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1. INTRODUCCION



El nitrb6geno es componente de protefnas, &cidos nucleicos

y otras moléculas esenciales para los seres vivos, constitu-
yéndose en un elemento indispensable para la vida en el pla-
neta. Se lo encuentra en los tres grandes compartimientos de
la bipsfera: suelos, mares y atmbsfera, siendo en esta filtima
donde se lo halla en mayor proporcibén. Entre estos tres com-
partimientos existe una interrelacifn entre los compuestos
nitrogenados debido a procesos naturales que se los conoce en
su conjunto como "ciclo del Nitr6geno". Cuando un ecosistema
se encuentra en equilibrio, este ciclo, por si solo, abastece
al suelo del nitr6geno necesario para el desarrollo de los
seres vivos. Este equilibrio se altera en la mayoria de las
explotaciones agricolas, donde gran cantidad del nitr&geno
fijado no retorna al suelo, traduciéndose en un empobrecimien-
to del mismo en desmedro de los rendimientos, situacién que
se va agravando con las cosechas sucesivas y la aplicacién de
nuevas técnicas dirigidas a incrementar la produccibén por &rea.
Por lo tanto, para mantener la fertilidad de los suelos, es
necesario el aporte de nitrb6geno mediante el uso de fertili-
zantes quimicos. Una alternativa a este empleo es aumentar
la fijacibn biol6gica de nitr6geno, que naturalmente es rea-
lizada por un grupo de microorganismos procariotas quienes
poseen un sistema enzim&tico (la nitrogenasa) que cataliza
la reduccién del nitr6geno molecular a amonio, el cual es
luego utilizado por diferentes rutas metabblicas y. transfe-
rido a cadenas hidrocarbonadas para dar lugar a los compues-
tos que contienen este elemento. El principio en que se basa
la pré&ctica de fertilizacibn mediante microorganismos es uti-
lizar aquellos gque normalmente llevan a cabo estas transfor-
maciones, pero seleccionando los m&s capaces y de esta forma
incrementar la produccibn vegetal y reducir el consumo de fer-
tilizantes de elevado precio y, a largo plazo, contaminantes
de los ecosistemas.

En el siguiente esquema se muestran las asociaciones sim-
bibticas m&s importantes capaces de fijar nitr6geno atmos-

férico.

SISTEMAS SIMBIOTICOS

- Leguminosas con bacterias del género Rhizobium
- Arboles y arbustos (Angiospermas no leguminosas) con actino-
micetes del género Frankia. (1)

(2)

- Gimnospermas con cianobacterias del género Nostoc



- Helechos acuiticos del género Azolla con algas del género

(3)

Anabaena .

Es de hacer notar que existen otros sistemas de fijacién
biol6gica de nitrb6geno donde no se presenta la organizaci6én
del sistema simbi6tico, tales como la Rizocoenosis existente
entre pasturas tropicales y bacterias del género Azotobacter
Y Azospirillum, pero debido a las diferencias observadas en-
tre ensayos "in vitro" y en su habitat natural estos siste-
mas han perdido en la actualidad confiabilidad como fertili-
zantes biolb6gicos aunque se siguen realizando estudios con
el objeto de que pueda ser explotada en el futuro la poten-
cialidad de los mismos.

Tenemos adem8s un gran nmero de microorganismos aero-
bios, facultativos y anaerobios capaces de fijar N2 atmosfé-
rico en vida libre, pero la importancia cuantitativa de estos
sistemas es escasa debido a su gran dependencia de sustratos

carbonados en el suelo para poder llevar a cabo la fijacién.

1.1. IMPORTANCIA DEL SISTEMA SIMBIOTICO RHIZOBIUM-LEGUMINOSAS

De lo expuesto surge que los sistemas simbibdticos son los
mis eficientes en fijar nitrbgeno y de entre ellos la asocia-
cibn leguminosa-Rhizobium es tal vez la més importante debido
a que la explotacibn agropecuaria de las leguminosas estd dis-
tribuida en todo el mundo ya sea como forrajeras o fuentes de

(4)

granos ricos en protefnas. Burris y Hardy sugieren la can-

tidad de 175 millones de toneladas de nitr6geno anuales fija-
(5)

dos biol6gicamente y segln Hardy y Havelka casi la mitad de

esta cifra (alrededor de 80 millones de toneladas) correspon-

den a la fijaci6n simbibtica Rhizobium-Leguminosas. La inter-

calacién de las leguminosas bien noduladas en las rotaciones,

o el empleo de éstas como abono verde permiten mantener un ni-
vel adecuado de nitrbgeno asimilable en el suelo.

La utilizacibn tecnolbgica de este sistema simbibtico se
realiza por medio de la préctica de la inoculacibn, que con-
siste en agregar a las semillas, o al suelo, en el momento de
la siembra, una dosis de bacterias de la especie de Rhizobium
especifico para la leguminosa de que se trate. Los microorga-
nismos pueden ser agregados en suspensiones liquidas (caldos

de cultivo) o en polvos de materiales que sirven de soporte



a los mismos (inoculantes). Las cepas utilizadas deben reunir
una serie de requisitos, siendo el m&s importante el de ser
probadamente eficientes en la fijaci6én de nitr8geno, y esta
cualidad es conocida a través de adecuados estudios de selec-
cibn de estirpes.

El &xito de la inoculacib6n depende, entre otros factores,
de la calidad del inoculante empleado, la que a su vez est&
relacionada con el nfimero de células viables por unidad de
peso o volumen de producto, con el tipo de cepa de Rhizobium
utilizada, y con el comportamiento de la cepa utilizada en el
ecosistema donde es implantada. Todos estos factores dependen
de la posibilidad de obtener caldos de Rhizobium, por procesos
fermentativos, con una aceptable riqueza en células viables,
de una adecuada elaboracibn y conservacifén del inoculante obte-
nido, de la forma en que se realice la inoculacibén de las se-
millas y de utilizar las cepas recomendadas por los organismos
pertinentes que sean probadamente eficaces en el &rea donde
se va a utilizar ese inoculante. Para que lo mencionado ante-
riormente se cumpla es fundamental proceder a un control de
los inoculantes que circulan en el mercado que no se limite
s6lo a medir la riqueza en células viables sino tambi&n que
aconseje y/u obligue el uso de determinadas cepas de Rhizo-
bium que hayan sido seleccionadas por los institutos de in-
vestigacién que llevan a cabo este tipo de estudios.

Debido a lo expuesto surge el objetivo de este trabajo
gque consiste en un estudio de obtencibn, conservacién y com-
portamiento de un inoculante para poroto (Phaseolus vulgaris).
Dicho cultivo en nuestro pafs abarca una superficie de
230.000 hect8reas con una produccién anual de 250.000 ton.
siendo la provincia de Salta la mayor productora con el 60%
del total(6).

En este trabajo se estudian en primer término los reque-

El 70% de lo producido se exporta.

rimientos nutricionales de una cepa de Rhizobium phaseoli
(F-45) a partir de los cuales surge un medio de cultivo con
el que se realizan estudios de obtencifn de caldos, en tres
sistemas diferentes, para la impregnacién de soportes. Como
tal se utilizé turba, que es el recomendado internacionalmen-
te, y se estudian distintas variables que afectan la super-
vivencia de las bacterias en el mismo. Posteriormente se
realiza un estudio de seleccifn de cepas de Rhizobium phaseo-

li. Estos ensayos se cumplen en dos etapas: a) en cémara de



clima controlado como preseleccibn, y b) a campo como estudio
definitivo del comportamiento de los inoculantes en dos cam-
panas agricolas sucesivas. Por filtimo se indican los primeros
resultados sobre la influencia del "estado fisiol8gico" de 1la
bacteria en la formacibdn de nbédulos utilizando, para este fin,
células obtenidas en un sistema de cultivo continuo (quimios-

tato) a diferentes velocidades especificas de crecimiento.

