada uno de los compuestos que contiene.
» Medios complegjos segin HERNANDEZ A. et al. (2003) se realizan a partir

de extractos naturales (extracto de levadura, sangre, €etc.).

¢) De acuerdo al uso, GARCIA V. (2005) los clasificaen:

» Medio General: Es aquel medio donde crecen todo tipo de microorganismos,
excepto aquellos que necesitan de unas condiciones especiales.

» Selectivos: permiten seleccionar el crecimiento de una especie 0 grupo
determinado (hongos, bacterias entéricas, protozoos).

» Diferenciales: Permiten identificar una especie 0 grupo por su crecimiento ya
sea por su metabolismo, respiracion, etc.

» De enriguecimiento: Son medios disefiados para permitir el crecimiento del
maximo numero de especies posible. Pueden usarse, por gemplo, para
estudiar todos |os microorganismos presentes en una muestra.

» Minimo: Contienen la minima cantidad de nutrientes posible que permite el
crecimiento de una especie.

» De transporte: Esta preparado para servir de almacenamiento temporal a

especimenes transportados manteniendo su viabilidad y su concentracion.

2.13INOCULANTES

Segin LABZA.COM.AR. (sf., en linea), un inoculante es un concentrado de
bacterias especificas, que aplicado convenientemente a la semilla poco antes de su

sembrado, mejora el desarrollo del cultivo.
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Su empleo es una practica agrondémica reconocida en el mundo por sus beneficios
productivos y econdmicos (principalmente en gramineas y leguminosas), a tal
punto que desde hace algunas décadas se lleva a cabo en paises de los cinco
continentes (México, Holanda, Brasil, Japdn, Bulgaria, Colombia, Australia,
Canadg, Estados Unidos, Republica Checa, Argentina, etc.)

2.13.1 CARACTERISTICAS DE UN BUEN INOCULANTE

Para VINCENT M. (1970) un buen inoculante debe contener un nimero alto de
bacterias viables. Los estandares minimos de calidad de inoculantes varian seguin
el pais. Esimportante que el inoculante no sea expuesto a temperaturas mayores a

30 - 35 °C durante €l transporte y almacenamiento.

Para que un inoculante se considere de alta calidad, debe estar, en lamedida de lo
posible, libre de contaminantes, para evitar relaciones competitivas de

supervivencia por sitio y sustrato en el recipiente que lo contiene.

BASHAN Y. (1998) indica que los inoculantes se deben poder esterilizar
facilmente y en lo posible deben ser uniformes en cuanto a sus caracteristicas
guimicas y fisicas. También deben tener una calidad constante, una capacidad de
retencion de agua (para los soportes humedos) y ser adecuados para €l mayor

numero de especies y cepas bacterianas como sea posible.

De acuerdo a STEPHENS J. y RASK H. (2000), uno de los grandes retos para la
produccion de biofertilizantes (inoculantes) ha sido € encontrar un soporte que

cumplalas siguientes caracteristicas.

» Que se encuentre facilmente disponible, teniendo una composicion uniforme 'y
con un precio asequible.
> Que no seatéxico paralabacteria.

» Que tenga una alta capacidad de retencion de agua.
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» Que seafacilmente esterilizado.
» Que se pueda corregir facilmente su pH avaloresde 6,5a7,3.
» Que favorezca el crecimiento inicial de la bacteria utilizada, y que mantenga

un alto nimero de células hasta su uso.

SMITH S. (1992) manifiesta que la turba es el soporte sdlido mas ampliamente

utilizado en la preparacién de inoculantes, y que estd dando mejores resultados.

2.13.2TIPOSDE INOCULANTES

Existen varios tipos de inoculantes, OBATON M. (1995) los clasifica de la

siguiente forma:

» En polvo: Es el tipo mas comun en el mercado. El cultivo de Rhizobium se
mezcla con un soporte finamente molido (pH, cercano a 6,5), que protege al
Rhizobium durante el periodo de almacenamiento y provee mejor adhesion a

lasemilla

» Granulado: El producto consiste en microgranulos producidos a partir de
inoculante en polvo y granulos de arcilla. Este tipo de inoculantes se aplica en
el surco de siembra, permitiendo separar |os rizobios de las semillas que han
sido tratadas con pesticidas o fungicidas. SCRIBD.COM.ES, (sf., en linea).

» Liquidos. En base oleosa (suelen tener fungicidas en la formulacion) o
acuosa. Esta ultima es la tecnologia mas avanzada. Se mezclan con la semilla
0 se aplican en el surco junto con ellay se logra una adherencia mucho mayor
que otras formulaciones sdlidas. VINCENT M. (1970).

» En mediosdeAgar: Estaformulacion esta en total desuso por el bajo nivel de

sobrevivencia de Rhizobium sobre la semilla.
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2.13.3 PRODUCCION DE INOCULANTESY CONTROL DE CALIDAD

RODRIGUEZ C. (1984) y FERRERA R. (1993) recomiendan los siguientes pasos

para la produccién de inocul antes de calidad.

1. Produccién del In6culo: Para la produccion del inéeculo se usa una cepa de
Rhizobium gue ha pasado la seleccién de invernadero y campo, con base en
infectividad, efectividad en la fijacion de nitrégeno y competencia al ser
inoculada. Con un cultivo joven de Rhizobium de crecimiento rapido y
mediante tres asadas se inoculan dos botellas de dilucion con 25 ml de CELM

cada una, que se utilizaran parainocular el fermentador.

2. Preparacion del fermentador: Se prepara un fermentador de un litro que
contenga medio litro del CELM esterilizado, se inocula con 15 ml de inéculo
antes preparado. Yalisto el fermentador suministrar aire filtrado. El proceso de

fermentacion dura de dos a cinco dias.

3. Se cuantifica Rhizobium a medir la turbiedad por la escala Mc. Farland o
dilucién en placa; ademas se mide el pH. Cuando se obtenga una poblacion
aproximada de 10° bacterias por mililitro, el inéculo estara listo para ser

aplicado.

4. Neutralizacion de la turba. Se pesan 10 g de turba y se colocan en un vaso
de precipitado que contiene 20 ml de agua destilada neutra, se agita por cinco
minutos con un agitador magnético y se mide el pH: si éste es acido se agrega
poco a poco carbonato de calcio hasta obtener un pH de 6,5 a 6,8 sin emplear
mas de 1 g de carbonato por 10 g de turba. Cuando se tiene la cantidad exacta
de carbonato de calcio (se recomienda usar el gramo comercial), se colocan
200 g de turba en frascos de cristal de un litro, el equivalente de carbonato de
calcio para neutralizar, y con una espétula la mezcla se hace homogénea hasta

gue desaparezcan |os grumos.
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Se agrega ademas una pinza de carbén activado con la finalidad de detectar
algin téxico que pueda estar en la turba, se agrega 60 ml de agua destilada

neutray se homogeniza.

5. Esterilizacion de la turba: Los frascos ya preparados con la turba se
esterilizan en autoclave a 18 |b por tres horas. Después se ponen en un horno a
secar a una temperatura de 72 °C por 24 horas con la finalidad de que pierdan

el exceso de humedad y asi se absorba la mayor cantidad de indculo.

6. Impregnacion de la turba: Se colocan 30 g de turba en bolsas de plastico
desinfectadas y se les agrega aproximadamente 20 ml de inéculo hasta
homogeneizar perfectamente, sin que se presente saturacion de humedad. Una
vez impregnada la turba se sellala bolsay se incuba a 28 °C por 10 a 15 dias

aproximadamente.

2.14 FORMAS PARA EVALUAR UNA POBLACION BACTERIANA

Los recuentos bacterianos se pueden efectuar por diferentes métodos, ya sea
conteo solo de células vivas o también vivas y muertas. La cantidad y tipo de
microorganismos en una muestra dependen de la composicién quimica de la

mismay de |os tratamientos a que haya sido sometida.

El método del conteo elegido depende del objetivo del conteo. En esta forma se
puede determinar la presencia o ausencia de microorganismos, asi como €
nimero presente en el material de estudio. Un conteo total establece el grado de
contaminacion microbiana. Conociendo el nimero se puede estandarizar la
concentracion de indculos y seguir la dinamica poblacional de un cultivo puro y

muchos otros estudios.

