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INTRODUCCION

Hasta ahoré, para la seleccidén de cepas de Rhizobium
phascoli s6lo se ha tomado en cuenta la infectividad y efec
tividad de dicha bacteria, sin embargo, no socn los dnicos
aspectos en la vida y sobrevivencia de estos microorganis-
mos en el suelo. Algunos atributos que no se han tomado en
cuenta con la debida importancia, son los relacionados con-
la sobrevivencia en medios adversos, tales como: resisten-
cia a la desecacién, cambios en pH y una especialmente im-

portante, la fuente de carbono que pueden utilizar.

Cxiste evidencia experimental que hace suponer que pue
den no solo utilizar fuentes orginicas de carbono, sino que
también carbono inorgénico (Lowe y Lvans, 1962; Stotzky y
Coss, 1964; Vance y Col., 1983; Stupperich, 1983). Esto es
muy importante, ya que asi no tendrian, en cierta forma,
tanta competencia por fuentes de carbono con otros microor-
ganismos, adem4s que esto pudiera implicar una mayor sobre-
vivencia de estas bacterias en suelos donde las fuentes de

carbono orgénico fuesen limitadas.

Por lo anterior se decidié realizar experimentos de 1la

boratorio con diferentes cepas de Rhizobium phaseoli con el

fin de comparar su crecimiento al suministrar diferentes
fuentes de carbono como: glucosa, manitol (azGcares que tra

dicionalmente utilizan los rizobios en medios de cultivo) y




HCOE (bicarbonato) a diferentes concentraciones.

Con 1la determinacién anterior se contribuye al mejor
conocimiento de los rizobios, que es de gran importancia pa
ra la elaboracibn de inoculantes de alta calidad para la

Agricultura.




JUSTIFICACION

Si tomamos en cuenta que no todos los suelos de México
poseen las mismas caracterfsticas fisico-quimicas, entonces
podemos considerar que no todos los microbiontes del suelo
como Rhizobium, actfian en la misma forma en los diferentes

suelos que existen en el planeta.

Sc deberfa tomar en cuenta el pH, textura, composicién
y humedad del suelo para poder inocular Rhizobium, ya que -
las compafifas que se decdican a la inoculacién de semillas
no toman en cuenta esto, y ademis los laboratorios en donde
se realizan este tipo dc estudios se encuentran en Lstados
Unidos y las condiciones dél clima y suelo son difercntes -
en ese lugar a los del campo mexicano, y solo toman en cuen-
ta que las cepas sean infectivas y efectivas y asi las ven-
den, cn México se utilizan y muchas veces las cepas no pre-
sentan una buena sobrevivencia y muere, y por lo tanto el
cultivo no presenta crecimiento adecuado a menos que se abo-

ne.

Por lo que es importante que adquiramos la capacidad
de seleccionar y producir cepas infectivas y efectivas con

una adecuada sobrevivencia en suelo.




ANTECEDENTES
FIJACION DEL NITROGENO

CICLO DEL NITROGENO

En la naturaleza, el nitrégeno puede circular indefini
damente, debido a esto se le da el nombre de ciclo, ademis
es un sistema abierto, porque puede incorporarse al ciclo o

abandonarlo en diversos puntos (Thompson y Troeh, 1980).

Tisdale y Nelson (1982), comentan que considerando por
ejemplo el ciclo del nitr6geno en un ecosistema terrestre,
se pueden observar entradas, salidas y transformaciones del
mismo en donde destacan los siguientes aspectos importantes:
Las férmas en que se fija el nitrégeno y entra al ccosiste-
ma pueden ser: por via industrial como son los fertilizan-
tes nitrogenados; por la fijacién simbiltica y asimbibtica,
que rcalizan ciertos microorganismos en el suelo; por la
adicién de deshechos o residuos de plantas y animales y por
la oxidacién del nitr6égeno atmosférico (Nz) que ocurre con
las descargas eléctricas durante las precipitaciones pluvia

les.

Las formas en que sale el nitrégeno de los ecosistemas
terrestres son: las eliminaciones realizadas por las plan-
tas; las filtraciones (lixiviacién) de compuestos solubles

(NOE,NOE); por reacciones quimicas (volatizacién de NH3) y




desnitrificacién. La desnitrificacién es la conversién del
nitrito y nitrato del suelo en 6xido nitroso y nitrége29/££
mosférico, este proceso se efectia mediante bacterias desni

trificantes.

Las. transformaciones que sufre el nitrégeno después de
haber entrado son: simbibticamente convirtiendo el N2 en
NI-I4 y es utilizado por las plantas, o puede formar parﬁe de
la materia orgénica del suclo. Asimbiéticamente forman par
te de la materia orgénica, la materia orginica si no sufre
ni procesos de inmovilizacién o de movilizacién, se absorve
con minerales para formar complejos organo-minerales. Si

la materia orgénica sufre transformaciones sucede lo si-

guiente:

Sufre una modificacién (Tamhane y col., 1978): que es
la transformacién de los compuestos nitrogenados orgénicos -
en amoniaco, por la accién de hongos y bacterias (Sutton y
Harmon, 1976), después sufre la nitrificacién que es un pro
ceso aerobio que implica la produccién de nitratos a partir
de sales de amonio, esto lo realizan bacterias autotréficas

(Sutton y Harmon, 1976).

El proceso de la amonificacién y nitrificacién se cono
ce con el nombre de mineralizacién y al proceso inverso se-

le 1lama inmovilizacién.




PAPEL QUE DESEMPENA EL NITROGENO EN LAS PLANTAS

Raras veces los suelos contienen suficiente nitrégeno
para soportar una produccibén vegetal médxima. El color ver-
de p4lido es el mejor indicador de la deficiencia de dicho
elemento, y como consecuencia es el sintoma clésico de insu
fuciencia nutricional en las plantas (Thompson y Troeh,

1980).

Las plantas absorben iones tanto de amonio como de ni-
trato (Cooke, 1975), es decir, que las plantas no pueden to
mar el nitrégeno en la forma como se encuentra en la atmés-
fera, sino que necesariamente debe haber una conversién, y

ésto es algo limitante, ya que es un elemento importante.

La disponibilidad de dicho elcmento es de gran impor-
tancia para las plantas, este elemento es utilizado en la
sintesis de protefnas, y de otros compuestos orgénicos vege
tales como: azficares, 4cidos nucleicos, enzimas, para poder

efectuar todas sus funciones (Fassbender, 1978).

Ademis es necesario este elemento para realizar la fo-
tosintesis y otros procesos mis, es decir, es un elemento
indispensable para el metabolismo de las plantas (Tisdale y

Nelson, 1982).

Para facilitar que los vegetales tengan la disponibilj
dad del elemento en la forma que lo pueden utilizar, éste

debe ser fijado, lo cual puede realizarse por diversos cami




nos.
DIFERENTES TIPOS DE FIJACION DEL NITROGENO.

La atmésfera contiene alrededor de un 78% de nitrégeno
pero no puede ser utilizado por los vegetales superiores si
previamente no se combina con hidrégeno, carbono u oxigeno
(Thompson y Troeh, 1980). El proceso de combinacién del ni
trégeno con otro elemento recibe el nombre de fijacién de

nitrégeno.