1.2. CARACTERISTICAS TAXONOMICAS DE LOS SIMBIONTES

1.2.1. La Planta.

Los miembros de la familia de las Leguminosas son los invo-
lucrados en la simbiosis con Rhizobium. Esta familia se encuen-
tra dividida en tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae
y Papilionoideae. A esta Gltima pertenecen la mayoria de las
tribus de interé&s econfmico.

La leguminosa usada en este trabajo pertenece a la tribu
Phaseoleae y dentro de ésta al género Phaseolus. Este género
comprende una gran cantidad de variedades y la "alubia" utili-
zada estaria comprendida en la variedad compressus DC(7).

Si bien la simbiosis resulta de la asociacibn entre el
Rhizobium y una leguminosa, ha sido informada la existencia
de asociacifn simbibtica entre un Rhizobium sp y una no legu-
minosa que en principio se creyb5 que era Trema aspera pero
estudios posteriores demostraron que era un miembro de las
Ulmaceae denominada Parasponia sp (Parasponia y Trema fueron
confundidas frecuentemente en el pasado)(B). Este es el finico
caso conocido de simbiosis fijadora de Nitr8geno con Rhizobium

donde el macrosimbionte es una no leguminosa.

1.2.2. La Bacteria.

El microorganismo que interviene en la simbiosis pertenece
al género Rhizobium, que junto con el género Agrobacterium
forman la familia Rhizobiacea. Esta es una de las cinco fanmi-
lias en que el Manual Bergeys divide a los cocos y bacilos
aerobios gram (-)(9). Morfolb6gicamente son bacilos, que mi-
den entre 0,5-0,9 x 1,2-3 micrones, mbviles en cultivos jbve-
nes. La observacibdn microscdpica por contraste de fases mues-
tra la presencia de bandas cruzadas refringentes de poli-B-
hidroxibutirato.

El género Rhizobium se divide en seis especies de acuerdo



a los vegetales m&s significativos que &stos pueden infectar
(grupos de inoculacibn). Las especies son: R. lequminosarum,
R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R. lupini y R. japoni-
cum. En esta clasificacifn no se incluyen cepas consideradas
promiscuas (que poseen un amplio rango de infeccibn) tales
como los grupos de inoculacibén de caupi y lotus. Esta clasi-
ficacibn es controvertida ya que se sabe que Rhizobium espe-
cificos para una determinada planta pueden diferir en sus
propiedades morfolbgicas, inmunolbgicas y/o bioquimicas y
por el contrario Rhizobium considerados de diferentes espe-
cies pueden tener caracteristicas similares. Por tanto algu-
nos autores consideran que dicha clasificacibn no es suficien-
te para diwidir el género en seis especies y lo dividen en
dos grupos de acuerdo a sus caracteristicas culturales:
a) de crecimiento ripido y b) de crecimiento lento. El pri-
mer grupo, constituido por R. trifolii, R. meliloti, R. lequ-
minosarum y R. phaseoli, tienen un tiempo de generacién entre
2 y 4 horas, tienden a acidificar el medio de cultivo y pro-
ducen gran cantidad de goma en cultivos en medio liquido. Son
méviles en cultivos j6bvenes, debido a que poseen de 2 a 6 fla-
gelos peritricos. El segundo grupo constituido por R. lupini,
R. japonicum y R. sp. (Caupi), tienen un tiempo de generacibn
entre 6 y 8 horas, alcalinizan el medio de cultivo, y produ-
cen menos goma que los del grupo de crecimiento r&pido. Son
mbéviles por la presencia de un flagelo polar o subpolar.

Las bacterias del género Rhizobium son aerbbicas, quimior-
ganbtrofas y la temperatura a la cual su desarrollo es 6ptimo

estd comprendida entre 28 y 30°C.

1.3. INICIACION DE LAS INTERACCIONES ENTRE RHIZOBIUM Y LAS
RAICES DE LAS LEGUMINOSAS

L 31. Crecimiento de Rhizobium en la rizosfera.

El primer nivel de interaccifn entre la raiz y la bacte-
ria ocurre en la rizosfera, donde se presenta una estimula-
cifdn al desarrollo de los microorganismos. Este estimulo fue
descripto por Nutman (12), quien propuso que "una leguminosa
dada tiende a promover la multiplicacién de las bacterias
capaces de infectarla mi&s que a las restantes". Este enuncia-

do puede ser considerado como una teorfa de "estimulacidn



especifica" pero pocas experiencias corroboran esta afirmacién
(14). Actualmente se acepta que existe una estimulacién selec-
tiva pero no especifica del desarrollo de Rhizobium, ya que
diferentes especies de este género son estimuladas a crecer

tanto por su leguminosa huésped como por macrosimbiontes a

los que no pueden infectar(ls). En base a los resultados informa-
dos hasta el momento Deverall (citado por Schmidt(l4)) concluyb
que no hay evidencia de un estimulo especifico como un meca-
nismo diferencial de la interaccifn simbibftica. Recientemente
Schmidt y col.(Sl) muestran evidencias de que para el caso de

la simbiosis R. phaseoli-Phaseolus vulgaris no existe un esti-
mulo rizosférico para el aumento de la poblacibn bacteriana,
especialmente de los Rhizobium especificos.

Estudios ' recientes han demostrado que las respuestas del
huésped a la inoculacibén con el Rhizobium tienen lugar en las
primeras 2 a 4 horas siguientes a la misma. Adem&s se ha in-
formado que la planta exuda sustancias, todavia desconocidas,
que producen modificaciones en la bacteria que favorecen una

mds rédpida infeccibn y nodulacién(54).

1.3.2. Mecanismos de reconocimiento entre bacterias y superficie
radicular. .

El segundo paso en la interaccidn entre los simbiontes es
la adhesibén del Rhizobium a la superficie radicular. El reco-
nocimiento entre ellos es considerado como el evento inicial
que resulta en una respuesta bioqufmica, morfolbgica o fisio-
l6gica que serfa responsable de la interaccibén expecifica
microorganismo-planta. Existe en la actualidad evidencia expe-
rimental de que las lectinas (glucoproteinas vegetales) pre-
sentes en las rafces de las leguminosas serian las moléculas
responsables del reconocimiento mutuo al actuar como un puen-
te entre ambos simbiontes. Ademds se postula que en este
punto de las interacciones es donde se manifiesta la especifi-
cidad existente en los grupos de inoculacibn cruzada y por
tanto estas mol&culas serian las responsables del delicado

(16) (17)

mecanismo de reconocer los hu&spedes especificos El

rol de las lectinas fue propuesto ya en 1974 por Bohlool y
Schmidt (lB)al encontrar que las lectinas de la soja se com-
binaban especificamente con 22 de 25 cepas de Rhizobium japo-
nicum y no se unieron con otras 23 de Rhizobium sp. incapa-
ces de nodular esta leguminosa.