Segun BENINTENDE S. y SANCHEZ C. (sf., en linea), los métodos de conteo

son:
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a) Conteo microscopico directo: Es una técnica comun y rapida que utiliza un
equipamiento féacilmente disponible en un laboratorio de microbiologia, ya que
consiste en contar con un microscopio la cantidad de células presentes en un
volumen determinado. Para estos conteos se utilizan generalmente camaras de
recuentos (cAmara de Petroff Hauser, cAmara de Neubaver). Una de las mayores
ventgjas del recuento microscopico es brindar informacion adicional sobre el

tamafio y la morfologia de | os objetos contados.

El conteo se realiza con una camara divida en 25 cuadrados, se conoce €l area de
los 25 cuadrados y € volumen que ésta admite. Contando el nimero de bacterias
gue hay en uno o algunos de los cuadrados se puede conocer cuanto hay en un
volumen conocido. Suponiendo 50 bacterias en 25 cuadrados y sabiendo que los

25 cuadrados corresponden a 0,02 mm?, setiene:

50 bacterias > 0.02 mm®
X - 1000 mm®
X = 2'500 000 bacterias/ml.

b) Conteo de células viables. El método se basa en la consideracion de que el
crecimiento implica el aumento de los microorganismos capaces de formar
colonias. Este método puede hacerse con medios solidos o liquidos. Por lo tanto
se determinan por este método solo las células microbianas viables en las

condiciones de trabajo (nutrientes, atmosfera, temperatura).

Se siembra una cantidad conocida de la suspension bacteriana cuyo nimero se
desea conocer. Cada bacteria se multiplicard formando una colonia visible a
simple vista que puede ser contada. Como las colonias pueden originarse tanto de
una célula como de un grupo de células, se utiliza el término unidades formadoras
de colonias (UFC), y esto puede constituir una desventagja ya que si dos bacterias
no se separan dardn una sola colonia, subestimando de esta forma el nimero de

microorganismos en la suspension.
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Ademas, alos efectos de que todas las células que queden en una placa tengan una
adecuada disponibilidad de nutrientes, y que los errores del método sean menores,
se establece que las condiciones Optimas de conteo se dan cuando desarrollan

entre 30 y 300 colonias.

Por otra parte GERADR J. et al. (2007) proponen las siguientes técnicas de

determinacién para conteo bacteriano:

a) Numero mas probable (NM P): Esta estimacion estadistica se basa en el hecho
de gue cuanto mayor sea € nuimero de bacteria en una muestra mayor serd la
dilucién necesaria para reducir la densidad hasta € punto en el cual no se

desarrolle ninguna bacteria en los tubos de una serie de diluciones.

El NMP es solo un informe de que existe un 95 % de probabilidades de que la
poblacién bacteriana disminuya dentro de ciertos limites y de que el NMP es

nUmero estadisticamente mas probable.

b) Medicion de la densidad bacteriana: Es una técnica en la que se mide la
masa de microorganismos en una suspension. Para ello se utiliza un
espectrofotémetro y se mide la cantidad de luz que atraviesa en una suspension de
microorganismos, en comparacion con un blanco que es el medio esterilizado y
sin sembrar. Cuanto mayor es el nimero de células en suspension, tanto menor es
el porcentgje de luz que atraviesa el medio. Para relacionar la transmitancia con la

densidad bacteriana se requiere hacer curvas patron de densidad conocida.

OLIVASE. y ALARCON L. (2004) mencionan otros métodos de recuento:

» Determinacion de ATP: Es una técnica que permite determinar
indirectamente la masa en una poblacién bacteriana. Se considera que la

proporcion de ATP encontrada en una muestra es proporcional con la

presencia de células vivas.
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Recuento electronico: se hace pasar un volumen de la muestra con
microorganismos a través de un orificio de 5 a 10 mm de didmetro, mediante
una micropipeta de mercurio. La resistencia eléctrica a través del orificio esta
normalizada y se altera cada vez que un microorganismo pasa a través de él.

Lamodificacion de laresistencia se amplificay se registra electronicamente.

215 FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD DE LA
INOCULACION

Segin LABZA.COM.AR. (sf., en linea), la eficiencia de la nodulacién depende

del cultivo, la cepa que coloniza, lugar de laraiz donde lo hace y las condiciones

de desarrollo de la planta. En todos los casos, el tipo de laboreo influye en el

equilibrio de la microflora. Pero para que el nédulo se forme, hay que tener en

cuenta ademas una serie de factores (temperatura, radiacion solar, acidez del

suelo, cantidad de oxigeno, disponibilidad de agua, estado sanitario de la semillay

actividad de productos quimicos), que pueden resumirse en |os siguientes:

Y

YV V VYV V

Stress de la planta: nutrientes deficientes, enfermedades o herbicidas.

Acidez del suelo: los Rizobios, por giemplo, pueden morir rapidamente en un
suelo con un pH menor a 5,5 y son incapaces de sobrevivir cuando es menor a
4,2,

Sequias prolongadas.

Elevadas temperaturasy heladas. pueden reducir la poblacion nativa.
Inundaciones. pueden reducir la cantidad de bacterias inoculadas.

Pesticidas y tratamiento de semillas: éstos pueden ser toxicos para las
bacterias inocul antes.

Niveles de nitrégeno en el suelo: si hay en el suelo un alto nivel de nitrégeno,
la planta puede utilizarlo antes de realizar la fijacién; en presencia de atos

niveles de este el emento, se puede reducir laformacién de nddulos.
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En sintesis varios estudios afirman que las bacterias de este género no solo viven
en simbiosis con leguminosas, sino que también subsisten en el suelo como

heterétrofos o saproéfitos al desarrollarse en ausencia de la planta hospedera.

Las rizobacterias también colonizan las raices de plantas no leguminosas como
arroz, maiz, cebada, remolacha, colza, lechuga y cafia de azlcar, estimulando la
produccion de sustancias promotoras del crecimiento y favoreciendo el desarrollo

del cultivo.

Dado que €l cultivo de maiz tiene preponderante importancia para la alimentacion
humana y animal, investigaciones buscan mejorar el rendimiento y calidad del

producto, por medio de la biofertilizacion con Rhizobium.

Se ha demostrado que los rizobios aplicados a no leguminosas no solo
incrementan la capacidad de fijar nitrogeno, sino que ademas estimulan el
crecimiento de la planta mediante la produccion de hormonas reguladoras del
crecimiento tales como citoquininas, giberelinas, &cido indol acético, otorgandole

salud y vigor alas plantas.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1LOCALIZACIONY DESCRIPCION DEL LUGAR DE ENSAYO

El experimento se realizd en los laboratorios de la Universidad Estatal Peninsula
de Santa Elena, las muestras (raices noduladas) fueron extraidas de tres sectores:

Rio Verde, Manglaralto y el campo de précticas La Libertad.

» Rio Verde, ubicado en la via Guayaquil - Salinas km 118, en el cantén Santa
Elena, provincia de Santa Elena, altura de 25 msnm., latitud Sur 2° 10" 45" y
latitud Oeste 80° 40" 18”, presenta una precipitacion de 83 mm, temperatura
media anual de 24 °C, una humedad relativa de 80 % y evapotranspiracion
2 - 4 mm/dia. Suelo de textura franco-arcillo arenoso, pH de 7,7 y 0,8 % de
materia organica. Nitrégeno 17 ppm, fésforo 11 ppm, potasio 0,75 meg/100

ml.

» Manglaralto, ubicado en la parroquia Manglaralto, canton Santa Elena,
Provincia de Santa Elena, con temperatura promedio entre 20 y 30 °C,,
precipitacion media anual entre 100 - 200 mm, altura 23 msnm. Suelo de
textura franco arcilloso; con 2,4 % de materia organicay un pH 7,2. Nitrégeno

33 ppm, fésforo 39 ppm, potasio 4,70 meq/100 ml

» Campo de practicas La Libertad “UPSE”, ubicada en el Km 1 %2 via La
Libertad - Santa Elena a 34,475 msnm. Su clima es seco, su temperatura
promedio anual es de 25 °C. Suelo de textura Franco - Arenosa, con 55 % de

arena, 35 % delimoy 10 % arcilla, pH es 7,8.
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3.2 MATERIAL VEGETAL

Raices noduladas de: Phaseolus vulgaris L, Cajanus cajan, Vigna sp. y Leucaena

leucocephala, para aislar las bacterias.

Para la prueba de germinacion se utilizo semillas de maiz, variedad Agri — 104.

3.3 MATERIALES HERRAMIENTASY EQUIPOS

3.3.1MATERIALESDE LABORATORIO

Insumosy reactivos.

= Extracto de levadura manitol Agar rojo congo (ELMARC).
= Extracto de levaduralactosaAgar (LLA).