Los cambios principales por los que el nitrégeno es
convertido a formas utilizables por las plantas superiores:

son:

1) Fijacibén simbidtica: resulta de la asociacién microorga
nismo-planta vascularizada, en la que las dos especies vi-
ven juntas y resultan beneficiadas (Lender-Delavavit le -

Moigne, 1982). Entre este tipo de fijacién encontramos:

HUESPED HOSPEDERO
Anabaena-Azolla Helechos acufticos del género
Azolla.
Frankia-Alnus Arbol del género Alnus
Frankia-Myricae Planta lefiosa del género Myricae

Rhizobium-Leguminosae Leguminosas




2) Fijacién por microorganismos que viven libremente en el

suelo: segﬁn Alexander (1980), se pueden clasificar en:

a) Bacterias heterotr6ficas como: Achromobacter, Azotobac-

‘ter, Azotomonas, Clostridium, Pseudomonas.

b) Bacterias quimioautotrofas como: Methanobacillus, Ome-

lianskii.

c) Algas azul verdes: Anabacna, Colotrix, Anabacnopsis,

Aulosira, Nostoc, Tolypothrix y Cylindrospcrmus.

a) Bacterias fotosintéticas: Chlorobium, Chromatium, Rhodo

microbium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum,

y quizés por microorganismos que viven en las hojas de plan
tas tropicales como: Beijerinckia, que es una bacteria hete

rotréfica.

3) Fijacién por las descargas eléctricas atmosféricas.

4) Fijacibn como amoniaco, Nog 6 CN; por algunos de los
procesos industriales para la fabricacién de 1los fertilizan

tes nitrogenados sintéticos.

Entre los aspectos més importantes entre la fijacién

simbibtica tenemos:

a) La dependencia planta microorganismo; el beneficio que

obtienen al vivir juntas.




b) Segln Russell (1972), es que la fijacibn simbiética po-
see hemoglobina 1llamada por otros autores leghemoglobina tal

como Alexander (1980)
EL GENERO Rhizobium
DESCRIPCION

El género Rhizobium comprende bacterias gram negativas
que no forman esporas, son bacilos aerobios de 0.5 a 0.9 pm
de difmetro y de 1.2 a 3.0 um de largo, generalmente son mé
viles y utilizan carbohidratos, a veces acumulan 4cido pero

nunca gas.

Los rizobios crecen facilmente en medios de cultivo
que contienen fuentes de carboﬁo tales como: manitol y glu-
cosa ademis de otros compuestos como amonio o nitrato, vita
mina B, tiamina y 4cido pantoténico, requieren también de

cobalto, son organismos sapréfitos (Alexander 1980).
HABITAT

Los rizobios poseen dos habitats distintas:

1) Cuando los miembros del género Rhizobium causan la forma
cién de nédulos en las leguminosas y participan en la fija-

cién del nitrégeno atmosférico, estos viven en simbiosis en




las rafices de dichas plantas o pueden ser inoculadas con el
fin anteriormente escrito (Alexander 1980), las ventajas -~

que poseen los rizobios en este caso son:

a) No tienen que compartir con otros microorganismos para

poder sobrevivir.

b) No son atacados por protozoarios.
c) No bay competencia por nutrientes.
d) No hay competencia por espacio.

2) Cuando los rizobios viven y mantienen su viabilidad en-
el suelo, aln en ausencia de 1la leguﬁinosa hospedante en

particular, pueden vivir por 10 6 20 afios (Ortiz Villanueva,
1980), a menos que sean destruidos por condiciones desfavo-

rables en el suelo como:

a) Cambios en pH

b) Cambios en temperatura

c) Desecacién

d) Predacién por protozoarios

e) Limitacién por nutrientes

ESPECIES DE Rhizobium

Existen seis especies de Rhizobium seg@n Alexander -

(1980), las diferentes especies se distinguen entre si por




11

la leguminosa a nodular, es decir, cada especie tiene espe-
cificidad de infeccibén. Las especies de Rhizobium y la le-

guminosa que nodulan son:

Huésped Hospedero
Rhizobium meliloti Alfalfa
Rhizobium trifoli Trébol
Rhizobjum leguminosarum Chicharo, garbanzo,

habs, lenteja

Rhizobium phaseoli o Frijol
Rhizobium lupini ’ Altramuz
Rhizobium japonicum Soja

Ademis de lo anterior Alexander (1980) agrega que se
pucede hacer una distincién razonable en cuanto al tiempo de

generacién:

1) El primer grupo es aquél que su tiempo de generacién in

vitro es de 2 a 4 h y producen 4cido en medios de cultivo

(R. meliloti, R. leguminosarum, R. phaseoli, R. trifoli).

2) El segundo grupo posee un tiempo de generacién de 6 a 8

h y crean condiciones alcalinas en medios de cultivo, en-

tre estos estén: R. japonicum y R. lupini,

PAPEL QUL DESEMPERA EL Rhizobium.

Los rizobios tienen un papel importante dentro de la na
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turaleza, ya que fijan nitrégeno atmosfério y lo transforman
en amonio. De antemano sabemos que el atmosférico no puede

ser utilizado por las plantas, pero en forma amoniacal s{ lo
utilizan. La relacién leguminosa-Rhizobium juega este papel
y directamente abastece a la lcguminosa del nitrégeno quc ne

cesita para sus funciones vitales (Ortf{z Villanueva, 1980).

FORMACION DE NODULOS

En el desarrollo de la e5tructura nodular el primer pa-
so al parecer es la liberacién de productos de excresién ve-
getal que son los que estimulan a la bacteria. CLvidencias
recientes indican que glucoproteinas (lectinas) de la super-
ficie de las bacterias causan el enlace de éstas con la plan

ta.

La invasidn ocurre a través de los pelos radiculares
(Ortfz Villanueva, 1980), que en presencia de la bacteria ade
cuada sufre un enroscamiento, las bactcrias nodulares segre-
gan una sustancia, probablemente fcido B indolacético (Russcll,
1972), el cual ocasiona el encurvamiento del pelo radicular,
es en esta regibén encurvada por la que la bacteria penetra en
el pelo radicular. All{f se mueve dentro de ciertas células
corticales de la rafz y estimula su divisién formindose el cor
dén de infeccibén. El cordén se ramifica dentro de la porcién
central del nédulo en desarrollo y las bacterias son liberadas

dentro del citoplasma de su simbionte para multiplicarse all{
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(Alexander 1980).

Una vez liberado del cord6én de infeccién dentro del ci-
toplasma, el rizobio adquierc una morfologia pecculiar, una
forma celular que se ha denominado bacteroide, los bacteroi-
des que se encuentran dentro del n6édulo estédn hinchados y

son de forma irregular, aparentando ser una estrella.

Los nédulos poseen diferentes morfologias, dependiendo

de la leguminosa, segiin Alexander (1980) son los siguientes:

Los nédulos de los tréboles rojos y blancos tienen
forma de basto y lobulados; los nbédulos de la alfalfa son
ramificados y largos, en el cacahuate y en ¢l frijol poseen
una forma esférica, en el frijol terciopelado y los nédulos
pucden alcanzar el tamafio de una pelota de beisbol, mientras
que los nbédulos de otras leguminosas tienen solo unos milime

tros de difmetro.

Las leguminosas con raices fibrosas ticnen frecuentemen
te una mayor abundancia de nédulos que las plantas con raices
primirias bien formadas; las plantas que tienen nédulos gran
des a menudo sélo tienen unos pocos, mientras que las rafices

con estructuras pequefias las tienen en cantidades mayores.
INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD

No todas las cepas de Rhizobium son capaces de invadir




plantas leguminosas, de manera que la infectividad es la ca
pacidad de una cepa para nodular un hospedero dado. Entre
las cepas infectivas, la capacidad de la bacteria de los né
dulos para llevar a cabo la fijacibn de N2 cn conjunto con
la planta varian mucho. La capacidad relativa de la asocia
cibén planta-bacteria, una vez establecida, para asimilar ni

trégeno molecular se conoce como efectividad.