Si bien existen estudios con resultados contrarios a la

(19)(20)(21)'

teorfa de las lectinas en la actualidad se cuen-

ta con una amplia bibliografia a su favor que se menciona en



los trabajos de revisibén de Dart 1977(22); Schmidt 1979

Broughton 1978(23) y Dazzo 1982(17)
teorfa, las lectinas, moléculas de tipo multivalente que se

(14)

entre otros. Seglin esta

encuentran situadas en determinados sitios ("sitios de infec-
cibén") del pelo radical, interaccionan a manera de un sistema
inmunolfgico de antigeno-anticuerpo con determinantes de tipo

lipopolisaciridos presentes en la pared de la bacteria(24) o

(25) (26) . De esta

con polisaclridos capsulares de la misma
forma se produciria la adhesibn del Rhizobium a la raiz y
esta unibén siempre ocurre con el eje mayor de la bacteria
perpendicular a la superficie de la rizoplana. Pareceria que
los determinantes capaces de unirse a las lectinas son de
carfcter ttransitorio y su presencia en la pared o clpsula bac-
teriana seria funcibén del "estado fisiolb6gico" de la bacte-
ria(27)(28)(29).
1.3.3. Curvatura de los pelos radicales.

La primera respuesta visible de la planta a la unibn de
la c€lula de Rhizobium es la deformacién del pelo radical.

(30)(31); deformacién

Hay varias categorias de deformacibn
moderada, ramificacibn y deformacifén extrema. La primera de
ellas no es especifica y puede ser causada por Rhizobium
heter6logos y tambié&n por filtrados del medio donde se desa-
rrolla la bacteria. En la misma parecen intervenir hormonas
de crecimiento sintetizadas por el microorganismo. La rami-
ficaci6bn de los pelos radicales parece ser producida por un
polipéptido pequeno (PM 5000). Este tipo de deformacibn, si
bien es m8s especifico que el primero, tambié&n suele ser
observado en combinaciones no homélogas. El tercer tipo de
deformacibén es producido finicamente por el Rhizobium hom&-

logo y consiste en el torcimiento en 180 grados de la punta

del pelo radical ("cayado de Pastor"). La sustancia que pro-
duce tal deformacibn parece estar unida a la superficie
bacteriana(30).

1.3.4. Iniciaci6n y desarrollo del hilo de infeccibn.

Los "sitios de infeccién" no tienen la misma distribucibn
en las raices de diferentes leguminosas. Por ejemplo, en soja
la infeccién tiene lugar en la base de la emergencia del pelo

radical y en alfalfa y Caupi, la misma ocurre mis frecuente-
mente en la zona de la raiz que est8 creciendo a mayor velo-



cidad(31).

El mecanismo de entrada del Rhizobium es afin discutido. Se

(32)

consideraba acertada la hipb6tesis de Nutman , quien decfa
que este proceso ocurrfa debido a una invaginacién de la pared
del pelo mediante un mecanismo no conocido, y esta invagina-
cibn originarfa el "hilo de infeccién". Estudios posteriores
de N&poli y Hubbel(33) utilizando microscopia electr®nica
soportaban esta teoria, pero posteriormente nuevas investi-
‘gaciones, que demostraron la produccifn por Rhizobium de
enzimas capaces de hidrolizar polisacaridos(34)(35), hicie-
ron reinvestigar este proceso y Callaham (citado por Hubbel
(36)) demostr6, por nuevos estudios de microscopifia electré-
nica, la evidencia de gque las cé&lulas de Rhizobium invaden

los pelos radicales por penetracifn directa luego de degra-
dar la pared celular. De esta forma reaparece la teorfa de
Fahraeus y Ljungren(37) de que las enzimas pectolfticas

juegan un importante papel en el proceso de infeccién, pero
estos autores proponfian que las enzimas eran producidas por

la planta como consecuencia de la induccibén por Rhizobium.

Hubbell(36) en base a los resultados enunciados hasta el

momento propuso una hip6tesis que &1 denomina "de unificaci6n"
\ya que comprende la idea de la uni6n por las lectinas(ls),

?a hipbtesis de infeccibdn por enzimas pectoliticas (poligalac-

(37)

turonasa) de Fahraeus y Ljungren y los estudios sobre

enzimas extracelulares de Rhizobium (pectinasas, hemicelula-
sas y celulasas)(34)(35). Esta hipStesis comprende los
siguientes puntos: a) Las lectinas de las cé&lulas radicales
son similares en estructura y/o funcibtn a las enzimas extra-
celulares de Rhizobium. A este sistema (lectinas y enzimas)
lo denomina componente LE. b) El sistema LE puede ser indu-
cible o constitutivo. c) La posibilidad de que se produzca

la unién de las lectinas del macrosimbionte con la bacteria

o las enzimas del microsimbionte con la rafz dependerd de la
existencia del sustrato adecuado en cada uno de ellos o de una
adecuada afinidad enzima-sustrato. La actividad hidroliftica
puede o no ocurrir luego de la unién. d) El sistema LE podrfa
ser pectolitico aunque no se descarta la posibilidad de que
otras hidrolasas (celulasas, hemicelulasas, etc.) puedan
estar incluidas. e) Los componentes de la pared celular de un

simbionte que es reconocido por el otro (sistema tipo antigeno-



anticuerpo) pueden ser polisacdridos capsulares extracelula-
res, lipopolisaciridos, pectinas o cualquier componente de
naturaleza polisac8rida que esté asociado a la pared. Si bien
esta hip6tesis contempla la mayorfa de los resultados experi-
mentales logrados hasta el presente y es muy "tentadora",
todavia faltan estudios que la aseveren y ademis es necesario
hacer coincidir con ella otros resultados muy recientes como
los de Abe et al.(38)

co compuesto por restos de glucosa con uniones B 1-2 y que se

quienes encontraron que un glucano cifcli-

hallan en el espacio periplasmi&tico de células de Rhizobium
trifolii promueven la formaci6n de n6dulos. La presencia de
este tipo de glucanos ciclicos en células de Rhizobium ya ha-

bia sido‘informada(39)

y tambi&n se habfa puesto de manifies-
to la presencia en el espacio periplasmitico de Rhizobium de
sustancias de naturaleza glucfdica que promueven la formacién
del "hilo de infeccién"(40).

El "hilo de infeccifn" es una estructura tubular cuya su-
perficie interna esti formada por celulosa y se encuentra
rodeado por la membrana plasmidtica de la cé&lula huésped. Este
tubo encapsula a las cé&lulas de Rhizobium, las que se encuen-
tran ordenadas linealmente extremo a extremo. Las bacterias
en este estadio son similares a las observadas en los cultivos
"in vitro" y presentan prominentes grdnulos de poli B hidroxi-
butirato(sz).

Al crecimiento del hilo lo preceden modificaciones en el
tejido cortical de la rafz como son un incremento del tamano
de las células externas y mayor divisi6én de las cé&lulas cor-
ticales internas. Probablemente debido a que el Rhizobium ha
degradado la pared del hilo, las bacterias se ponen en contac-
to con la cé&lula huésped y son liberadas en el interior de
la misma(zz). En este momento las bacterias son similares a
las que se observan en el hilo de infeccibn pero presentan
la particularidad de estar envueltas por una membrana y ade-
m&s contienen menor cantidad de grd&nulos de Poli B hydroxi-
butirato. Cabe senalar que no todos los hilos de infeccidn
dan lugar a n6dulos y que alrededor de 1 cada 70 hilos

llegan a dicho estado.
1.3.5. Desarrollo del n6dulo.

Las bacterias liberadas en el interior de las cé&lulas ve-

getales son encerradas por estructuras membranosas producidas
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por la planta y alli se multiplican activamente.

Las células vegetales invadidas detienen su crecimiento y
se engrosan (alcanzando hasta 10 veces su tamafo oriqginal)
debido a un gran incremento en el nfimero de mitocondrias y
pl&stidos. Estas c&lulas se encuentran rodeadas por otras
no infectadas que pueden dividirse y ambas dan lugar al teji-
do central del nb6dulo que es donde se producir8 la fijaci6n
de nitr6geno.