= Extracto de levadura manitol Agar (ELMARC)

= Reactivos paratincion de Gram

= Glucosa, lactosay sacarosa peptonaAgar (PGA).

= ELMARC méasNaCl.

= Discosde sensibilidad

= Pesticidas (AMINAROC, SEMEVIN, DEMOLEDOR)

= Perdxido de hidrégeno (H20,)

= Caldo extracto de levadura manitol (CELM)

= Soluciones para gustar pH.

Materialesy equipos

> Fiolas » Calibrador
» Mascarilla » Vasos de precipitacion
» Céamarafotografica > Refrigerador
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Espétulas

Pipetas

Turba esterilizada
Mangueras/neplos
Probetas

Bisturi

Mecheros
Fermentador
Microscopio
Cinta

Autoclave

Filtros micrométricos
Tubos de ensayo
Pinzas

Balones de vidrio

Mandil

V V V ¥V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V V¥V V V V V V V

Papel aluminio

3.4 EXPERIMENTO

3.4.1RECOLECCION DE LA MUESTRA

vV V V ¥V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V¥V V¥V V¥V V V V V V

Turba

Estufa

Bomba de pecera
Agitadores

Regla

Pipetas automaticas
Medidor de pH
Incubadora

Bandejas de aluminio
Cajas Petri

Placas porta objeto
Vidrio reloj
Estereomicroscopio
Erlenmeyer con tapa rosca
Chupones para picetas
Soporte universal
Picetas

» Se tomaron muestras aleatorias de leguminosas de interés en cada zona

seleccionada

» Se extrgo las raices noduladas excavando a una profundidad de 20

centimetros, y alrededor de la planta 15 cm aproximadamente.

36



» Selas colocd en fundas pléasticas rotuladas y procesadas inmediatamente en el
laboratorio de Biologia de la “UPSE”.

3.42AISLAMIENTO DE CEPASDE RIZOBIOS.

3.4.2.1 Lavadoy seleccion de nddulos:

» Selavaron las raices con agua corriente evitando perder nddul os.

» Los nédulos fueron separados de las raices y cortados transversalmente para
verificar la actividad de la nitrogenasa considerando |os siguientes pardmetros:
tamarfio y color externo e interno de los nédulos.

» Se eligieron nddulos con coloracion interna rojay rosada. MADIGAN M. et
al. (2000) y MATOS G. et al. (2001) coinciden a mencionar que la gran
abundancia de nddulos con dicha coloracién se explica por la presencia de la
leghemoglobina (proteina especifica del nodulo o nodulina), encargada de
aportar O, a los bacteroides y controlar los niveles de este elemento para
proteger ala nitrogenasay evitar la inactivacion de dicha enzima. Ademés la

leghemogl obina indica que existe fijacion eficiente de nitrogeno.

» Los nodulos necrosados y vacios se descartaron.

3.4.2.2 Desinfeccion del nédulo:

» Los nédulos fueron sumergidos en acohol a 95 % por 10 segundos,
enjuagados con agua destilada y colocados en solucion de cloro al 50 % por 5
minutos. Se enjuagaron nuevamente seis veces con € fin de eliminar residuos
de cloro y alcohol, evitando la contaminacién de otros microorganismos.

Finalmente se maceraron y se sometieron a tincion de Gram en fresco.
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Seleccionados los nédulos de cada cultivo se establecieron los codigos para

identificarlos.

Cuadro 1. Caracterizacion de cultivos seleccionados

Nombre Cientifico Nombre comun Origen Simbologia
Cajanus Cajan Frejol de palo RioVerde FPRV
Phaseolus vulgaris L Frejol vainita RioVerde VAI RV
Vigna sp. Tumbe RioVerde TUM RV
Cajanus Cajan Frejol de palo Manglaralto FPMG 1
Cajanus Cajan Frejol de palo Manglaralto FPMG 2
Cajanus Cajan Frejol de palo Manglarato FPMG 3
Cajanus Cajan Frejol de palo Manglaralto FPMG 4
Leucaena leucocephala.  Leucaena RioVerde LEURV
Leucaena leucocephala  Leucaena “UPSE” LEUPSE 1
Leucaena leucocephala  Leucaena “UPSE” LEUPSE 3

3.4.2.3 Preparacién del medio para aislamiento

Se prepard e medio de cultivo Extracto de levadura-Manitol-Agar-Rojo Congo
(ELMARC), segin FERRERA R. et al. (1993), y esterilizado en autoclave por 15

minutos a120 °C y 15 libras de presion.

3.4.2.4 Técnica detincion de Gram en fresco (macer ado)

» Con asa de platino se tomé una muestra de cultivo puro de rizobios macerados

extendiéndola sobre lamina portaobjetos y fijdndola sobre la Ilama del

mechero.

» Se cubri6 con cristal violeta durante dos minutosy se lavo con agua destilada.

» Seadiciond Lugol por tres minutosy se lavo nuevamente.
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» Paradecolorar se utilizé alcohol a 95 % durante 4 a5 segundos.

» Finamente se tifié con safranina por cinco minutosy se lavo por tercera vez.

» Se observo a microscopio con objetivo (100 X) de inmersidn en aceite. Esta
prueba se realizd para determinar la presencia de bacterias Gram negativas y

de forma bacilar.

3.4.2.5 Siembra

» Se utilizd cajas Petri y tubos de ensayo esterilizados y rotulados (iniciales de
la planta, lugar de muestreo y fecha de siembra).

» Se sembro por estrias en el medio solido (ELMARC).

» Se sall6 cada muestra con cinta parafilm e incubé por 72 horas a una
temperaturade 27 °C. Se evaluo diariamente €l desarrollo de las colonias.

» Una vez obtenidas las unidades formadoras de colonias (UFC), se realizaron

las pruebas paraidentificacion y caracterizacion de cepas de rizobios.

3.4.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICAY BIOQUIMICA

La caracterizacion morfolégica y bioquimica de cepas de rizobios siguio las
metodol ogias recomendadas por FERRERA R. et al. (1993), SOMASEGARAN et
al. Py HOBEN H. (1994) y CONTRERAS C et al. (2007).

3.4.3.1 Pruebas morfoldgicas

» Velocidad de crecimiento y caracterizacion morfolégica de las colonias.

Las cepas se sembraron en medio ELMARC y se incubaron durante 9 dias, se
observaron diariamente calificando de rapido crecimiento (Rhizobium sp.)
aquellas colonias formadas entre el primer y tercer dia de incubacion, y de lento
crecimiento (Bradyrhizobium) aquellas que aparecieron en el medio de cultivo
durante el quinto y noveno dia. JORDAN C. (1984) y ALARCON E. et al. (1997).
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» Prueba diferencial de Gram (tincion)

Se utilizé la misma metodologia de la tincién en fresco, pero se tomé una colonia
bacterianay no del macerado de los nédulos. Esta prueba se hizo para confirmar

la presencia de bacterias Gram negativas de forma bacilar.

> Pruebade Catalasa

Se realizé Unicamente para comprobar si |os microorganismos en estudio son
bacterias. Se agreg6 una gota de H,O, a una colonia de cada cepa. La prueba se
considera positiva si @ entrar en contacto la colonia con el reactivo produce gas

(burbujas).

Esta reaccidn se explica porque la membrana de las bacterias posee una enzima
(catalasa) que actiia como catalizador desdoblando el H,O, en H, y O, libre, que
se manifiesta por la presencia de burbujas. RODRIGUEZ E. et al. (2006).

3.4.3.2 Pruebas bioguimicas

> Produccion de acido o dcali

La prueba consistié en sembrar las cepas en medio Extracto de Levadura Manitol
Agar azul de Bromotimol (ELMABT) e incubarlas de tres a siete dias y
determinar si hay o no cambio de color del medio. Si no hay cambio es neutro,

azul indicaalcalinidad y amarillo indica acidez.

Segin MATOS G. et al. (2001) se puede separar a los rizobios en dos grupos:
acido productores o dcali productores. El género Rhizobium produce metabolitos
acidos; mientras que las cepas del género Bradyrhizobium producen metabolitos

acalinos.
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» Crecimiento en peptona, glucosa, agar, purpura de bromaocresol (PGA)

El procedimiento consistié en estriar las cepas en & medio, incubarlas a 28 °C
durante 24 horas y observar s hubo o no crecimiento. Los rizobios no se
desarrollan bien en medios con glucosa, por tanto un crecimiento notorio
acompafiado de un cambio de pH indica la presencia de un contaminante.
RODRIGUEZ M.y FERRERA C. (1984)

» Crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)

Las cepas fueron evaluadas respecto a su habilidad para crecer en e medio
ELMARC bgjo diferentes concentraciones de NaCl (2, 3y 5 %).