Las bacterias infectivas de los nédulos de las rafices
producen un mayor nfimero de nédulos que los cultivos efecti
vos, pero los nédulos son mis pequefios en tamafio y tienden
a estar mis ampliamente distribuidos en el sistema radicu-
lar. Podemos concluir diciendo quc no es posible que una

cepa dada sea infectiva o efectiva en términos absolutos

(Alexander 1980).
Fijacién de nitrégeno por Rhizobium.

Segln Bohinski (1978), el nombre que se le da al siste

Y 4

ma enzimético responsable del proceso de fijacién es nitro-
genasa, la nitrogenasa es una enzima que cataliza la reac-

cibn de:

Nitrogenasa

6 electrones ’

Hasta el momento no se conoce con exactitud el comple-
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to funcionamiento del sistema de la nitrogenasa.

Los rasgos estructurales densos:de la nitrogenasa indi
can quc posec dos pcptidos, dichos componentes aparte de
las diferencias en tamafio y composicién, difieren mis signi
ficativamente en que una contiene molibdeno y hierro, y 1la

otra sb6lo contiene hierro.

Otras caracterf{sticas importantes establecidas con res

pecto al funcionamiento de la nitrogenasa son:

1) E1 ATP y Mg2+ son esenciales para la actividad. La hi
pétesis actual sugiere que la unién de al menos un ATP
a la proteina-Fe se requieren para la transferencia de

un electrén al N, que se puede unir a la protefna Mo-Fe.

As{ se requerirf{a por lo menos seis ATP para la conver-
sién completa:
—*——‘?-:——?
N2 2NH3
2) Las protefnas ferrodoxinas y las flavodoxinas se argumen

ta que son parte de una secuencia transportadora de elec

trones que funcionan antes del aceptor nitrogenasa.

3) La fuente original de los electrones es un metabolito in
tracelular, y varfa de un organismo a otro, ademis un or
ganismo puede utilizar materiales diferentes. Los orga-

nismos anaerébicos pueden utilizar piruvato, H2 6 formia
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to. Una fuente comin de los organismos aerébicos es el ’
NADH producido en 1la deshidrogenacién de la glucosa 6

fosfato, isocitrato 6 o -cetoglutarato.

Los n6dulos de las leguminosas que metabolizan activa-
mente el N2 son caracteristicamente de color rojo a causa de
la presencia de una sustancia que contiene hierro conocida
como leghemoglobina (Alexander 1980). Los nédulos inefecti-
vos no poseen color rojo por carecer de dicha sustancia y co-

mo consecuencia son de color blanco.

Los n6dulos contienen cantidades considerables de hemo-
globina y son las finicas estructuras que la contienen en el

reino vegetal (Lehninger 1980).

La hemoglobina ayuda a la fijacién del nitrégeno en for
ma indirecta, al estimular el transporte del oxfgeno a baja
presién parcial hacia el nédulo, el oxfgeno libre es inhibi-
dor de la fijacién del nitrégeno. La informacién genética pa
ra la biosf{ntesis de la hemoglobina nodular procede de la -
planta, pero el pigmento no se forma en auseﬁcia de bacterias

(Lehninger 1980).

La cantidad de nitrégeno fijado por Rhizobium depende de-
muchos factores (Buckman y Brady 1970; Fassbender 1978):
- Aireacién del suelo

- Drenaje

Humedad

++ .
- Ca . activo
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- Molibdeno, magnesio, f6sforo, boro.

- pH

- Temperatura

- Sensibilidad de las leguminosas a la acidez del sue-

lo.

Russell (1972) comenta que la necesidad de los cofacto
res tales como el molibdeno son indispensables ya que for-
man parte de las enzimas catalfiticas del proceso. La fija-
cién puede ser frenada por la presencia de nitr6geno inorgd

nico disponible (SARH, 1982). Cuando en el suelo existe ni

trégeno mineral y esté disponible para su uso por las bacte-

rias y por la planta huésped o ambas, el nitrégeno inorgéni
co se utiliza en primer lugar, y el proceso de fijacién fun
ciona solamcnte para proporcionar la diferencia de nitrége-

no que se necesite.

El promedio de fijacién del nitr6geno por las legumino

sas es el siguiente (Tisdale y Nelson, 1970):

Alfalfa 194 Kg/ha

En las diferentes especies de tréboles varfa desde 103 has
ta 179 Kg/ha.

Kudzu 107 Kg/ha

Guisante vacuno 90 kg/ha

Lespedesas 85 Kg/ha

Algarrobas 80 Kg/ha

Guisantes 72 Kg/ha




18

Cacahuate 42 Kg/ha
Judfas 40 Kg/ha

FIJACION DE CARBONO

Ciclo del Carbono

El ciclo del carbono gira en torno al COZ’ su fijacién

y regeneracién del mismo.

Las plantas verdes utilizan este gas como Gnica fuente
de carbono (COZ) y la materia carbonada sintetizada de esta
manera sirve para abastecer el mundo animal como carbono or

génico preformado.

El metabolismo ocupa el papel principal en la secuen-
cia cfclica después de la muerte de plantas o animales. Los
tejidos muertos son descompuestos y transformados en célu-
las microbianas y en un amplio conjunto heterogéneo de com-
puestos carbonados, que se conoce como humus o fraccién or-

ghnica del suelo.

El ciclo se completa y el carbono se hace disponible
nuevamente, con la descomposicién final y la produccién de
CO2 a partir del humus y tejidos en descomposicién (Alexan-

der 1980).

Las plantas no son los Gnicos organismos autotrofos,

sino que existen microorganismos autotrofos y por lo tanto
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también son capaces de fijar carbono, entre estos tenemos:

Chlorobium, Chromatium, Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas,

Rhodospirillum.

Papel en el ecosistema.

El elemento mids importante en el reino biolégico que
sirve como piedra angular de las estructuras celulares es
el carbono. AfGn cuando la fuente principal del carbono es
el COZ’ en la atmbsfera representa el 0.03%, lo cual es muy
poco, pero en los organismos es del 40 al 50% de su peso se

Co.

El carbono es uno de los elementos mis importantes, ya
que organismos autétrofos y heterbtrofos se alimentan de &1,
ya sea en forma org4nica o inorgdnica, ademis todos los com

ponentes celulares poseen carbono (Alexander 1980).
Fijacibén de carbono por organismos autétrofos.

Fotosintesis es la conversién del CO, a compuestos or-
ginicos en presencia de la luz, el producto inmediato es
azlcar (Ray 1981).

6 CO2 + 6 HZO LUZ C6H1206 + 6 02

glucosa

La fotosintesis solo puede efectuarse en presencia de

luz y presenta dos aspectos b4sicos:
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1) La conversién de la energfa luminosa a energfa quimica.
2) La transformacién del CO, a compuestos orgénicos, la

cual se denomina fijacién del CO, (Ray 1981).

La fotos{ntesis consiste en dos procesos separados, pe
ro relacionados, las llamadas reacciones luminosas y reac-
ciones oscuras, siendo la Gltima absolutamente dependiente
de la primera. En la reaccién luminosa, la energia solar
es captada por los fotosistemas que contienen clorofila,
compartalizados dentro de las membranas de las l4minas de
los tilacoides, lo que resulta es la formacién de un com-
puestou reductor, el NADPH, y energia en forma de ATP. La
fuente ltima de poder reductor es el HZO. En la reaccién
oscura o también conocida como ciclo de Calvin, se produce
en el estroma de los cloroplastos, el ATP y el NADPH sc uti
lizan en la asimilacién enzimftica del CO, en compucstos or
glnicos, de la que la ribulosa, 5 difosfato es la molécula
aceptora principal. La oxidacién de los carbohidratos por
los organismos aerébicos no fotosistetizadores completa la

reaccibén bioquimica principal en nuestra biosfera (Bohinski

1978).