Las células corticales que comenzaron a multiplicarse
activamente, como una consecuencia del canal de infeccibn,
dar&n lugar a tejidos no infectados que forman la corteza vy
los cordones vasculares por medio de los cuales el tejido
central deld nbdulo se comunicar8 con el sistemna vascular de
la rafz.

De esta forma el tejido central maduro queda constituido
por grandes células llenas de bacterias modificadas (bacteroi-
des) observ&ndose la presencia de leqg hemoglobina y gré&nulos
de almidbébn rodeando a los microorganismos, y células vege-

tales no infectadas(zz)(4l)(42).

1.3.6. Fijaci6n de Nitr86geno en el Nb6dulo.

La fisiologia y bioquimica del proceso de fijacién han
sido muy estudiadas y existe gran cantidad de bibliografia
de revisibn entre la que podemos mencionar a Pate 1977(45),
Bergersen 1975(46), Orme-Johnson 1977(47) y Evans et al.
1977 48)

Los procesos mis importantes que tienen lugar durante la
fijaci6ébn de Nitrb6geno atmosférico se muestran en la figura 1.
En la misma estin esquematizadas las relaciones existentes
entre los bacteroides y la Nitrogenasa de los mismos con
los diferentes compartimientos del vegetal como son el
citoplasma de la célula huésped y los vasos del floema y
xilema de la raiz de la planta, con los cuales se establece

un activo intercambio de metabolitos.

1.3.7. La Nitrogenasa
Este sistema enzim&tico se encuentra presente en los bac-

teroides del n&dulo y la reaccibn que cataliza se puede es-

quematizar de la siguiente manera:

++
N. + 12-24 ATP + 10 H' + 8 6 —19 2an + H, + 12-24 ADP

2

11



{ esnBry

Y¥3I4S0WLY

SOle3ju1S0l04)
sopeucq.Jed
s039|anbs3

0¥diH

s3(qezy| 11N

VSYN3IDOYLIN

soptogoul
BU I XCPOAE] 4 P1ogouluY

A.euixopaJlay
S3U0i3}D3;:3 Ip
aiopeyiodsued]

" Macrcrmccm e msacman

-
L d-24-ON m-uu.L $1593U) 50303

< -~ 1  eep ]
mo<mu/:n|\\\wk<mx ] soieipiyoqae;

VI40LVY i dSTY
YNIQY2 ouoq.e) 3p SOIEJPIH 3P cm_umN_,_u34

1010d31LIVH

Y AT IR AR KT

NO Vi x08uv2
9p S3aUOidJeay

! V¥3I4SONWLY

4

BIO]]X =

PO ]




Esta ecuacibn nos muestra claramente que la fijacién de Nitr6-
geno es'un proceso caro energéticamente por la necesidad de
un alto poder reductor y de energia bajo la forma de ATPD.

La nitrogenasa es similar en todos los organismos fijadores
de Nitr6geno y est8 constitufda por dos tipos de protefnas:

1) La molibdo-ferro-proteina (Mo-Fe-Prot) llamada también
dinitrogenasa y 2) latferro—proteina (Fe-Prot) o dinitrogenasa-
reductasa. Este segundo componente es muy sensible al 02.

El mecanismo de reaccibén se puede resumir de la siguiente
manera: la energia del ATP y los electrones de los reductores
modifican la conformacién de la Fe-Prot y é&sta adquiere un
elevado poder reductor (-400 mV). Esta transfiere electrones
a la Fe-Mo-Prot, la cual a su vez se los transfiere al N,
reduciéndolo.

Ademdas de N2 este sistema enzimitico puede lievar a cabo
la reduccibdn de otros sustratos, y entre ellos los iones H+.
La reduccibén de H+ a H2 es llevada a cabo por esta enzima
paralelamente a la reduccién del N2 y esto hace que se gaste
entre 0 y 50% del poder reductor en la produccibén de H2, de-
pendiendo este valor de la estirpe de Rhizobium de que se
trate. Las cepas que no consumen electrones en esta reaccibn
simult&nea son las que poseen una hidrogenasa que es capaz

de recuperar el poder reductor "desperdiciado"(47)(48).

1.3.8. Papel de la leg hemoglobina en la fijacién de Nitr6-
geno.

Los preparados purificados de nitrogenasa son extremadamen-
te sensibles al oxigeno y el proceso "in vivo" se realiza en
microaerobiosis. Esta condici6n es lograda por la leg hemo-
globina de los nbdulos que regula la concentracidn de O2 1li-
bre en la superficie del bacteroide. Estas hemoproteinas son
el producto de la accibén de ambos simbiontes ya que el bacte-
roide biosintetiza el grupo hemo mientras que la proteina es
sintetizada por la planta (49). La ubicacién de la leghemo-
globina en el n6dulo aGn es discutida pero se sabe que esta
fuera de los bacteroides y segfin Verma et al. (50) se encon-

trarfa en el citoplasma de la célula infectada.
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1.4. ELABORACION DE INOCULANTES

La inoculacibn de las leguminosas es una préctica habitual
en los paises de agricultura bien desarrollada que se est&
expandiendo a los paises menos desarrollados que realizan
este tipo de cultivos. Es una técnica sumamente apropiada
para un pafs en vias de desarrollo ya que las fuentes alter-
nativas de nitr6geno, o bien obligan a una dependencia estre-
cha de pafses industrializados o a montar industrias sumamen-
te costosas cuyo insumo fundamental es un recurso no renovable
(los hidrocarburos).

La inoculacidﬁ consiste en tratar las semillas de las legu-
minosas, o el suelo donde éstas van a ser implantadas, con
bacterias del género Rhizobium de forma tal que se establezca
la asociacibn simbibtica que permita al vegetal utilizar el
nitr6geno atmosférico incorporindolo a esqueletos hidrocar-
bonados transform&ndolos en compuestos biolfgicos nitrogenados.

La elaboracién de inoculantes comienza con la seleccibn de
las cepas de Rhizobium que serdn luego incorporadas a los

mismos.

1.4.1. Seleccidn de cepas de Rhizobium: Criterios empleados.

55 .
(53) una cepa debe ser seleccionada por su

Segfin Vincent
capacidad de formar n6dulos efectivos en un amplio espectro
de huéspedes y condiciones ambientales. Si bien este crite-
rio se sigue manteniendo en la actualidad hay una serie de
otras exigencias para que una cepa pueda ser seleccionada de
entre muchas y recomendada para la preparacidén de inoculantes.

En consecuencia los criterios mis importantes son:(56)(57)
1. La principal caracteristica es que la cepa sea efectiva en
la fijacién de Nitr6geno en un amplio espectro de huéspedes y
condiciones ambientales. Si no cumple este requisito no es
necesario considerar los subsiguientes.

2. El poder competitivo especifico, que se refiere a la compe-
tencia de las cepas de Rhizobium introducidas en el inoculante

con las poblaciones de su misma especie ya existentes en ese

suelo.
(58)

3. La competitividad saprofftica gue es una caracteristica
que les permite a las cepas de Rhizobium sobrevivir y multi-

plicarse en los suelos en presencia o no de la planta huésped.
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Algunos autores utilizan el "poder competitivo" o "poder
competitivo global" para referirse conjuntamente a las propie-
dades 2 y 3.