Fueron incubadas a 28 °C por seis dias para verificar presencia (p) o ausencia (a)
de crecimiento, comparado con el crecimiento de las cepas en el medio sin NaCl.
Varias investigaciones afirman que latolerancia o sensibilidad a diferentes niveles

de salinidad no determinan el género especifico de estas bacterias.

» Pruebadeketolactosa: (LLA = Levadura L actosa Agar)

Las cepas se incubaron en este medio hasta obtener un crecimiento suficiente de
bacterias, luego se agregd reactivo de Benedict (10 ml) y se observé el cambio de
coloracién del medio. Si luego de 10 minutos no hay cambio se descarta la
presencia de Agrobacterium, un contaminante frecuente capaz de inducir
nodulacién pero sin fijar nitrégeno. SOMASEGARAN P. et al., (1994).

» Prueba ANTIMIC con pesticidas.
Las cepas se sembraron en medio ELMA (Extracto Levadura Manitol Agar). Se

hizo un barrido sobre el medio solido con un hisopo esterilizado, se esterilizaron

discos de papel filtro y se embebieron en los pesticidas (Aminaroc 6, Semevin y
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Demoledor) y agua destilada (testigo) por un lapso de 10 - 20 min. Las cgas
sembradas se rotularon con lainicial de cada pesticida més €l testigo y la fecha de
siembra. Transcurrido el tiempo los discos se colocaron sobre el medio en la
respectivainicial y se incub6 por tres dias a 28 °C. Finalmente se midié el halo de
inhibicion segun la escala SPAN Diagnostics Ltd. para microorganismos Gram
negativos (Microbial Sentivity Discs).

Esta prueba mide el grado de tolerancia, sensibilidad o resistencia (mediante €l
halo de inhibicién), que presentan las bacterias a diferentes pesticidas, debido a
gue, se ha observado que no siempre repercuten negativamente sobre Rhizobium.
COMITE NACIONAL DE FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (1984).

» Pruebaderesistenciaa Co™

Las bacterias se incubaron por tres dias a 28 °C. Se adicion6 cobalto al 0,4 % 4
medio ELMARC,; la prueba se realizd para determinar la presencia o ausencia de

crecimiento de las colonias bacterianas.

Para evaluar los resultados se determinG una escala arbitraria basada en una
proporcion respecto a la presencia o ausencia de crecimiento en la placa (1/3 =
crecimiento bgjo; 2/3 = crecimiento medio y > 2/3 = crecimiento alto). Segin
MATOS G. et al. (2001), el cobalto tiene un papel esencia en la sintesis
microbiana de agunos compuestos requeridos para la formacion de la

leghemoglobina.

35 SELECCION DE CEPAS PARA PREPARACION DE
INOCULANTE

Luego de caracterizar morfoldgica y bioquimicamente las cepas, se hizo un
analisis comparativo descriptivo, que permitié elegir las cepas para la preparacion

del inoculante. (Cuadro 13 A, anexos).
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3.6 CONTEO BACTERIANO

Se empled el método del nimero mas probable (NMP) (Tabla 1A, anexos). Se
prepard una solucion madre tomando una asada de cada cultivo bacteriano, se
diluyé en 1 ml de agua destilada y se deposité en un tubo con 9 ml de agua
destilada'y 0,85 % de cloruro de sodio.

Se realizaron las diluciones seriadas a partir del tubo madre hasta llegar a la
dilucién10’. Una vez vertido y enfriado el medio, se rotul6 la placa dividiéndola
en cinco zonas, en cada una de estas zonas se marco con €l factor de dilucidn a ser
inoculado. Para la siembra se tom6 5 pl de la dilucion y se sembré en la zona

respectiva. Se sembré a partir de la dilucién 10°.

Finalmente con la tabla de WOOMER (1994) citado por GERADR J. et al.,
(2007) se obtuvo la cantidad aproximada de bacterias por cada mililitro. (Cuadro

12A, anexos).

3.7 PREPARACION DEL INOCULO

Se utilizaron cepas jOvenes, se tomo tres asadas de cada aislado, se colocaron en
fiolas independientes y se agreg6 25 ml de CELM a cada una. Se llevo a

fermentador, el mismo que se armé de la siguiente manera:

Seempleb unaFiolade 1L, con0,5L de CELM esterilizado.
Seincorpord 15 ml CELM con € indculo (tres asadas de cultivo).

Se suministré aire filtrado (el proceso de fermentacion durade 2 a5 dias).

YV V V V

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion de rizobios midiendo la turbiedad
por laescalade Mc. Farland o dilucion en placa, se gusta el pH a 6,5. Cuando
se obtuvo una poblacion de 10° bacterias por ml aproximadamente el

inoculante fue aplicado en los ensayos con plantulas de maiz.



3.8 DESINFECCION Y ESTERILIZACION DEL SUSTRATO Y
MATERIAL BIOLOGICO.

3.8.1 Esterilizacion dela turba.

Se colocd en bandgjas de aluminio una cantidad determinada de turba y se
sometié a calor seco dos horas durante tres dias consecutivos a 121 °C. Este
material se almacent en fundas pléasticas herméticas para evitar contaminacion. La
finalidad de este proceso es eliminar el exceso de humedad existente en laturbay

asi se absorba mayor cantidad de in6culo.

3.8.2 Desinfeccion de las semillas

» Las semillas se lavaron tres veces con agua destilada con el fin de eliminar
residuos de desinfectantes quimicos.

» Se desecharon las semillas no viables.

» Se sumergieron en alcohol potable al 90 % por 30 segundos para eliminar la
presencia de microorganismos indeseabl es.

» Las semillas se depositaron en una solucion azucarada a 20 % por 10 minutos
(laglucosa permite que las bacterias se adhieran ala superficie de la semilla).

» Finamente con € inoculante se prepar6 una solucion a 10 % y se

sumergieron las semillas por 10 minutos previos a la siembra.

3.9 DISENO EXPERIMENTAL

Se empled un Disefio Completamente Aleatorio con ocho tratamientos (incluido e
testigo), utilizando 25 semillas y cuatro réplicas para cada tratamiento. Los
resultados fueron sometidos al andlisis de la varianza utilizando el estadistico Fy
las medias de los tratamientos comparados segun la Prueba de Tukey al 1 %. Los

grados de libertad del experimento se detallan en el cuadro 3.



Cuadro 2. Sistema de tratamientos

Tratamientos Descripcién Concentracién
Cepal VAI RV 1X10° UFC/ml
Cepa 2 FPMG2 1X 10" UFC/ml
Cepa 3 FPMG4 1X10° UFC/m
Cepa 1,2 VAI RV + FPMG2 1X10° UFC/m
Cepa 1,3 VAI RV + FPMG4 1X10° UFC/m
Cepa 2,3 FPMG2 + FPMG4 1X10° UFC/m
Cepal,2,3 VAl RV +FPMG2+FPMG4  1X10° UFC/ml
Testigo Agua destilada Agua destilada

Cuadro 3. Grados de libertad.

Fuentesdevariacion Gradosdelibertad

Total 31
Tratamiento 7

Error experimental 24

3.10 SEMBRA, INOCULACION Y RIEGO.

Las semillas desinfectadas se colocaron en bandejas de germinacion, una semilla
por cavidad y se regaron con agua destilada. Al dia siguiente se adicioné alicuotas
del inéculo en cantidad de 1 ml por semillay a cuarto dia se inoculé nuevamente.
El riego se realizd con agua destilada de acuerdo a las necesidades del cultivo en

la etapa germinativa.

3.11 VARIABLESA EVALUAR

3.11.1 PRUEBAS DE CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL
RHIZOBIUM.

> Pruebadiferencial de Gram en fresco.

» Velocidad de crecimiento y caracterizacion morfoldgica de las colonias.
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>
>

Prueba diferencial de Gram (UFC).
Prueba de Catalasa.

3.11.2 PRUEBAS DE CARACTERIZACION BIOQUIMIICA DEL
RHIZOBIUM.

YV V V V V V

Produccion de acido o élcali.

Crecimiento en Peptona, Glucosa, Agar Purpura de Bromocresol (PGA)
Crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl).
Prueba de 3-Ketolactosa: (LLA = Levadura LactosaAgar).

Prueba ANTIMIC con pesticidas.