Fuchs y Stupperich (1983) comentan que el ciclo de Cal
vin es supuestamente la forma universal de fijacién de car-
bono en plantas y microorganismos aut6trofos. Sin embargo
es cierto que algunas bacterias anaerobias estrictas crecen

con CO2 como fuente inica de carbono. Existen tres formas
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Hace algunos afios que se conoce que algunos organismos
heterotr6ficos requieren de CO2 para su crecimiento, Valley
y Rettger (1927), examinaron 100 organismos diferentes y

concluyeron que el CO, era esencial para el crecimiento de

2
estos en todos los casos.

Lowe y Evans en 1962 realizaron experimentos con 5 es-
necies de Rhizobium y ninguna de las especies crecieron -
cuando el aire estaba libre de C0,, pero se obtuvo un creci
miento réipido cuando estc posefa CO,. Estos resultados in-
dicaron que el efeccto del CO2 fue directo. Ademis trataron

de recmplazar el CO, con diferentes compuestos orgénicos

2
sin éxito. Con estos antecedentes vemos que hace tiempo
que se conoce la importancia del CO2 en organismos hetero-
tréfos para su crecimiento y desarrollo y que aparentemente
ningn compuesto puede ser capcz de sustituir el efecto del
CO2 en el crecimientn de estos microorganismos. Ademés es
tos autores realizaron andlisis en extractos libres de célu
ias de R. japonicum encontrando actividad de fosfoenol piru
vato carboxilasa y propinol CoA carboxilasa, la cual es una
evidencia de que algunas cepas de Rhizobium poseen la capa-

cidad de fijar CO ya que estas enzimas solo se encuentran

2’
en organismos capaces de fijar COZ'

Vance y col., (1983) realizaron experimentos con nédu-
los de alfalfa vy sus resultados demostraron que la fija-

cibn de CO, esté correlacionada con la fijacién de nitrége-
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no en nédulos de alfalfa, de esta forma podemos pensar que
la cantidad de nitrégeno que puedan fijar los rizobios es
proporcional a la capacidad que tengan algunas cepas para

la fijacién de COZ'

Experimentos realizados por Jackson y Coleman cn 1959
con extractos de raices de frijol demostraron que 6éstos son
capaces de fijar grandes cantidades de CO2 a través de la
carboxilacién de fosfoenol piruvato. Ademids que la canti-
dad de CO2 fijada estf estrechamente relaciénada con la pro
duccién de fésforo inorgénico. El crecimiento y las reac-
ciones de carboxilacién estén asociadas con el ciclo de -
Krebs, con esto se puede concluir que el fosfoenol piruvato
carboxilasa es la enzima responsable de la fijacién de COZ-

en estas bacterias.

Con lo anteriormente dicho podemos mostrar que hay su-
ficientes bases para poder decir que existen algunas cepas

de Rhizobium capaces de fijar Co,.

METABOLISMO DE MICROORGANISMOS

CLASIFICACION EN CUANTO AL METABOLISMO DE LOS MICROORGANIS-
MOS.

Las células pueden dividirse en dos grandes grupos se-
Eﬁn la forma quimica del carbono que precisan tomar del en-

torno:
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Las células autotrofas pueden utilizar el CO2 como fuen
te Gnica de carbono y construir a partir de él los esquele-

tos carbonados de todas sus biomoléculas orgénicas.

Las células heterotrofas no pueden emplear el CO2 y tie
nen que obtener el carbono de su entorno en una forma reduci

da, relativamente compleja tal como la glucosa.

Las células fotosintéticas y algunas bacterias son auto
tr6ficas, mientras que los animales superiores y la mayor

parte de microorganismos son heterotrofos.
Los organismos heterotrofos pueden dividirse en:

1. Aerobios que viven en presencia de oxf{geno.
2. Anacrobios que viven en ausencia de oxfgeno.
3. Facultativos que pueden vivir con o sin oxfgeno, (Leh-

ninger 1980).

Ville (1978) por su parte clasifica a los organismos

autotrofos de la siguiente mancra:

Fotosintéticos: como plantas verdes y bacterias pdrpuras,
que obtienen su energfa para sintetizar moléculas orgénicas

de la luz solar, ejemplo: Chlorobium, Chromatiu, Rhodomicro-

bium.

Quimiosintéticas: unas cuantas bacterias que obtienen su -
energia necesaria por la oxidacién de sustancias inorgénicas,

ejemplo: Nitrosomas.
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Los heterotrofos los divide seglin su tipo de nutricién

en.

Sapr6fitos: que se alimentan de animales o vegetales en des-
composicién o masas de productos de deshecho de los mismos,-

ejemplo: Rhizobium, Clostridium, Pseudomonas, Bacillus.

Parésitos: viven dentro o sobre un animal o vcgetal y obtie-

nen de él su alimento, ejemplo: Fusarium, Phytium, Rhictonia,

Verticillium.

Ventajas en organismos autotrofos en relacién a los he-

térotrofos, tanto metabdlicas como ambicntales.

Los organismos autotrofos son relativamente autosufi-
cientes, mientras que los heterotrofos no, ya que poseen ne-
cesidades de carbono en forma mis elaborada, y deben subsis-
tir a partir de los productos formados por otros organismos
(Lehninger 1980). Por su parte los autotrofos s6lo necesi-
tan agua, COZ’ sales inorgénicas y una fuente de cnergfa, -

los heterotrofos en estas condiciones no podrfan vivir.

Los autotrofos poseen menor competencia tanto por espa-
cio como por el alimento y los heterotrofos tienen mayor com

petencia,



HIPOTESIS

Existen cepas de Rhizobium phasecli capaces de utilizar

HCO3 como fuente de carbono.
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OBJETIVOS

Los logros que se pretenden alcanzar con la realizacibn

del presente trabajo son:

1. “Peferminar el crecimiento, con fuentes orgénicas
(glucosa y manitol) e inorgénicas (HCOQ) de carbono, de cin-

co cepas de Rhizobium phaseoli.

sy

\'»/-' o ‘ . P
2. Comparar el crccimiento observado, dentro de una

misma cepa, con las diferentes fuentes de carbono.
,.‘,\

Lo . . ' . .
3. "Determinar si existen diferencias en los comporta-

mientos mostrados por las diferentes cepas.

4. Apoyar la evidencia experimental de la capacidad de

algunas cepas de Rhizobium phaseoli de poder utilizar carbo-

no inorgénico con el fin de hacer m4s eficiente la seleccibn

de cepas para la fabricacibn de inoculantes comerciales.
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MATERIAL Y METODOS

Con el fin de observar el crecimiento de cepas de Rhizo-

bium phaseoli bajo diferentes fuentes de carbono, se decidib

realizar experimentos de laboratorio, en los cuales se eva-
lubé el crecimiento de cinco cepas de R. phaseoli bajo dife-
rentes fuentes de carbono a diferentes concentraciones, com-
parando asi los crecimicntos observados entre las cepas y de
terminar si existfan diferencias tanto entre ellas como en

una sola cepa.

Las cepas estudiadas de Rhizobium phaseoli fueron pro-

porcionadas por el laboratorio de Ecologia Microbiana del
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto-

Politécnico Nacional, Unidad Irapuato.

Se utilizaron cinco cepas diferentes, las cuales se ais
laron de suelos con difereantes caracterfsticas como son: pH,
textura y de plantas de frijol de diferente hfbito de creci-

miento (gufa, semigufa y mata) y se denominaron:

CIEA 01: Se aislé de un vertisol pélico de Salvatierra, Gto.
El suelo era ligeramente alcalino y de textura ar-
cillosa, los nbédulos se aislaron de la variedad

apetito morado.