4. Caracteristicas que se exigen en circunstancias especiales
que pueden ser tomadas como criterios adicionales tales como:
tolerancia a bajos o altos valores de pH y a pesticidas, capa-
cidad de fijar nitr6geno alin en suelos con alto contenido de
minerales de este elemento, mantener la capacidad de fijacibn
de Nitr6geno en condiciones extremas de temperatura (bajas o
altas), tener buena supervivencia en las semillas, etc..

5. Proporcionar buenos recuentos celulares en caldos y sopor-
tes para inoculantes.

Esta liéta, a la luz de nuevos conocimientos en aspectos
bdsicos de la simbiosis se ir4 ampliando y tal vez aparezcan
criterios mis definitorios respecto de la calidad de una cepa
determinada respecto de su comportamiento frente a la legu-
minosa huésped. Tal cual fue mencionado en el item 1.3.7. del
presente trabajo una nueva propiedad a ser exigida a una cepa
con el fin de ser considerada adecuada para la inoculacibn es
que posea un sistema de hidrogenasa (cepas hidrogenasa +) con
el objeto de incrementar la eficiencia energética de la sim-
biosis. Ya se han informado métodos que permiten la determina-

ci6bn de este complejo enzimitico en nédulos de leguminosas(sg).

1.4.2. Eficiencia de la fijacifn de Nitr6geno por cepas de
Rhizobium y paré@metros utilizados para su evaluacibn.

El término "eficiencia" tiene muy poca validez si no se
tiene en cuenta la leguminosa huésped, ya que si bien la ca-
pacidad de fijar nitr8qgeno depende de la constitucibn genética
de la bacteria involucra también al genotipo de la planta y
hay por tanto dos fuentes de variacibn (de la planta y de la
bacteria) que deben ser tenidos en cuenta en un progyama racio-
nal de seleccibn de cepas. Por lo general el microbiblogo
trabaja con un genotipo del huésped y diferentes estirpes de
Rhizobium, pero lo mis adecuado es una tarea de seleccibn con-
junta que de por resultado un sistema simbibético y de hecho
se han logrado excelentes resultados en estudios de esta indole
tal como lo informado por Mc Ferson y col.(so) y los resultados
obtenidos en el CIAT donde se han obtenido lineas de poroto
con una capacidad fijadora 100% superior a las lineas origina-

les.
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La necesidad de la seleccifn conjunta micro-macrosimbionte
surge como consecuencia de las variaciones existentes en la
especificidad de una cepa de Rhizobium frente a diferentes
cultivares de la misma leguminosa. Se ha observado la influen-
cia del genotipo de la planta huésped sobre la eficiencia en
la fijaci6bn de Nitr6geno con diferentes cepas de la misma

especie de Rhizobium para variedades de soja(Gl)(Gz), trébo-~

(56)

les y alfalfa Debido a estas variaciones de especifici-

dad entre variedades de leguminosas y cepas de Rhizobium es
que se critica el uso de los grupos de inoculacibn cruzada(63),
concepto que se basa en clasificar a una determinada cepa de
Rhizobium dentro de la especie definida por la leguminosa a la
gue pueden infectar.

Estas variaciones de especificidad dentro de los grupos de
inoculacifn cruzada crean el dilema de qué tipo de inoculante
se produce, dando tres alternativas(57):

1. Muchos inoculantes diferentes conteniendo cada uno cepas

altamente efectivas dirigidos a un huésped particular.

2. Un solo inoculante con una cepa de amplio espectro cuyo
comportamiento varfie de bueno a excelente frente a dife-
rentes huéspedes.

3. Un solo inoculante conteniendo varias cepas siendo cada
una de ellas la mejor para cada una de las especies reco-
mendadas.

Estas tres alternativas crean el problema de decidir entre
aspectos prédcticos de la produccidn de inoculantes y comercia-
lizaci6n de los mismos y aspectos cientificos destinados a lo-
grar el mejor material para el m&ximo aprovechamiento del sis-
tema simbibtico. La opcién 3 serfa tal vez la menos viable
debido a los posibles antagonismos y efectos competitivos entre
cepas en los cultivos y la posibilidad de que la cepa menos
efectiva para un determinado huésped sea la mds competitiva en
la formaci®6n de n6dulos. La opcifn 2 seria la mds conveniente
desde el punto de vista del producto y en general es la utili-
zada por lo que continuamente se realizan estudios de selec-
ci6bn de estirpes de forma tal de proveer el mejor material
para la produccién de inoculantes. En los pafses con mayor
desarrollo en lo que se refiere a la inoculacién de legumino-
sas, como es el caso de Australia, es también utilizada la op-

cién 1. Sin embargo, crear lIimites tan definidos como las
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opciones 1, 2 y 3 obligan a utilizar planes de trabajo largos
Y engorrosos O a superar problemas tecnolbfgicos de produccibn.
Es posible adoptar una actitud m&s flexible para lograr resul-
tados en forma répida si combinamos los distintos criterios.
Por ejemplo la fabricacifn de un inoculante con 2 o 3 cepas de
amplio espectro y altamente eficientes para las variedades
vegetales mis difundidas.

Respecto de los parémetros utilizados para medir la eficien-
cia de una cepa de Rhizobium frente a la leguminosa huésped
podemos mencionar: peso total de la planta (seco o fresco), pe-
so seco de parte aérea, Nitr6geno total, contenido en protef-
nas, rendimiento en granos, nfimero de nédulos, peso de n6dulos
(seco o frésco), peso individual de n6dulos, incorporacifn de
15N, contenido de leg-hemoglobina y reduccibén de acetileno a
etileno por las raices noduladas. El uso del nfimero y/o peso
de nbdulos, contenido de leghemoglobina e incluso la concen-
tracibn de amino&cidos de los n6dulos como parémetros relacio-
nados con la eficiencia de una cepa de Rhizobium son contro-
vertidos y existen resultados donde los mismos presentaron
buena relacién con la eficiencia de la cepa, mientras otros
estudios informaron que no existe correspondencia entre estos
datos y la eficiencia(64).

La medida de la reduccién de acetileno a etileno fue un pa-
rametro considerado a partir de su advenimiento como el més
importante en la evaluacién de la efectividad de una cepa(65).
Estudios posteriores demostraron la gran variabilidad del mé-
todo con factores tales como manipuleo y muestreo de los nb6-
dulos, conservacifn de los mismos antes de la incubacibn, ins-
tante del fotoperiodo donde las plantas son colectadas, inten-
sidad de luz, temperatura de incubacibén, estado fisiolbgico
de la planta, humedad del sistema radicular previo a la deter-

(66)(67). A pesar de estos resultados se ha

minacibén, etc.
trabajado mucho con este método y se lo ha perfeccionado y
normalizado de forma tal que los valores obtenidos por dife-
rentes autores sean comparables. De cualquier manera en la ac-
tualidad es considerado como una medida m&s y no el parametro
definitorio de la eficiencia de una cepa ya que es un valor
para un momento determinado de la experiencia y no una esti-
macién global de la misma. El método es muy Gtil para estu-

dios bioqufmicos y fisiol6gicos de la nitrogenasa. Los paréa-
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metros cldsicos y m&s importantes que se tienen en cuenta
para la evaluacibn de la eficiencia son: en primer lugar el
contenido total de Nitr6geno de la planta nodulada (parte
aérea) y luego el peso seco de parte aérea y rendimiento en
granos(68). Estos 3 parimetros presentan un buen coeficiente
de correlacifn aunque puede existir una pequena desviaci®n
‘(en defecto) cuando se utiliza peso seco debido a la mayor
acumulacién de Nitr6geno en los tejidos de las plantas en

o]
(6'). Nuevamente

que se ha establecido una adecuada simbiosis
debemos adoptar una actitud flexible, y evaluar no s6lo un
pardmetro, sino un conjunto de ellos que involucren al hués-
ped y a la nodulacibén para seleccionar las cepas con un cri-
terio mi&s racional. Otro método de gran utilidad para estu-
diar la eficiencia en la fijacibn de nitr6geno es la incorpo-

racién de 15N. El mismo ya fue utilizado por Raggio et al. en

1959(70), pero no es de gran difusifn en la rutina de selec-
cibén de cepas de Rhizobium debido a lo costoso del material
requerido. Este método fue utilizado tambié&n para discriminar
el porcentaje de nitr6geno fijado simbibticamente y el corres-

pondiente tomado del suelo fertilizado con (15N

H4)2SO4. Para
este tipo de estudio se debe determinar conjuntamente el
valor de Nitrbgeno total del vegetal. Adem&s se han realizado
esfuerzos con el objeto de vincular parémetros fisiolbgicos

o serol6gicos con la eficiencia de una cepa pero los mismos

no han tenido é&xito.