Prueba de resistencia a Co+2

3.11.3 PRUEBA DE GERMINACION Y ESTADO DE EMERGENCIA DEL
MAIZ.

Se seleccionaron 10 plantulas a azar de cada réplica en cada tratamiento

evaluandose las siguientes variables:

Por centaje de germinacion: Se registré el nUmero de semillas emergentes a
los ocho dias de la siembra.

Longitud de plantula: Se midio lalongitud en cm desde e cuello de la raiz
hasta el &pice de la hojamas larga.

Peso verde delaraiz: Medido en gramos.

Peso seco de la raiz: Medido en gramos después de ser secadas en estufa a
65 °C por 48 horas.

Porcentaje de pérdida de agua en raiz: diferencia de peso seco y peso
verde, expresado en porcentaje.

Peso verde de la parte aérea: Medido en gramos.

Peso seco de la parte aérea: Medido en gramos después de ser secadas a
65 °C por 48 horas.
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» Porcentaje de pérdida de agua en parte aérea: diferencia de peso seco y

peso verde, expresado en porcentgje.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 PRUEBAS MORFOL OGICAS DEL RHIZOBIUM

4.1.1 PRUEBA DIFERENCIAL DE GRAM (EN FRESCO)

De la prueba diferencial de Gram redlizada en fresco a los nodulos de cada
leguminosa se afirma que un 55,55 % son bacterias Gram Negativas. (Cuadro 1A,

anexos).

412 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y CARACTERIZACION
MORFOL OGICA DE LASCOLONIAS

Los resultados de la prueba demostraron que todas las cepas son de rapido
crecimiento. (Cuadro 2A. anexos), coincidiendo con JORDAN C. (1984) y
ALARCON E. et al. (1997) que relacionaron € tiempo de crecimiento con el
didmetro de las colonias y sus formas y las dividieron en dos grandes grupos; las
de crecimiento répido o grupo I, género Rhizobium (1 a 3 dias) y las de
crecimiento lento o grupo |1, género Bradyrhizobium (5 a 9 dias). A este género de
bacterias se los conoce colectivamente como rizobios, son bacterias Gram

negativas, fijadoras de nitroégeno, que forman nédul os en la planta anfitrion.

Un 70 % de las cepas presentaron elevacion convexa, tonalidad blangquecina
rosacea y consistencia gomosa muy suave, un 10 % tuvo crecimiento irregular,
coloracién trasllicida y consistencia gomosa muy suave, otro 10 % presentd
elevacion pulminada, color blanquecino rosédceo y consistencia gomosa muy
suave, €l 10 % restante presentd el evacion convexa, tonalidad blanquecina rosacea
y consistencia firme poco gomosa, caracteristica que concuerda con lo descrito
por COY NE (2000). (Cuadro 3A, anexos).
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4.1.3 PRUEBA DIFERENCIAL DE GRAM (UFC)

Los resultados de la tincion realizada a las UFC afirman que un 59,7 % son

bacterias Gram negativas. (Cuadro 4A, anexos).
4.1.4 PRUEBA DE CATALASA

Los resultados de la prueba de catalasa afirman que todos los microorganismos
analizados son bacterias (Cuadro 5A, anexos), coincidiendo con RODRIGUEZ E.
et al. (2006) que asevera que las bacterias se diferencian de otros
microorganismos por liberar oxigeno en forma de burbujas a reaccionar con
peréxido de hidrégeno. Esto se confirmd haciendo la prueba con un micelio de

hongo, que no presento reaccion.

4.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS

4.2.1 PRODUCCION DE ACIDO O ALCALI

Un 80 % de las cepas sembradas en el medio ELMABF (Se sustituy6 el colorante
Azul de bromotimol por azul de bromofenol) cambiaron la coloracién del medio a
amarillo permitiendo ubicarlos como &cido productores, el 20 % restante no
produjo cambios por lo tanto se las considero neutras, resultados que concuerdan
con lo mencionado por MATOS G. et al. (2001), que indicaron que las bacterias
de crecimiento rgpido generalmente producen metabolitos &cidos. Los resultados
Se muestran en el cuadro 6A, anexos.

4.2.2 CRECIMIENTO EN PEPTONA, GLUCOSA, AGAR, PURPURA DE
BROMOCRESOL (PGA)

Los resultados demostraron que todas las cepas ailadas crecieron en los
medios PGA, PSA y PLA.
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Estos resultados coincidieron con la investigacion realizada por B. CUADRADO
et al. (2009), en donde todos sus aislados asimilaron glucosa, sacarosa, maltosa y

|actosa.

En e medio con glucosa el 40 % presentdé un mediano crecimiento, el 60 %
restante alcanzd buen crecimiento. En el medio con sacarosa el 70 % tuvo buen
crecimiento, € 10 % alcanzd un mediano crecimiento, mientras que en € 20 %
restante el crecimiento fue bgo. En e medio con lactosa € 20 % presentd

mediano crecimiento y el 80 % buen crecimiento. (Cuadro 7A, anexos).

Se ha demostrado que las bacterias del género Rhizobium tienen la habilidad de
asimilar una gama de carbohidratos mayor a la del género Bradyrhizobium, esta
propiedad se considera de alta significancia taxonémica en particular para este

grupo de bacterias.

423 CRECIMIENTO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
CLORURO DE SODIO

En NaCl a 3 %, €l 50 % de los aislados lograron crecer, mientrasque a 2y 5 %

hubo crecimiento del 60 % (Cuadro 8A, anexos).

Estos resultados coinciden con las aseveraciones descritas por ELSHEIKH E. y
WOOD M. (1995), ODEE W. et al. (1997) quienes mencionan que la tolerancia a
la salinidad es otra propiedad presente en las cepas de crecimiento rapido
pertenecientes al género Rhizobium en relacion a los simbiontes de crecimiento

lento del género Bradyrhizobium.
Por otra parte SHAMSELDIN A. y WERNER D. (2005) sefialaron que dos de las

cepas de R etli, aisladas de los suelos de Egipto mostraron ser tolerantes a

elevadas concentraciones salinas (4 % NaCl) y altas temperaturas (42°C).
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4.2.4 PRUEBA DE 3-KETOLACTOSA: (LLA = LEVADURA-LACTOSA-
AGAR)

Ninguna de los aislados cambié la coloracion del medio, por o tanto se descartd
la presencia de Agrobacterium sp. (Cuadro 9A, anexos). Estos resultados
concuerdan con lo dicho por SOMASEGARAN P. et al. (1994) y RODRIGUEZ
E. et al. (2006).

4.25 PRUEBA ANTIMIC CON PESTICIDAS

El 80 % de los aislados presentaron resistencia a pesticida Demoledor, € 20 %
restante mostré sensibilidad. Con respecto a pesticida Aminaroc € 70 % presentd
resistencia, e 10 % se mostré sensible y el 20 % presentd tolerancia. En €
pesticida Semevin y en el testigo con agua destilada todos los aislados mostraron

resistencia. (Cuadro 10A, anexos).

En diversos ensayos similares a este se realizaron pruebas ANTIMIC y en todos
se empled antibidticos, es por esta razén que la Unica comparacion que se puede
establecer es respecto a los niveles de sensibilidad, tolerancia y resistencia que

presentan las bacterias.

ALARCON E. et al. (1997) afirman que las bacterias de crecimiento rapido son
intrinsecamente mas sensibles a ciertos antibiéticos que los de crecimiento lento,
contrario a los resultados que obtuvieron B. CUADRADO et al. (2009), que
indican que las bacterias de crecimiento rgpido fueron mas resistentes a los
mismos antibi 6ticos.

En el ensayo de estos Ultimos autores las bacterias que presentaron resistencia a
un antibidtico, mostraron sensibilidad a otro. Con esto se puede afirmar que no
todas las bacterias tienen un patron de sensibilidad, tolerancia o resistencia a un

antibi6tico o pesticida especifico.
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4.2.6 PRUEBA DE RESISTENCIA a Co™2

En esta prueba se demostré que todas las cepas lograron crecer en presencia de
dicho metal. El crecimiento fue medio, bgjo y alto con porcentges de 10, 30 y
60 % respectivamente. (Cuadro 11A, anexos), contrario a lo que ocurrio en €
ensayo de MATOS G. et al. (2001), en donde 9 cepas de crecimiento lento de un
total de 36 resultaron resistentes al cobalto; mientras que las 25 restantes de
crecimiento rapido no lograron crecer. Lo mismo ocurrié en e ensayo de
CONTRERAS C. et al. (2007), donde 30 de las cepas (81,08 %) de crecimiento
répido no lograron crecer en CO™ y siete de crecimiento lento (18,92 %)

presentaron escaso crecimiento.