CIEA 02: Se aisld de un vertisol pélico de San Luis de la -

Paz, Gto. E1l suelo era ligeramente alcalino y de
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textura arcillosa, los nédulos fueron aislados de

la variedad canario 107.

CIEA 03: Se aislé de un vertisol pélico de Apasco el Alto
Gto. El1 suelo ligecramente alcalino y de textura
arcillosa, los nédulos se aislaron de la variedad

flor de mayo.

CIEA 04: Se aislé de un entisol éutrico, el sueclo ligeramen
te écido 6-6.5, la textura del suelo es franca, sc

aisl6 de Romita, Gto., del frijol peruano.

CIEA 05: Se aislé de Zacatecas, el tipo de suelo es castaio
zen, el suelo tenfa una textura franca, pH 7.2 -
précticamente neutro, se aislé dec la variedad fri-

jol bayo.

Las cepas antcriores se crecieron en placas por tripli-
cado, en medio extracto levadura manitol agar (ELMA) el cual
fue esterilizado en autoclave a 15 libras de presién, por 15
minutos, se inocularon y se colocaron sensidicos de la marca
Bigaux Diagnéstica S.A. que contenian los siguientes antibié

ticos, para determinar el patrén de resistencia de las cepas

a los mismos:

Ampicilina (Ampi) 10pg
Eritromicina (Eritro) 15 ug
Kanamicina (Kana) 30 ug

Penicilina (Peni) 10 U




Estreptomicina (Strep) 10 ug

Tetraciclina (Tetra) 30 pg

Cloranfenicol (Cloro) 30 He

Acido Naldidixico (Nali) 30 ug

Gentamicina (Genta) -10 ME

Sulfametoxaxol - Trimetropin (St) 25 pug

30

Las placas se incubaron a 29°C durante 24 h, después de

lo cual se registraron 5 patrones diferentes a la resisten--

cia de antibifticos, confirmando asi que las cepas proporcio

nadas posefan caracteristicas difcrentes.

Una
tes, 1las
sin az(l

sirviera

vez confirmado que se trata de organismos diferen-

cepas se pasaron a tubcs inclinados con mcdio ELMA

de browotimol, para mantener el cultivo puro ¥ que

de cepario.

48 h v después sc mantuvieron a 4°C.

Los tubos se incubaron a 29°C de 24 a

El disefio experimental empleado fue completamente alea-

torio con 35 tratamientos y 3 repeticiones.

Los tratamien--

tos estuvieron dados por un factorial completo 5X7 en donde

los factores en estudic fueron: cepas de Rhizobium phaseoli

(5) v tratamientos de fuentes de carbono (7) los cuales se

describen a continuacién:

1) Medio
2) Medio
3) Medio

4) Medio

extracto

extracto

extracto

extracto

levadura 4
levadura 4
levadura 4

levadura 4

ml
ml
ml

ml

glucosa

manitol

NaHCO
NaHCO

3
3

(10 mM)
(10 mM)
( 1 mM)
( 3 mM)
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5) Medio extracto levadura 4 ml + NaHCO3 (5 mM)

6) Medio extracto levadura 4 ml + NaHCO3 (10 mM)

7) Medio extracto levadura 4 ml + NaHCO3 (20 mM)

La forma en que se realizé dicho experimento fue el si-

guiente:

Cada cepa se crecib en 4 ml del medio Extracto levadura
manitol (ELM) completo, esterilizado en autoclave a 15 1li-
bras de presién por 15 minutos, en tubos de cnsayo con tapbn
de rosca, colocidndose cn bafio metab6lico de la marca Ameri-

can Optical modelo 02156, a 29°C y 45 rpm de 48 a 72 h.

Esto se realiz6 con el fin de tener la cepa en cultivo
liquido (caldo) y de aqui tomarla para la siguiente etapa

del cxperimento.

Se tomaron 21 tubos de ensayo a los cudles se les agre-
gb 4 ml del medio basal (Extracto levadura, EL) esterilizado
en autoclave, sin fuente de carbono, ya quec éste se le afa-
di6 de acuerdo al tratamiento correspondiente m4s 0.1 ml del

cultivo 1{quido (ELM).

Los tubos se incubaron en bafio metab6lico a 29°C y 45 -
rpm realizéndose lecturas de densidad Sptica a una longitud

de onda de 550 mm en un espectofotémetro Coleman.

Las lecturas se realizaron a las 0,2,4,6,12,24,48 y 72

h con el fin de observar la tasa generacional de cada cepa,-
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as{ como el crecimiento de las mismas en las diferentes con-

diciones.

Los resultados se sometieron a anélisis de varianza, pa
ra determinar las diferencias entre los tratamientos y cono-
cer la variabilidad entre ellos. Se realizaron ademés gréfi
cas con el objeto de conocer la tasa de generacién y compor-

tamiento de las cepas bajo los diferentes tratamientos.

Medio 1) COMPOSICION DEL MEDIO EXTRACTO LEVADURA MANITOL AGAR i
(ELMA) : 4 "

Para cultivo en caja.

pH 7

Manitol....ceveeenncenenns ees.. 10 g/1

KZHPO4 Ceeeeseans ceccesesannn . 0.5 g/1

MgS0, + 7 Hy ...i... e 0.2 g/1

LT A veev. 0.1 g/1

Extracto de levadura ....... .. 1.0 g/1 5?‘
Agar bacteriolégico ....... .. 21 g/1 Qi
oL ole ceeeeeee. 3 g/l

H20 destilada 1 litro
AzGl de bromotimol 0.5% ml/1 como indicador de crecimiento en

caja.
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Medio 2) EXTRACTO LEVADURA MANITOL (ELM) PARA CRECIMIENTO

EN LIQUIDO.

pH 7

Manitol .. iiiiecriioernaan 10 g/1

KHPO, oo 0.5 g/1

MgSO4 7 HZO ............... 0.2 g/1 .

Extracto de levadura ..... .. 1.0 g/1

HZO destilada 1 litro
2

Medio 3) EXTRACTO LEVADURA (EL) 2
:f'.,

pH 7 o

KZHPO4 ................... 0.5 g/l

MgSO4 7 HZO ............... 0.2 g/1

NaCl ..t iiiiiinenennes 0.1 g/1

Extracto de levadura ....... 1.0 g/1 ;:
=)

H,0 destilada 1 litro e
i
=

PREPARACION DE LA SOLUCION DE NaHCO3 *1
L)

. =

1) Se pesaron 0.84 g de NaHCO3 y se diluyecron a 100 ml en ?7
"

un matraz aforado con agua destilada y se esterilizé por n
filtracién. Esta es la solucién matriz. w

*) 1 ml de la solucién matriz para el tratamiento # 7 que
contiene una concentracién 20 mM.

*) 0.5 ml de la solucién matriz + 0.5 ml de agua destilada
para el tratamiento # 6 que contiene una concentracién S
de 10 mM. »

2) Se pasé 25 ml de la solucibén anterior y se aforé a 100

ml.
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*) 1 ml de dicha solucién para el tratamiento # 5 para obte
ner una concentracién de 5 mM. |

*) 0.6 ml de la solucibén + C.4 ml de agua destilada para el
tratamiento # 4 para obtener una concentracién 3mM.

*) 0.2 ml de la solucibén + 0.8 del agua destilada para el

tratamiento # 3 para obtener una concentracién mM.
" SOLUCION DE GLUCOSA

Se pesé 0.900 g de glucosa y se aforb a 100 ml.