1.4.3. Poder competitivo especifico y métodos empleados para
su estudio.

La habilidad de una determinada cepa de Rhizobium para com-
petir por los sitios de infeccifén de la lequminosa huésped y
formar un alto porcentaje de n6dulos frente a otras cepas, es
una caracterfstica importante de una buena estirpe. Este paré-
metro aislado puede ser considerado de poco valor ya que un
alto porcentaje no implica una alta tasa de fijaci6n de nitr6-
geno (eficiencia). Por tanto un alto valor de competitividad
debe ser exigido a una cepa luego de demostrar la eficiencia
de la misma.

Existe una vasta bibliograffa que muestra diferencias en
competitividad entre diferentes cepas de una misma especie de

Rhizobium frente a la leguminosa que pueden infectar. Ademis
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no hay correlacién entre los parfmetros eficiencia y competen-
cia especifica ya que por ejemplo se han informado resultados
donde las cepas mis eficientes forman mayor porcentaje de n&-
dulos mientras que en otras publicaciones (m&s numerosas) se
muestran resultados inversos(72)(73)(74)(80).

Se han informado diferencias de competitividad entre cepas
de Rhizobium frente a diferentes especies de lequminosas y
variedades de las mismas. La bibliografia m&s abundante se re-

fiere a soja donde se encuentran gran ntimero de trabajos al
respecto(75)(76)(77)

(73) (74)

pero también hay informacién sobre tré-

boles (79) (80)

' alfalfa(78), porotos y arvejas
La competitividad entre cepas de Rhizobium en la formacibn
de nb6dulos es afectada por diversos factores. Entre ellos pode-
mos mencionar las condiciones ambientales ya que el porcentaje
de n6dulos formado por una cepa frente a otra/s depende de la
época de siembra(sl), el pH del suelo(73), el tenor de nitr6-
geno del ambiente donde crece la planta (como se muestra en el
presente trabajo) etc.. Ademds este valor varfa con la intro-

duccibén al inoculante de nuevas cepas y con la existencia de
poblacifn natural o naturalizada en el sitio del ensayo. Hay
evidencia de que es muy dificil para algunas leguminosas el
éxito de la inoculacién en suelos con una elevada poblacibn

(82) (83) demostra-

natural. Los estudios de Weaver y Frederick
ron que, para el caso particular de soja, en suelos con una
poblacifn natural mayor a 103 Rhizobium/g de suelo seco las
dosis de inoculante recomendadas por los fabricantes no logra-
ban aumentar la nodulacibn y que para lograr un 50% de n6du-
los formados por las cepas introducidas la dosis de inocula-
cibn (por semilla) debfa ser 1000 veces mayor que la pobla-
cién natural de Rhizobium (por g de suelo). Resultados simila-
res fueron obtenidos para el caso de tréboles(gq) donde 1la
dosis de inoculante utilizada para formar un alto porcentaje
de n6dulos frente a las cepas nativas debib6 ser 4 veces su-
perior a la recomendada por los fabricantes.

Respecto a los métodos utilizados para estudiar la compe-
titividad especifica, los mAs comunes son los serol6gicos.
Clasicamente se utilizan los anticuerpos aglutinantes en base
a la metodologia propuesta por Vincent(BS)(86). Posteriormente
fueron utilizados otros métodos serolfgicos y el md&s importan-

te de ellos es la inmunofluorescencia introducida por Schmidt
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y col. en 1968(87). También se han utilizado cepas que inducen 1la

4(75)

clorosis de la planta huéspe y Gltimamente se han propuesto

nuevos métodos que utilizan la adicién de antibibticos para inhi-

(88)

bir el proceso de infeccién o midiendo, durante las interac-

ciones tempranas entre ambos simbiontes, la adhesividad de las

bacterias a la raiz(sg)(go).

1.4.4. Poder competitivo saprofitico y métodos empleados para su
estudio.
Cuando se ha determinado que una cepa de Rhizobium es capaz de
formar n6dulos sobre un amplio espectro de variedades del huésped
y que tiene un alto poder competitivo, entonces, seria deseable que
esta cepa colonice el suelo donde es introducida, ya que es de es-
perar que si puede sobrevivir y competir con la flora presente
forme nédulos eficientes cuando se implante el macrosimbionte especi-
fico en ese lugar. El &xito de la colonizacibn por Rhizobium depende
de un adecuado conocimiento de la triple interaccifén suelo-planta-
bacteria. Los mecanismos por los cuales las cepas introducidas de
Rhizobium en las semillas o en el suelo reducen considerablemente
su nmero en funcién del tiempo y las razones por las que determi-
nadas estirpes tienen la capacidad de sobrevivir no est&n ain acla-
radas(gl)(gz).

La capacidad de un microorganismo de sobrevivir bajo condicio-
nes de déficit de fuente hidrocarbonada es consecuencia de uno de
estos 3 factores: a) la formaci6n de estructuras de resistencia,

b) mantenimiento de una muy baja tasa respiratoria endbfgena y

c) acumulacibébn de polimeros de reserva que pueden ser luego me-
tabolizados(93). Las células de Rhizobium durante su crecimiento
sintetizan poli B hidroxibutirato (PHB) formando gr&nulos que ocupan
una gran proporcibén de la misma y ademfs, la mayoria de las estirpes
de Rhizobium sintetizan grandes cantidades de polisaciridos extra-
celulares (PE) que pueden servir como materiales de reserva end6-

genos(94). SeglGn Chen y Alexander(93)

la capacidad de sobrevivir

de las bacterias del género Rhizobium no se debe al contenido de
glic6geno de las mismas o a una baja tasa de respiracibén endSgena.
Estos autores demostraron que a mayor contenido de PHB mayor era

la supervivencia y que las bacterias m&s resistentes presentaban
una alta tasa de respiraci6tn end6gena. Los autores sugieren que los
microorganismos deben poseer mis de un mecanismo de provisibn de
energia que les permita sobrevivir.

(95) estudiaron la formacibn y utilizaci6én de PHB

Patel y Gerson
y PE por Rhizobium. Su estudio demostr6 que en ausencia de fuentes

hidrocarbonadas y nitrogenadas el PE producido por
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las bacterias es transformado en PHB, pero en presencia de
fuentes nitrogenadas el PE es utilizado como fuente hidro-
carbonada para el desarrollo celular.