Los resultados de las pruebas morfoldgicas y bioquimicas para cada una de las

cepas, se muestran en el cuadro 13A, anexos.

4.3 PRUEBA DE GERMINACION Y ESTADO DE EMERGENCIA
DEL MAIZ

El andlisis de la varianza, para cada una de las variables en estudio no presento

diferencias significativas entre |os tratamientos.

4.3.1 PORCENTAJE DE GERMINACION AL DIA OCHO

Los tratamientos uno, cuatro y seis tuvieron los porcentgjes mas altos de
germinacion, mientras que el porcentaje mas bajo se obtuvo con el tratamiento
dos. La prueba de Tukey al 1 % indic6 medias iguales. El coeficiente de variacion
fue de 1,42 %. Se observé que a aplicar € inoculante con rizobios las semillas
mostraron un porcentagje de germinacion parejo, igualando y superando al testigo,
a excepcion del tratamiento dos que fue inferior en un 3 % respecto al porcentgje

mas alto de germinacion.
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Estos resultados coinciden con lo mencionado por JANZEN A. et al. (1992) y
CASSAN et al. (2009) que afirman que ciertas bacterias dentro de las

denominadas PGPR o rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, pueden

mejorar la germinacion de semillas a través de la produccion y liberacion de

sustancias reguladoras del crecimiento como auxinas, giberelinas y citoquininas

en medios quimicamente definidos y en asociacion con las plantas.

KOEPPLER et al. (1991), ademéas aseveran que el tratamiento de semillas con

inoculantes microbianos o biofertilizantes también ha sido empleado para

promover y acelerar la germinacion.

Cuadro 4. Andlisisdela varianza, porcentaje

de germinacion al dia 8

Variable

R2

RA] CV

Porcentaje Germinacion

32 036

0,18 1,42

Andlisisdelavarianza (SC Tipo|)

F.V. SC g CM F Valor P
Modelo 2750 7 393 19 0,1030
Tratamiento 2750 7 393 19 0,1030
Error 48300 24 2,00

Total 7550 31

M edias de los tr atamientos

Tratamientos Medias
T2 FP-MG2 97,00 a
T7 VAI-RV +FP-MG2+ FP-MG4 99,50 a
T5 VAI-RV +FP-MG4 99,50 a
T8 Testigo 99,50 a
T3 FP-MG4 99,50 a
T4 VAI-RV +FP-MG2 100,00 a
T1 VAI-RV 100,00 a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 100,00 a
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4.3.2 LONGITUD DE PLANTULA DESDE EL CUELLO DE LA RAiZz
HASTA EL APICE DE LA HOJA MASLARGA.

La mayor atura de plantula se alcanzd en € tratamiento seis 'y la menor en €
tratamiento tres. La prueba de Tukey al 1 % indicO que los tratamientos tienen
medias iguales. El coeficiente de variacion fue de 5,13 %. Es importante
mencionar que la tendencia se mantuvo respecto a la variable porcentgje de

germinacion, donde T1y T6 presentaron los mejores resultados.

Estudios realizados por WANG T. et al. (2002), PERRIG D. et al. (2009) y
GONZALEZ L. et al. (2011) demuestran el uso de rizobios como promotores del
crecimiento de plantas no leguminosas, tal es el caso de las cepas de Rhizobium
leguminosarum y cepas de Bradyrhizobium presentes en las raices de arroz y
Rhizobium etli en raices de maiz, este género bacteriano coloniza ciertas plantas
no leguminosas y mejora su crecimiento mediante la sintesis de sustancias
biol6gicamente activas como aminoacidos, vitaminas, acido indol acético y
giberelinas en cultivos puros, aunque no siempre mediante la fijacion de

nitrégeno.

Cuadro 5. Andlisisdela varianza, longitud de plantula desde
el cuello delaraiz hasta el apice dela hoja maslarga.

Variable N R2 R2Aj]  CV

Longitud de plantula 32 036 017 5,12

Andlisisdelavarianza (SC Tipo|)

F.V. SC a CM F Valor P
Modelo 5,94 7 0,85 1,92 0,1107
Tratamiento 5,94 7 0,85 1,92 0,1107
Error 1062 24 044

Total 16,57 31
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M edias de los tr atamientos.

Tratamientos Medias
T3 FP-MG4 12,34 a
T4 VAI-RV +FP-MG2 12,43 a
T2 FP-MG2 12,65a
T7 VAI-RV +FP-MG2+ FP-MG4 13,14a
T8 Testigo 13,14a
T1 VAI-RV 13,22a
T5 VAI-RV +FP-MG4 1340 a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 13,60 a

4.3.3 PESO VERDE DE LA RAIZ

El mayor peso se obtuvo con el testigo y € menor se encontré en €l tratamiento
dos. Al 1% de probabilidad la prueba de Tukey indico que los tratamientos tienen
medias iguales. El coeficiente de variacion fue de 14,59 %. Esta variable es solo
una referencia que permite una comparacion respecto a peso seco, para

determinar la pérdida de agua en laraiz.

Cuadro 6. Andlisisdela varianza,
peso verdedelaraiz

Variable N R2 R2A| CcVv
Peso verde de laraiz 32 0,39 0,21 14,59

Analisisdelavarianza (SC Tipo|)

F.V. SC Gl CM F Valor P
Modelo 0,25 7 0,04 2,16 0,0751
Tratamiento 0,25 7 0,04 2,16 0,0751
Error 0,40 24 0,02

Total 0,65 31
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M edias de los tr atamientos.

Tratamientos Medias
T2 FP-MG2 0,73a
T3 FP-MG4 0,77 a
T5 VAI-RV +FP-MG4 0,84a
T1 VAI-RV 0,88a
T7 VAI-RV+FPMG2+ FP-MG4 0,92a
T4 VAI-RV +FP-MG2 0,93a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 0,97 a
T8 Testigo 1,00 a

4.3.4PESO SECO DE LA RAIZ

El peso més bagjo se obtuvo en el tratamiento tres y |los siete restantes alcanzaron
el promedio mas ato de peso, incluido el testigo. La prueba de Tukey a 1 %
indicd mediasigualesy € coeficiente de variacion fue de 9,99 %. Estos resultados
difieren de los obtenidos por MAYAK S. et al. (2004) que afirman que Rhizobium
puede producir ACC (aminociclopropano carboxilato) diaminasa; compuesto que
reduce el nivel de etileno en las raices de las plantas, incrementando de esta

maneralalongitud y el crecimiento de las raices.

Por otra pate GUTIERREZ M. y MARTINEZ E. (2001) encontraron
incrementos de 49 % de materia seca de raices en plantas de maiz inoculadas con
Rhizobium etli, resultado que también se contrapone a los obtenidos en este

ensayo.

Cuadro 7. Andlisisdela varianza,
peso seco delaraiz

Variable N R2 R2Aj CVv
Peso seco delaraiz 32 0,25 0,04 3,11
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Analisisdelavarianza (SC Tipo|)

F.V. SC Gl CM F Valor P
Modelo 44E-04 7 63E-05 1,16 03606
Tratamiento 44E-04 7 6,3E-05 1,16 0,3606
Error 13E-03 24 54E-05

Total 17E-03 31

M edias de los tratamientos.

Tratamientos Medias
T3 FP-MG4 0,23a
T5 VAI-RV +FP- MG4 0,24 a
T7 VAI-RV+FPMG2+FP-MG4 0,24 a
T6 FP-MG2+FP-MG4 0,24 a
T8 Testigo 0,24 a
T1 VAI-RV 0,24 a
T2 FP-MG2 0,24 a
T4 VAI-RV +FP-MG2 0,24 a

4.3.5 PORCENTAJE DE PERDIDA DE AGUA EN RA[Z

En esta variable se observé que el testigo superd a los demas tratamientos con un
76,07 % de pérdida de agua y €l tratamiento dos presento el porcentaje mas bajo
con 66,38 %. Las medias no presentaron diferencias significativas. La prueba de
Tukey al 1 % indicd que los tratamientos tienen medias iguales. El coeficiente de

variacion fue 6,25 %.

Cuadro 8. Andlisisdela varianza, porcentaje
de pérdidadeaguaen raiz

Variable N R2 R2Aj CV
Porcentgje de pérdidade aguaenraiz 32 0,38 0,20 6,25
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Analisisdelavarianza (SC Tipo|)
F.V. SC GI CM F Valor P
Modelo 30251 7 4322 2,11 0,0812
Tratamiento 30251 7 4322 211 0,0812
Error 490,54 24 20,44
Total 793,05 31

M edias de los tr atamientos.