Se tomé 1 ml de la solucibén para una concentracibén de 10 mM.
SOLUCION DE MANITOL

Sc pesé 0.91085 g de manitol y se aforé a 100 ml con agua
destilada, se tomé 1 ml de la solucibén para la concentracién

10 mM.

Las soluciones de glucosa y manitol utilizadas se esteri

lizaron en autoclave 15 minutos a 15 libras de presién.

La solucién de NaHCO; fue esterilizada por filtracién, a
través de membranas Millipore con poro de 0.40 um de difme--

tro.

3

3
s
2.

S
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RESULTADOS

A continuacién se presentan los aspectos mis relevan-
tes del estudio, mostrando en primer lugar los correspondien
tes al crecimiento de las cepas bajo diferentes fuentes de
carbono, y por Gltimo se contrastan dichos comportamientos
en forma integral, contrastindolos con trabajos de otros in-

vestigadores.

Los resultados obtenidos de la resistencia a los dife--
rentes antibibéticos, de las cinco cepas estudiadas de R. pha

seoli se muestran en la tabla 1.

Los resultados del crecimiento de las diferentes cepas

de Rhizobium phaseoli bajo diferentes fuentes de carbono fuc

ron los siguientes:

Los anflisis de varianza realizados con los resultados
obtenidos de este experimento mostraron diferencias estadis-
ticas altamente significativas en el crecimiento de cada ce-
pa bajo los tratamientos de carbono ensayados, ya quc los va
lores de F calculados superaron ampliamente .los valores de
F al 0.05 y 0.01 de probabilidad (cuadros 1,3,5,7 y 9), ade-
mis que los coeficientes de variagién se mantuvieron por de-
bajo del 20% lo que indica baja variacién dentro de los tra-
tamientos. A continuacién se detalla el comportamiento de

cada cepa.




Tabla 1

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE LAS CEPAS DE Rhizobium phaseoli
Antibibtico CIEA 01 CIEA 02 CIEA 03 CIEA 04 CIEA
Cloranfenicol + - + + -
Acido Nalidixico + - - + +
Sulfametoxazol i N .
trimetropin + - - - . -
Penicilina + - ¥ + E -
Gentamicina I - + + +
Kanamicina + - - ' + +
Eritromicina - - o+ . + ) +
Tetraciclina - - - .+ + . +
Ampicilina + SRR SN i
Estreptomicina + - + - i +
+ Resistente
- Sensible
¥ Poco sensible
e TEETILLLLIN WD S G - PR TV )

T Tt raeaw -

05

9¢ -

RS
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Cepa CIEA 01

En la cepa CIEA 01 se encontrbé que la fuente de carbono
mejor utilizada para su crecimiento fue la glucosa, ya que -
su crecimiento promedio fue superior y diferente a los demés

tratamientos (Cuadro 2).

El crecimiento observado con manitol, aunque fue menor
y estadi{sticamente diferente que el mostrado con glucosa, -
fue igual al observado con 5 mM de bicarbonato y si tomamos
en cuenta que Alexander 1980, menciona que el manitol es un
azﬁcarlsimple que es utilizado por los rizobios, se puede -
concluir con ésto que esta cepa presenta una cierta capaci-
dad de crecimiento utilizando bicarbonato como fucnte de car

bono.

El resto de los tratamientos tuvieron un crecimicnto es
tadisticamente menor que los obtenidos con glucosa, manitol
y 5 mM de bicarbonato, 1o cual nos indica que bajo estas con
centraciones el crecimiento se ve afectado significativamen-
te. Con las concentraciones mas bajas de bicarbonato sc puc
de pensar que son insuficientes para su creéimiento, ya que
algunos autores (Robinson, 1967) mencionan que la concentra-
Cién de bicarbonato en el suelo es de alrededor de 2 mM, y -
las concentraciones mas altas pueden inhibir el crecimiento

de esta cepa.

Para hacer m4s patente los resultados anteriormente des

X
2.
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-
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Cuadro 1

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 01 BAJO DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO.

SUMA DE F's F's DE TABLAS

F.V. G.L. CUADRADOS C.M. CALCULADAS 0.05 0.01
Tratamientos 55 2.6288 0.0477 58.285
Fuentes de
Carbono 6 0.139 - 0.0231 28.261 3.87 7.39
Tiempo 7 2.2293 0.3184 388.365 3.44 6.15
Fuentes

* .
Tiempo 42 0.2604 0.062 7.561 1.82 2.35
E.E 112 0.0918 0.0008
Total 167 2.7207

Media General = 0.1594
Coeficiente de variacién = 17.9661
Desviacién de medias = 0.0165

8¢
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Cuadro 2

SEPARACION DE MEDIAS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA

CIEA 01 BAJO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

FUENTES DE CARBONO

CARBONO
Glucosa
Manitol

5 mM NaHCOgz
1 mM NaHCOé
3 mM NaHCOé
20 mM NaHCd3
10 mM NaHCOS

Tratamientos con la misma letra son iguales al

MEDIA
0.2144%
0.1856
0.1636
0.1503
0.1394
0.1313
0.1312

do al método de Tukey.

£/ Promedio de tres repeticiones.

R Y- PRY A

S

N B
- - -

POSICION

a

b
b

na,.

LT

A A oA oo

KRR

LW
ol

TIEMPO

HORA MEDIA POSICION
24 h 0.3119% a
48 h 0.2824 b

72 h 0.2483 c

12 h 0.2474 c

6 h 0.0726 d

4 h 0.0411 de

2 h 0.0366 e
0h

0

0.0345 e

.05 de probabilidad de acuer-

6¢



BRVAS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 01 BAJO. DIFERENTES FUENTES
: DE CARBONO. -

e —— . ——
e . g s "

T et - vy o

TIEMPO h
Glucosa : N 3 mM
fanitol e S S M
1 mM ot lomM
P 20 mM
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critos se puede observar la grifica No. 1 en donde se obser-
va que el crecimiento mayor estf en la curva de glucosa. -
Los crecimientos de manitol y 5 mM de bicarbonato son igua-
les entre si, y los del resto de los tratamientos son meno-

res que los anteriores.

Cepa CIEA 02

Los crecimientos observados en la cepa CIEA 02 fueron

los siguientes:

La fuente de carbono mejor utilizada por esta cepa fuc
el manitol, ya que estadisticamente fue superior y diferente

al resto de los tratamientos (Cuadro 4).

La fuente de carbono que le siguié para su crecimiento
fue el de glucosa, el cual fue inferior al de manitol pero -

superior y diferente que los de bicarbonato.

Con las concentraciones 1,3 y 5 mM de bicarbonato se -
mostré el mismo crecimiento estad{stico, aunque esta cepa -
a diferencia de la cepa CIEA 01, ning(in tratamiento de bicar
bonato igualé a los de los azidcares simples, ya que estos -

fueron menores.

Las concentraciones mayores de bicarbonato estuvieron -

por debajo del crecimiento de los anteriormente dichos.

En la gr4fica 2 se muestran las cinco curvas diferentes




CUADRO 3

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 02 BAJO DIFERENTES
FUENTES DE CARBONO.

SUMA DE F's F's DE TABLAS

F.V. G.L. CUADRADOS C.M. CALCULADAS 0.05 0.01
Tratamientos 55 7.8589 0.1428 120.89
Fucntes de
Carbono 6 1.0503 0.1750 148.101 3.87 7.39
Tiempo 7 5.5829 0.7975 674.767 3.44 6.15
Fuentes

* .
Tiempo , 42 - 1.2256 0.0291 24.6890 1.82 2.35
B.E. 112 0.1323 0.0011
Total 167 7.9913

Media General = 0.2020
Coeficiente de Variacién = 17.028358
Desviaciﬁn de Medias = 0.0198493323

r .