Aparte de los mecanismos propios que las células utilizan
para sobrevivir existen factores externos a las mismas que
afectan la supervivencia. A estos los podemos dividir en dos
grandes grupos: 1) factores abibticos

2) factores bifticos
Entre los primeros encontramos los inherentes al ambiente
como son: temperatura, aeracién, pH, y disponibilidad de nu-
trientes. El pH tiene un efecto primario que es la concentra-
cibn de H30+ y un efecto secundario que es la disponibilidad
de Calcio, F&6sforo y Molibdeno y la toxicidad por Aluminio y
Manganeso a valores extremos de pH(96)(97). Todos estos va-
lores, apartados de los considerados normales, influyen nega-
tivamehte sobre la supervivencia de las bacterias, pero se
ha informado la existencia de cepas de Rhizobium tolerantes
a valores anormales de estos elementos(97). Los factores bi6-
ticos estin relacionados con la interacci6n de los Rhizobium
con la flora y fauna presente en 1 suelo. La antibiosis, la
predacifn y el parasitismo juegan un importante rol en la
colonizacibn del suelo o de la raiz de la planta huésped. Es
sabido que miembros de los géneros Arthrobacter, Enterobacter
y Micrococcus inhiben el desarrollo de Rhizobium. Ademids se
ha visto el efecto antimicrobiano de especies de actinomice-
tes y a diversos protozoarios. La predacibfn ejercida sobre los
Rhizobium por Bdellovibrio ha sido informada también por diver-
sos autores. Otros agentes biolbgicos que afectan la super-
vivencia en el suelo son los bacteribffagos y bacteriocinas
producidas por las mismas cepas de Rhizobium(gl)(gg).

En virtud de la gran cantidad de factores que tienen inci-
dencia sobre la competencia saprofitica se considera a esta
propiedad como una caracterfstica especifica del sitio donde
la misma estd siendo estudiada(96).

Los métodos utilizados para el estudio de la competencia
saprofftica son de dos tipos, siendo los mds utilizados los
indirectos que se basan en la formacitn de nbdulos en el
huésped adecuado. Entre los métodos mds difundidos merecen
citarse la dilucib8n de suelos y la subsiguiente inoculacibén en

el huésped (nGmero m&s probable) y serologia de los nédulos.
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Estos métodos presentan la desventaja de que se deben formar
los nbdulos antes de poder realizar la evaluacién, lo que im-
plica que se debe esperar un tiempo adecuado, ademis de la
desventaja debida a la especificidad por el huésped y compe-
tencia entre cepas lo que afecta el porcentaje de n6dulos for-
mados por las distintas estirpes. Por este motivo una cepa de
Rhizobium que est& presente en alto nfimero en el suelo puede
ser subestimada como una consecuencia del método empleado

para su evaluacibn.

Los métodos directos de estudios de supervivencia se basan
en medir directamente la poblacifn en el suelo. Se han tratado
de desarrol)llar medios de cultivo selectivos para Rhizobium con
el objeto de realizar conteos directos por plaqueo, pero los
mismos no han tenido &xito. Los mds utilizados en consecuencia
son la inmunofluorescencia y las cepas resistentes a antibi6-
ticos. Este filtimo se utiliza como una situacién de compromi-
so al no poder contar con un medio selectivo y adem&s porque se
ha demostrado que las cepas resistentes a uno o m&s antibib-
ticos no pierden sus propiedades de infectividad y eficiencia

(78) (100)

En cuanto a la inmunofluorescencia, la misma fue introdu-

(87)

y puede ser utilizada para estudios
(101)

cida por Schmidt y col.

de competitividad especifica y saprofitica

1.4.5. Metodologia empleada en la seleccibén de cepas.

La evaluacib6n de los parémetros antes descriptos debe ser
realizada en una serie de etapas. Lo recomendado por Date(56)
es la utilizacibn de dos o tres fases. La primera de ellas
consiste en un estudio en cimara de clima controlado o en
inverniculo donde se ensayan varias cepas seleccionando de en-
tre ellas las mis aptas en lo que se refiere a eficiencia y
competitividad. Lo com@in en este tipo de ensayo es utilizar
jarras Leonard(loz) con arena, vermiculita o suelo. Luego se
deben realizar experiencias a campo, con las cepas preselec-
cionadas en la etapa previa, a fin de estudiar eficiencia, com-
petitividad especifica y capacidad de persistir y colonizar el
suelo. En una tercera etapa se estudiarln las caracteristicas
especiales que deben reunir las cepas para el caso particu-
lar del sitio donde se realice la seleccibn, como ser: tole-

rancia a pH y pesticidas, supervivencia en la semilla, dosis
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de inoculante a utilizar, etc.. Lo que este autor y otros(sg)

remarcan es la necesidad de que la seleccibn de cepas tenga
como fase filtima y definitiva la experimentacibén a campo ya
que las etapas realizadas en condiciones controladas (c&mara
climatizada o invernadero) facilitan la tarea ya que se pueden
utilizar un elevado nfimero de cepas a preseleccionar pero no
se deben extrapolar los resultados obtenidos a lo que va a
ocurrir en las condiciones reales a campo. Este concepto es
totalmente 16gico en funcibn de la gran cantidad de factores
ambientales que afectan la eficiencia y competitividad espe-
cifica y saprofftica como ya se ha descripto en los puntos

anteriores.

1.4.6. Produccibn de caldos de Rhizobium para la preparaci6n
de inoculantes.

Para la obtencib6n de caldos de Rhizobium la industria, en
general, utiliza los medios de cultivo tradicionales descrip-
tos en la bibliograffa tales como los de Wright (1925); Bond
(1940) Van Schreven (1953) Date (1976) y Burton (1967) (393),
Segin lo indicado por este filtimo autor, y por Subba Rao en
un reciente trabajo(104), utilizando estos medios de cultivo
se pueden obtener caldos de Rhizobium japonicum con una rique-
za celular de 5 x 109 cel/ml en 96 horas de proceso con una
fase lag de 48 horas y para el caso de Rhizobium meliloti idén-
tica concentracibén celular pero en un proceso de 72 horas con
un perfiodo de retardo de 24 horas. Estas productividades infor-
madas son muy bajas y es posible lograr recuentos celulares

10 cel/ml en tiempos de proceso menores.

mayores de 110
Para ello se deben tener en cuenta dos aspectos fundamenta-
les: 1?2 Los medios de cultivos empleados, ya que es conocida
la gran variacién de requerimientos nutricionales entre cepas
de la misma especie por tanto no es conveniente aconsejar un
medio de cultivo universal para la produccibén de caldos de
Rhizobium(los), y 2?2 la adecuaci6n de par&metros de los proce-
sos fermentativos como son: aeracibn, agitacibn, nivel de
in6culo, pH inicial, etc.. Estudiando estos dos aspectos parti-
cularmente para cada cepa de Rhizobium a ser empleada en la
industria se mejora notablemente la productividad de los pro-
cesos de obtencibn de caldos, como se demuestra claramente en

(106) (107) (108)

una serie de publicaciones y en el presente

trabajo.
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En el punto 2 se tratar8n particularmente las diferencias entre
especies y/o cepas de Rhizobium en cuanto a sus capacidades y ne-
cesidades metabblicas.

Para la produccibén de los caldos se parte de las cepas. Las
mismas deberfan ser provistas a los fabricantes por las ins-
tituciones que hacen seleccibén de cepas segfin los criterios
descriptos en los puntos precedentes. En nuestro palis esta tarea
es desarrollada fundamentalmente por el INTA que cuenta con un
completo cepario, como asf tambié&n por diversas c8tedras de
Universidades nacionales y otros institutos de investigacién.