Tratamientos Medias
T2 FP-MG2 66,38 a
T3 FP-MG4 69,23 a
T5 VAI-RV +FP-MG4 71,43 a
T1 VAI-RV 71,93 a
T7 VAI-RV +FP-MG2+ FP-MG4 73,99 a
T4 VAI-RV +FP-MG2 73,53 a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 75,72a
T8 Tedtigo 76,07 a

4.3.6 PESO VERDE DE LA PARTE AEREA

El peso mas alto se alcanzd en el tratamiento seisy el més bajo en |os tratamientos

dos, tres, cuatro y testigo.

La prueba de Tukey a 1 % indico que los tratamientos tienen medias iguales. El
coeficiente de variacion fue de 9,94 %. Al igual que la variable anterior, esta
prueba permitié determinar el porcentaje de humedad perdida con relacion a peso

SEeco.

Cuadro 9. Andlisisdela varianza, peso verde de la parte aérea
Variable N RZ2 R2A) CV
Peso verde delaparteaérea 32 0,33 0,13 9,94
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Analisisdelavarianza (SC Tipo|)

F.V. SC GI CM F Valor P
Modelo 003 7 36E03 166 0,1661
Tratamiento 003 7 36E-03 166 0,1661
Error 005 24 22E-03

Total 0,08 31

M edias de los tratamientos

Tratamientos Medias
T4 VAI-RV +FP-MG2 044 a
T3 FP-MG4 044 a
T8 Testigo 0,44 a
T2 FP-MG2 0,44 a
T7 VAI-RV +FP-MG2+FP-MG4 048a
T5 VAI-RV +FP-MG4 048a
T1 VAI-RV 050a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 051la

4.3.7 PESO SECO DE LA PARTE AEREA

El peso mas bajo se obtuvo en tratamiento tres con 0,03 g, |os demas tratamientos
alcanzaron 0,04 g. La prueba de Tukey al 1 % indic6é que los tratamientos tienen
medias iguales. El coeficiente de variacion fue 8,12 %. En esta variable se puede
observar que las medias presentan la misma tendencia respecto a la variable peso
seco de laraiz. Por otra parte SANTILLANA N. et al., (2005), observaron en su
investigacion mayor incremento de materia seca en laraiz, con relacion a la parte
aérea, incrementos que superaron a los testigos. Estos resultados divergen de los
obtenidos en este experimento, donde el testigo iguala a la mayoria de los

tratamientos.

59



Cuadro 10. Andlisisdela Varianza,
peso seco dela parte aérea

Variable

N R2 R2Aj  CV

Peso seco de la parte aérea

32 044 027 812

Analisisdelavarianza (SC Tipo |)

F.V. SC Gl CM™M F Valor P
Modelo 1,6E-04 2,2E-05 2,65 0,0352
Tratamiento  1,6E-04 2,2E-05 2,65 0,0352
Error 2,0E-04 24 8,4E-06

Total 3,6E-04 31

M edias de los tratamientos

Tratamientos Medias
T3 FP-MG4 0,03a
T5 VAI-RV + FP- MG4 0,03a
T7 VAI-RV +FP-MG2+ FP-MG4 0,04a
T6 FP-MG2+ FP-MG4 0,04a
T8 Testigo 0,04 a
T1 VAI-RV 0,04 a
T2 FP-MG2 0,04a
T4 VAI-RV +FP-MG2 0,04a

4.3.8 PORCENTAJE DE PERDIDA DE AGUA EN PARTE AEREA

En esta variable los tratamientos superaron al testigo, el mejor tratamiento se

alcanzé con la cepa tres; sin embargo €l andlisis de la varianza no mostré

diferencias significativas. La prueba de Tukey indic6 medias son iguales. El

coeficiente de variacion fue 0,50 %.

60



Cuadro 11. Andlisisde la varianza, porcentaje de

pérdida de agua en parte aérea

Variable N R2 R2A] Ccv

Peso seco delaraiz 32 0,36 0,18 0,5

Andlisisdelavarianza (SC Tipo )

F.V. SC Gl CM F Valor P

Modelo 286 7 041 194 0,1070
Tratamiento 286 7 041 194 0,1070
Error 5,06 24 0,21

Total 793 31

M edias de los tratamientos

Tratamientos Medias
T8 Tedtigo 91,73 a
T2 FP-MG2 92,09 a
T7 VAI-RV+FP-MG2+FP-MG4 92,17a
T5 VAI-RV +FPMG4 92,19a
Tl VAI-RV 92,35a
T4 VAI-RV +FP-MG2 92,38a
T6 FP-MG2+FP- MG4 92,63a
T3 FP-MG4 92,75a

61



5. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

» En los lugares de ensayo, se aislaron 13 cepas de nédulos de vainita, frejol
palito, tumbe y Leucaena, de las cuales 3 presentaron alta probabilidad de
pertenecer a genero Rhizobium, aunque las variables experimentales

estudiadas no presentaron diferencias significativas.

» Las tres cepas seleccionadas se caracterizan por su crecimiento rapido (1-3
dias), color traslicido y blanquecino rosaceo, elevacion convexa, consistencia

gomosay borde irregular y por ser acido productoras.

» Dosdelostresaidados lograron crecer en las tres concentraciones de NaCl (1,

3y 5 %), mientras que la restante solo crecié en NaCl a 3 %.

» Laprueba ANTIMIC indicaron que las tres cepas posibles Rhizobium fueron

tolerantes y resistentes alos pesticidas eval uados.

> Los tres aislados seleccionados demuestran resistencia a Co*? y crecen en

presencia de este metal pesado.

» Losaidados (VAI - RV, FP- MG2y FP- MG4) provenientes de Manglaralto y
Rio Verde fueron seleccionados por su mayor potencial para la produccién de

inoculante de uso agricola en calidad de biofertilizante.
» Lainoculacion de semillas de maiz (Zea mays L.) con Rhizobium constituye

una metodologia compleja, pero eficaz que podria incrementar la produccion

del cultivo sin causar perjuicios a ambiente.
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» Los resultados obtenidos conllevan a una seleccion de cepas con capacidad
infectiva y efectiva para la produccion de biofertilizante, como parte de la
investigacion “ESTUDIO DEL GENERO RHIZOBIUM PARA LA
PRODUCCION DE INOCULANTE DE USO AGRICOLA EN LA
PROVINCIA DE SANTA ELENA.” que lleva a efecto el Centro de

I nvestigaciones Agropecuarias.

5.2 RECOMENDACIONES

» Complementar las técnicas de aislamiento y caracterizacién morfologica y

bioquimica con microscopia electronicay andlisis molecular.
» Redlizar estudios similares en otras regiones del pais que incrementen la

coleccion de cepas nativas y probarlas en diferentes condiciones de suelo y

clima
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Cuadro 1A. Prueba diferencial de Gram en fresco

Cepas Test de Gram
VAI RV 50% Gram (-)
TUM RV 75% Gram (-)

FPRV 15% Gram (-)
FPMG 1 75% Gram (-)
FPMG 2 80% Gram (-)
FPMG 3 75% Gram (-)
FPMG 4 50% Gram (-)
LEU RV 10% Gram (-)

LEUPSE 1 52% Gram (-)
LEUPSE 3 47,5 Gram (-)

Cuadro 2A. Velocidad de crecimiento

Dias
Aislado

1-3
VAI RV 60,00 %
FPRV 92,50 %
TUM RV 86,20 %
FPMG 1 36,00 %
FPMG 2 57,50 %
FPMG 3 83,75%
FPMG4 52,30 %
LEU RV 85,00 %
LEUPSE 1 77,50 %

LEUPSE 3 75,00 %




Cuadro 3A Caracterizacion morfologica de las colonias.