CUADRO 4

SEPARACION DE MEDIAS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA
CIEA 02 BAJO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

FUENTES DE CARBONO

CARBONO MEDIA  POSICION HORA MEDIA POSICION
MANITOL 0.351§ a 48 h 0.4321 § a
GLUCOSA 0.2707 b 72 h 0.4111 a
3mM NaHCOs  0.1855 24 h 0.4038 a
SmM NaHCOs  0.1855 12 h 0.2650 b
1mM NaHCO3  0.1829 6 h ©0.0362 c
10mM NaHCO3  0.1508 d 4 h 0.0313 c
20mM NaHCO3  0.0870 e 2 h 0.0196 c

' 0h 0.0170 c

Tratamientos con la misma letra son iguales al 0.05 de probabilidad de acuerdo al
método de Tukey.

§/ Promedio de tres repeticiones

re
-
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GRAFICA 2

CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 62 BAJO DIFERENTES -FUENTES
‘ : DE CARBONO.
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la de manitol que fue la mayor, siguiendo la de glucosa y -

los tres grupos de bicarbonato al final.

Cepa CIEA 03

Los crecimientos observados en esta cepa fueron simila
res a los observados en la cepa CIEA 02, ésto es, el mayor
crecimiento obtcnido fue en el tratamiento con manitol, el
cual fue superior a todos, la glucosa le siguié sicndo infe
rior el crecimiento que con manitol, pero mayor que con bi-

carbonato.

Con las concentraciones 1,3 y 5 mM de bicarbonato fue
la misma entre s{, pero diferente a las demis concentracio-

nes altas (cuadro 6).

Al igual que en la cepa CIEA 02 ninguna de las concen-
traciones de bicarbonato igualé al crecimiento que con los

azlcares simples.

Lo anteriormente anotado se puede observar en la grifi
ca 3, en donde se ven las dos curvas de mayor crecimiento -
que fueron manitol y glucosa, y finalmente las curvas de -

crecimiento con bicarbonato.

Cepa CIEA 04

En la cepa CIEA 04 observamos que el mejor crecimiento
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CUADRO 5

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 03 BAJO DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO ‘

SUMA DE F's F's DE TABLAS

F.V. G.L. CUADRADOS C.M. CALCULADAS 0.05 0.01
Tratamientos 55 7.4180 0.1348 193.919
Fuentes de
Carbono 6 0.9139 0.1523 219.02 3.87 7.39
Tiempo 7 5.4185 0.7740 1112.959 3.44 6.15
Fuentes

*
Tiempo 42 1.0855 0.0258 37.16 1.82 2.35
E.E. 112 0.0778 0.0006
Total 167 7.4959

Media General = 0.2002
Coeficiente de variacién = 13.172222
Desviacidn de Medias = 0.0152262

&
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CUADRO 6

SEPARACION DE MEDIAS DE ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 03
BAJO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. ’

FUENTES DE CARBONO

CARBONO MEDIA POSICION HORA MEDIA POSICION
MANITOL 0.3097§  a | 48 h 0.44975 a
GLUCOSA 0.2830 b 72 h 0.4329 a
1mM NaHCO 0.2040 c 24 h 0.3669 b
3mM NaHCOs 0.2021 c 12 h 0.2241 c
SmM NaHCO3 0.1964 c 6 h 0.0441 d

10mM NaHCO3 0.1166 d 4 h 0.0301 d

20mM NaHCO, 0.0897 e 0 h 0.0284 d

' 2 h 0.0260 d-

Tratamientos con la misma letra son iguales al 0.05 de probabilidad de acuerdo al
método de Tukey

§/ Promedio de tres repeticiones

L
~
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GRAFICA 3

CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 03 BAJO DIFERENTES FUENTES
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CUADRO 7

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 04 BAJO DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO.

SUMA DE F's F's DE TABLAS

F.V. G.L. CUADRADOS C.M. CALCULADAS 0.05 0.01
Tratamientos 55 3.8765 0.0704 131.652
Fuentes de :
Carbono 6 0.2287 0.0381 71.204 3.87 7.39
Tiempo 7 3.3145 0.4735 884.438 3.44 6.15
Fuentes

*
Tiempo 42 0.3333 0.0079 . 14.823 1.82 2.35
E.E. : 112 0.0599 0.0005
Total 167 3.9365

Media General = 0.1687
Coeficiente de Variacién = 13.7236118
Desviacién de Medias = 0.0133588303

~
e}




CUADRO 8

SEPARACION DE MEDIAS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA

CIEA 04 BAJO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

FUENTES DE CARBONO

CARBONO MEDIA POSICION HORA MEDIA
GLUCOSA 0.1725§ a 48 h 0.3414 §
MANITOL 0.2161 b 72 h 0.3336
10mM NaHCOgz 0.1582 c 24 h 0.3327

SmM NaHCOé 0.1536 c 12 h 0.2050

SmM NaHCOé 0.1534 c 6-h 0.0398

1mM NaHCOé 0.1449 c 4 h 0.0349

20mM NaHCO% 0.1225 d 2 h 0.0335
Tratamientos con la misma letra son iguales al .05 de probabilidad de

al método de Tukey.
§/ Promedio de tres repeticiones

POSICION
a

a

acuerdo

0sS .
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GRAFICA 4

CURVAS'DE CRECIMIENTOS DE LA CEPA CIEA 04 BAJO DIFERENTES FUENTES
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que se obtuvo fue con glucosa, el que fue estadisticamente

mayor a los demés tratamientos.

Con manitol hubo crecimiento menor que con glucosa, pe-

ro mayor que con bicarbonato.

Con las concentraciones 1,3,5 y 10 mM de bicarbonato se
obtuvo el mismo crecimiento entre ellos, aunque fue menor -
que con los azlcares pero mayor que con la concentracién de

20 mM (Cuadro 8).

En esta cepa tampoco se observé que el crecimiento con
bicarbonato fuera similar o igualara a la de los azficares -

simples.

Para dcmostrar lo anterior podemos observar la gréfica
4, en donde la curva de glucosa es superior a todas las de--
mis, la curva de manitol es superior que las de los diferen-

tes tratamientos de bicarbonato.
Cepa CIEA 05

En el crecimiento de esta cepa el efecto de glucosa y -

manitol fue el mismo, estadf{sticamente fueron superiores y -

diferentes a los de bicarbonato.

Con las concentraciones de 1,3,5 y 10 mM de bicarbonato
fueron iguales entre sf, pero no se observé que alguna con--

centracién igualara a la de manitol o glucosa (Cuadro 10).
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En 1la gréfica 5 observamos que las dos curvas, la de ma
nitol y glucosa son superiores a las observadas con bicarbo-
nato, pero son iguales estadisticamente entre si, y por deba
jo de ellas se encuentran las curvas con los diferentes tra-

tamientos de bicarbonato.