Aislados Caracterizacion
VAI RV i,T,0
FPRV ¢, BR,f
TUM RV ¢,BR,g
FPMG 1 ¢,BR, g
FPMG 2 c,BR, g
FPMG 3 ¢,BR, g
FPMG4 ¢,BR, g
LEU RV p,BR, g
LEUPSE 1 ¢,BR, g
LEUPSE 3 ¢, BR g
Simbologia
i irregular, f: firme poco gomosa,
BR: Blanquecino Roséceo, c: Convexa,
R: Rosaceo, p: Pulminada,
T: traslUcida, 0: gomosa muy suave

Cuadro 4A. Prueba diferencial de Gram (UFC)

Aislados Gram Negativas
VAI RV 50 %
FPRV 50 %
TUM RV 30 %
FPMG 1 90 %
FPMG 2 80 %
FPMG 3 90 %
FPMG4 70 %
LEU RV 46 %
LEUPSE 1 27 %

LEUPSE 3 64 %




Cuadro 5A. Prueba de Catalasa

Aislados Reaccion positiva Reaccion negativa

VAI RV X
FPRV
TUM RV
FPMG 1
FPMG 2
FPMG 3
FPMG 4
LEU RV
LEUPSE 1
LEUPSE 3
Hongos X

X X X X X X X X X

Cuadro 6A. Produccion de acido o alcali

Aislados Crecimiento en medio ELMABF

VAI RV +
FPRV +
TUM RV +
FPMG1 +
FPMG2 +
FPMG3 +
FPMG4 +
LEU RV +
LEUPSE 1 +-
LEUPSE 3 +-

+ Acido + - Neutro



Cuadro 7A. Crecimiento en peptona, glucosa, Agar,

purpura de bromocresol (PGA)

Aislado Creg(rsn'la\ento
VAI RV M
FP RV B
TUM RV M
FPMG1 B
FPMG2 M
FPMG3 B
FPMG4 M
LEU RV B
LEUPSE 1 B
LEUPSE 3 B

B= Buen crecimiento M = mediano crecimiento

Cuadro 8A. Crecimiento en diferentes

concentr aciones de cloruro de sodio.

Concentracion

Aidlado
2% NaCl 3% NaCl 5% NaCl

VAIRV 1 a p a
FPRV 1 p a p
TUM RV 1 p p a
FPMG 1 p a p
FPMG 2 p p p
FPMG 3 p p p
FPMG 4 p p p
LEU RV a a a
LEUPSE 1 a a a
LEUPSE 3 a a a

a = ausencia p = Presencia



Cuadro 9A. Prueba de 3-ketolactosa

Sin cambio Cambio
Aisdlado (Color normal (Color amarillo
del medio) del medio)
VAI RV X
FPRV
TUM RV
FPMG 1
FPMG 2
FPMG 3
FPMG4
LEU RV
LEUPSE 1
LEUPSE 3

X X X X X X X X X

Cuadro 10A. Prueba ANTIMIC con pesticidas.

AISLADO DEMOLEDOR AMINAROC SEMEVIN AGUA
DESTILADA

VAI RV r t r r
FPRV r r r r
TUM RV r r r r
FPMG1 r S r r
FPMG2 r t r r
FPMG3 r r r r
FPMG4 r r r r
LEU RV r r r r
LEUPSE 1 S r r r
LEUPSE 3 S r r r

r =resistente; t = tolerante; s= sensible



Cuadro 11A. Prueba de resistenciaa CO™

Aisado Crecimiento en medio ELMARC + CO™
VAI RV
FPRV
TUM RV
FPMG1
FPMG2
FPMG3
FPMG4
LEU RV
LEUPSEL
LEUPSE3 1

1 = Crecimiento bajo; 2 = crecimiento medioy 3 = crecimiento alto

[

N W W W w w Pk Ww

Cuadro 12. Conteo bacteriano

Aislado Numero aproximado de bacterias por ml
VAI RV 613 250 000

FPMG2 12 500 000

FPMG4 4 350 000




Cuadro 13A. Caracterizacién morfoldgica y bioquimica de las cepas

Cepas Velocidad ~ Caracterizacion Tinciénde  Acido o alcali Crecimiento en Diferentes Prueba Resistenciaa
1-3dias morfol6gica Gram productoras PGA concentracionesNaCl ~ ANTIMIC Co™
% % 2% 3% 5% D A S
VAI RV 60,00 I,T,G 50 A M a p a r t r 1
FPRV 92,50 C,BR,F 75 + B p a p t ot r 3
TUM RV 86,20 C,BR,G 15 + M p p t ot ot 1
FPMG1 36,00 C,BR,G 75 + B p a p r s r 3
FPMG2 57,50 C,BR,G 80 " M p p p t s t 3
FPMG3 83,75 C,BR,G 75 + B p p p t s r 3
FPMG4 52,30 C,BR,G 50 + M p p p r t r 3
LEU RV 85,00 P.BR,G 52 + B a a a r r t 3
LEUPSE 1 77,50 C,BR,G 36 +- B a a a S r t 2
LEUPSE 3 75,00 C,BR,G 47,5 +- B a a a S r r 1
Acido o &lcali productoras  Resistencia a Cobalto ANTIMIC NaCl PGA Morfologia
+=Acido 1=Bajo s=Sensble D =Demoledor P=Presencia M =Mediano | =irregular  F= Firme poco gomosa
+-=Neutro 2=Medio t =Tolerante A =Aminaroc A =Ausencia reamiento C=Convexa P=Pulminada
3=Alto r = Resigtente S= Semevin Er;ﬁ;jiznmo BR = Blanquecino Rosaceo T=Tradlcida

R = Rosaceo

G = Gomosa muv suave



Tabla 1. El nimero mas probable para series de diluciones en réplicas
de cinco por nivel de dilucion (Woomer, 1994)*.

Num. I-Respuestas : Num. I-Respuestas ]
Pos. por Nivel de Poblacion estimada Pos. por Nivel de Poblacionestimada
Dilucion Dilucion

1-2-3-4-5-6 1-2-3-4-5-6
1-0-0-0-0-0 1.9 5-5-4-2-0-0 2159
1-1-0-0-0-0 4.0 5-54-3-00 2716
2-0-0-0-0-0 44 5-5-50-00 2305
2-1-0-0-0-0 6.8 5-5-5-0-1-0 3126
3-0-0-0-0-0 A 5-5-5-1-0-0 3282
3-1-0-0-0-0 10 5-5-5-1-10 4532
3-2-0-0-0-0 13 5-5-5-2-0-0 4922
4-0-0-0-0-0 12 5-5-5-2-1-0 6918
4-1-0-0-0-0 16 5-5-5-3-0-0 7797
4-2-0-0-0-0 21 5-5-5-3-1-0 10702
4-3-0-000 27 555320 13826
5-0-0-0-0-0 23 5-5-5-4-0-0 12753
5-0-1-0-0-0 31 5-5-54-1-0 16902
5-1-0-0-0-0 33 5-5-54-20 21589
5-1-1-0-0-0 45 5-5.5-4.3-0 27150
5-2-0-0-0-0 49 5-5-5-5-0-0 23054
5-2-1-0-0-0 69 5-5-5-5-0-1 31225
5-3-0-0-0-0 78 5.5.5-5-1-0 32720
5-3-1-0-0-0 107 5-5-5-5-1-1 45261
5-3-2-0-0-0 138 5-5-5-5-2-0 49224
5-4-0-0-0-0 127 5-5-5-5-2-1 69148
5-4-1-0-0-0 169 5-5-5-5-3-0 78127
5-4-2-0-0-0 216 5-5-5-5-31 107022
543000 270 555532 138269
5-5-0-0-0-0 230 5-5-5-54-0 127528
5-5-0-1-0-0 312 5-5-5-5-4-1 169028
5-5-1-0-0-0 327 5-5-5-5-4-2 215899
5-5-1-1-0-0 453 5-5-5-5-4-3 271557
5-5-2-0-0-0 488 5-5-5-54-4 334051
5-5-2-1-0-0 692 5-5-5-5-5-0 230546
5-5-3-0-0-0 780 5-5-5-5-5-1 328192
5-5-3-1-0-0 1070 5-5-5-5-5-2 492238
5-5-3-2-0-0 1383 5-5-5-5-5-3 781272
5-5-4-0-0-0 1275 5-5-5-5-54 1312535
5-5-4-1-0-0 1690

e e
* Esta es la densidad poblacional estimada asumiendo 1 mi de inoculo. Este valor debe ser ajustado
por el factor de dilucion y el volumen de indculo (por ejemplo, si usted inoculd en cada placa un
volumen de 10 pl, entonces el valor de la tabla debe ser correjido multiplicandolo por 100 [10 X 100 =
1,000 pl 6 1 mi)).



Figura 1A. Raiz nodulada de Leucaena leucocephala

Figura 2A. Nédulo con presencia de leghemoglobina



Figura 4A. Desarrollo morfologico de colonias en medio ELMARC



Figura 6A. Crecimiento en medio PGA



Figura 8A. Medida de halo deinhibicion en prueba ANTIMIC



Figura 10A. Ajustede pH del biofertilizante



Figura 12A. Inoculacion



Figura 14A. Toma de datos
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