CUADRO 9

ANALISIS DE VARIANZA PARA LEL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA 05 BAJO DIFERENTES FUENTES

DE CARBONO.
SUMA DE

F.V. G.L. CUADRADOS C.M.
Tratamientos 55 3.2884 0.0597
Fuentes de
Carbono 6 0.1361 0.0226
Tiempo 7 2.9426 0.4203
Fuentes

*
Tiempo 42 0.2096 0.0049
E.E. 112 0.0661 0.0005
Total 167 3.3546

Media General = 0.1262
Coeficiente Variacién = 19.2677
Desviaci@n de Medias = 0.01403

F's
CALCULADAS

101.185
38.392

711.433

8.448

F's DE TABLAS

0.05 0.01
3.87 7.39
3.44 6.15
1.82 2.35

w
o




CUADRO 10

SEPARACION DE MEDIAS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CRECIMIENTO DE LA CEPA CIEA

05 BAJO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

CARBONO
GLUCOSA
MANITOL
SmM NaHCO

™

1mM NaHCO

S

10mM NaHCO

-

3mM NaHCO

20mM NaHCOS

MEDIA
0.1725§
0.1657
0.1213
0.1119
0.1102
0.1092
0.0915

POSICION

a

a

o o o o

HORA

48
24
72
12

=~ S~ 2 -

MEDIA
0.3142§
0.3008
0.2659
0.0797
0.0119
0.0119
0.0119
0.0119

POSICION

A A A A

Tratamientos con la misma letra son iguales al 0 05 de probabilidad de acuerdo al
método de Tukey

§/ Promedio de tres repeticiones

(7}
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DISCUSION

En base a los resultados anteriormente descritos, se

aprecian diferencias en cuanto al comportamiento de cada ce-

pa.

Como se vib, el comportamiento de la cepa CIEA 01 fue
completamente difercnte al resto de las otras cepas, ya que
ésta crccib estadfsticamente igual con bicarbonato que con
uno de los azlicares simples utilizados por los rizobios, nin

guna de las cepas rcstantes mostraron csta capacidad.

En las cepas 02, 03, 04 y 0S5 aunque no crecieron igual
que con ﬁanitol y glucosa, se observé que con las concentra-
ciones bajas (1,3 y 5 mM) de bicarbonato tuvieron un creci-
miento similar entre ellas y con las concentraciones altas -
(10 y 20 mM) de bicarbonato el crecimiento en todas las ce-

pas fueron muy bajas y poco significativas.

Se habla de concentraciones altas y bajas de bicarbona-
to que influyen de alguna manera el crecimiento de los rizo-
bios, pero es importante destacar la concentracibén del mismo

que existe gcneralmente en el suelo.

Como sabemos el CO2 cuando se disuelve con el agua for-
ma H2C03 y ésto es en proporcibén directa a la concentracién

de CO2 en el aire circundante.

En base a ésto y a estudios hechos por Robinson (1967)
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indican que al iniciarse una cosecha la concentracién de -
HCOé en el suelo es de alrededor de 83 ppm que equivalen a -
1.36 mM de HCO& por Kg de suclo. Al terminar la cosecha, 1la
concentracién se eleva a unas 155 ppm 1lo que equivale a

1.98 mM de HCOé por Kg de suelo.

En el rango de estas concentraciones la cepa CIEA 01 -
crece al igual que con manitol, lo cual nos indica que esta
cepa podrfa creccer perfcctamente en estas condiciones sin -

que exista materia orgdnica de la cual pudiera alimentarse.

La diferencia de concentracién de HCO; al inicio y al
término de la cosecha se debe (Ortiz Villanueva y Ortiz So-
lorio 1980) a que el CO2 en el suelo aumenta por los produc-

tos de deshecho de plantas y microorganismos.

Cuando mencionamos los efectos de las altas concentra-
ciones de HCO& y el bajo crecimiento de los rizobios se pue-
de pensar que es afectado porque las concentraciones eleva-
das afectaron el metabolismo de las bacterias y a ésto se le
puede atribuir el poco creccimiento de Rhizobium en estas
condiciones, sin embargo no se puede hablar de una mortali-
dad porque hubo crecimiento, se puede pensar en una inhibi-
cibén, pero no existen antecedentes que nos indiquen concen-

traciones de m&s de 10 mM de HCO% en el suelo.

Por lo tanto como ya ha sido anotado, la cepa CIEA 01 -

demostrd tener la capacidad de crecer tanto con azlcares sim
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ples como con bicarbonato en la misma magnitud, con ésto mos
tramos otra evidencia experimental mas sobre los trabajos -
que han sido rcalizados con algunas cepas del género Rhizo-

bium capaces de fijar COZ'

En este sentido se pueden mencionar los experimentos -
que realizaron Valley y Rettger (1927), Jackson y Coleman -~
(1959), Lowec y Lvans (1962), Vance (1983), los cualcs dcmos-
traron la fijacibn de CO, por los rizobios, cncontrando las
enzimas caracteristicas como son fosfoenol piruvato carboxi-
lasa que poseen organismos capaces de fijar COZ’ ademis cuan
do no habfa CO2 en el aire no se obtenia crecimiento dec es-
tas cepas. En otros experimentos demostraron que la fija-
cién de nitrégeno estaba correlacionada con la fijacibn de -
CO2 en estas bacterias. Estos experimentos se han realizado
desde hace varios afios, pero nadie ha enfocado esta caracte-

ristica para una mejor seleccién de cepas.

En nuestro trabajo, la cepa que mis nos 1llamb la aten-
cién fue la cepa CIEA 01 por su comportamiento dentro del ex
perimento ya que esta cepa crecié muy répido, sus colonias -
fueron grandes y abundantes, mientras que las demis cepas cO
mo la CIEA 05 tenfa colonias pequeflas y fueron lentas para -
crecer, en relacién a la cepa CIEA 0l1. Esta cepa ademésvde -
tener la capacidad para utilizar bicarbonato, mostré una -
gran resistencia a cambios de pH y temperatura, ya que no im

portaba si el medio de cultivo estuviera 4cido o alcalino. -
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Si ademds tomamos en cucnta que las ccpas con las que se rea
1iz6 el experimento fueron de crecimiento répido, infectivas
y efectivas (parémetros dados por CINVESTAV) debieran tomar-
se cn cuenta para otros cXperimentos posteriores como sobré-

vivencia en suelo.

Con lo anteriormente expuesto sobre la cepa CIEA 01 po-
dcmos apreciar una gran ventaja, que no necesita materia or-
ginica para su crecimicnto. Ya que los suelos de México son
bajos en materia orgédnica (2% aproximadamente) limitan el -
desarrollo de estas bacterias, por lo que cepas como las -

CIEA 01 scrian Gtiles en nuestro pais.

Como sabemos, para la seleccién de cepas de Rhizobium -
se ha tomado en cuenta solamente la infectividad y la efecti
vidad pero con el expcrimento anterior y tomando en cuenta
los resultados obtenidos, podemos observar que existen algu-
nas cepas con la capacidad de tomar carbono inorgénico y es-
ta capacidad debiera, ademids de las anteriores, tomarse en
cucnta para la seleccién de cepas, ya que no serfa una limi-
tante para el crecimiento de rizobios en suelos con materia

orgénica escasa.
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CONCLUSIONES

Las cepas de Rhizobium phaseoli estudiadas utilizaron di

ferentes fuentes de carbono para su crecimiento éptimo.

a) La cepa CIEA 01 crecié en la misma proporcién con 5 -
mM de bicarbonato y 10 mM de manitol.

b) Las cepas CIEA 02 y 03 crecieron mejor con manitol -
10 mM.

c) La cepa CIEA 04 obtuvo mayor crecimiento con glucosa
10 mM.

d) La cepa CIEA 05 crecib en la misma magnitud con mani-
tol 10 mM y glucosa 10 mM.

La cepa CIEA 01 de Rhizobium phaseoli fue la finica que

mostrd capacidad de crecer en condiciones 6éptimas con bi
carbonato como fuente de carbono.

Las cepas CIEA 02, 03, 04 y 05 no fucron capaces de uti-
lizar bicarbonato para un crecimiento éptimo.

En una misma cepa cxistieron diferencias en cuanto al
crecimiento, en funcién de la fuente de carbono y la con
centracién de la misma.

Cepas de Rhizobium con capacidad de utilizar bicarbonato
serfan Gtiles para mejorar los inoculantes utilizados en

los diferentes suelos dedicados a la Agricultura.
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