Las cepas deben ser conservadas y para ello los métodos méis
convenienteq son: liofilizacibn para periodos largos de tiempo

o cultivos en medios agarizados mantenidos a bajas temperaturas
(2-4°C) para periodos de hasta 6 meses. A partir de estos cultivos
madre se realiza la multiplicacibn que llevar& a obtener las sus-
pensiones bacterianas a ser utilizadas en la impregnacifn de
soportes. La prictica com(in consiste en pasar del medio agarizado
a medios liquidos contenidos en frascos que se colocan en agi-
tadores para su crecimiento. Estos cultivos son luego utilizados
como in6culos para reactores de mayor capacidad. Se utilizan

de diverso volumen dependiendo el mismo de la produccibn de la
fdbrica, lleg&ndose a utilizar fermentadores de hasta 9000 1li-
tros. En estos casos los in6culos son cultivos en reactores

mis pequenos. El nivel de in6culo utilizado es variable yendo

del 0,5 al 5% en volumen. Este par&metro es de gran importancia
en cuanto a la duracibn del proceso debido a la naturaleza
autocatalfitica de la cinética de crecimiento microbiana.

Los reactores utilizados son los comunes de la industria
fermentativa aunque, debido a que las bacterias del género
Rhizobium no tienen grandes demandas de oxigeno, suelen utili-
zarse fermentadores sin agitacién ya que la misma se realiza
conjuntamente con la aeracibn. Los reactores tipo"air-1lift"
pueden ser utilizados con resultados similares a los obteni-

dos con los fermentadores tradicionales(lOB).

1.4.7. Tipos y preparacién de inoculantes.
Existen distintas formas de presentacifn de los inoculantes.

Entre ellas podemos mencionar:
a. Caldos de Rhizobium: estos inoculantes liquidos consisten

en envasar directamente las suspensiones celulares obtenidas
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segin lo indicado en el punto anterior. Este tipo de inocu-
lantes no son comunes en el mercado debido a varias razones:
a) son sensibles a una r8pida contaminacibn, b) deberfan ser
mantenidos y transportados a bajas temperaturas (4°C) y esto
no es siempre posible, c) su perfodo de vida Gtil es muy cor-
to y d) una vez agregado sobre las semillas la supervivencia
de las células de Rhizobium en las mismas es muy pobre. Por
todo ello son usados casi inicamente en etapas experimenta-
les.

b. Pasta de Rhizobium congelada: este tipo de inoculante es
utilizado s6lo en el sudeste de EE.UU. Consiste en un caldo
de Rhizobium centrifugado que brinda una pasta con una concen-
traci6tn del orden de 1.1012 cel/ml. Este producto se envasa

y se le aplica un proceso ripido de congelamiento. Luego se
lo transporta y comercializa en recipientes pl&sticos con
hielo seco. De esta forma se evitan la mayoria de los pro-
blemas indicados para los inoculantes liquidos.

c. Cultivos liofilizados soportados en talco: Este tipo de
inoculante es utilizado en Australia. Si bien permiten la
supervivencia de las bacterias por largos periodos de tiempo
no ocurre lo mismo una vez que han sido agregados a las se-
millas, y por ello no han tenido gran difusi6n.

d. Cultivos desecados en aceite: Este tipo de inoculantes

fﬁe introducido en Estados Unidos (US Patent N°3.034.968).

El procedimiento de obtencibn consiste en hacer una emulsibn
del caldo de cultivo en aceite vegetal o mineral. A esa sus-
pensién se le hace pasar aire a temperaturas de hasta 73°C.
De esta forma se desecan las cé&lulas a un nivel de humedad
del 1 al 10%. Luego las cé&lulas se centrifugan o filtran y se
las resuspende en aceite o se las mezcla con vermiculita fina-
mente molida. Las suspensiones aceitosas por lo general con-
tienen sales de Molibdeno como aditivo o algfin fungicida.

Los mezclados con vermiculita poseen una alta capacidad de
adherencia a las semillas debido a la presencia del aceite que
gueda en el centrifugado o filtrado de bacterias.

Los resultados obtenidos con estos inoculantes no son cla-
ros y se encuentran en la bibliograffa observaciones contro-
vertidas.

e. Cultivos en frascos sobre medios agarizados: Este tipo de
inoculantes consisten en cultivos en medios s6lidos, tal

cual los utilizados para conservar las cepas de Rhizobium.
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Este producto tiene en la actualidad s6lo una importancia his-
térica ya que en Jlos inicios de la pr&ctica de inoculacién
fueron muy empleados. Con el advenimiento de los inoculantes
en polvo se dejaron de utilizar ya que presentaban una serie
de inconvenientes, entre los que podemos mencionar: a) la
desecacibn del medio de cultivo con la consecuente muerte de
los microorganismos, b) las dificultades pr&cticas en el pro-
ceso de inoculacién debidas a la dificultad de resuspender
las bacterias y lograr una suspensifn homogénea y c) la baja
proteccifn de las bacterias una vez mezcladas con las semillas.
En la actualidad s6lo son utilizados, como en el caso de los
inoculantes liquidos, en etapas experimentales.
f. Inoculantes en polvo o granulados: Este tipo de inoculantes
es el md8s difundido en todo el mundo. Su preparacifn consiste
en mezclar caldos de Rhizobium con soportes adecuados. El
soporte més utilizado y con mejores resultados es la turba.
Otras sustancias que son y han sido usadas con éxito diverso
son: carbfn vegetal, lignito, suelos ricos en materia orgé-
nica, bagazo de cana de azficar, residuos de cereales, aserrin,
tierras de infusorios, bentonita y otra gran cantidad de pro-
ductos, incluso (ltimamente se han probado geles sintéticos,
tales como los de poliacrilamida(log).

Hasta el momento no se han encontrado soportes que den
los excelentes resultados obtenidos con la turba. Por ello
y debido a que en este trabajo se ha utilizado este soporte
es que veremos los pasos a sequir en la obtencibén de este tipo
de inoculantes. El primer paso es la preparacibn del soporte.
La turba debe ser secada hasta alrededor de un 10% de hume-
dad final. Para ello se utilizan diferentes sistemas y el em-
pleado en Estados Unidos por The Nitrogen Co. es tal vez el
m&s adecuado, ya que ademls provoca una esterilizacibn parcial
del soporte. Consiste en hacer pasar a través de la turba aire
a 650-700°C en forma instantinea. De esta forma no se produce
carbonizacién del material y se obtiene el secado deseado.
Otra forma de secar muy utilizada en los palises subdesarro-
llados es por exposicién directa al sol. Luego el material
debe ser molido y para ello se utilizan por lo general moli-
nos a martillo, aunque también pueden utilizarse molinos a
bolas. El soporte molido se debe tamizar para recoger la frac-

cién que interese. Para los inoculantes de semillas (en polvo)
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se utilizan las fracciones finas, por lo general por debaijo
de tamiz 100, aunque son preferibles las de tamiz 200. En el
caso de la obtencibn de inoculantes de suelos, se recogen

las fracciones més gruesas (tamiz 20-50) por lo que a este
producto se lo conoce como inoculante granulado. En el caso de
que se deseen inoculantes estériles se debe proceder luego a
la esterilizaci6n del material. Para ello se utilizan el
vapor y el 6xido de etileno, también las radiaciones gamma,
pero en este caso, con el soporte ya colocado en el envase
final del producto. Los inoculantes estériles son utilizados
inicamente para mercados reducidos por la complejidad opera-
tiva que representa su preparacibfn ya que deben ser impregnados
unidad por unidad, lo que ademfs lleva implicito un diffcil
control de calidad. De los métodos empleados, el tratamiento
por radiaciones gamma es el m&s pr&ctico, aunque las dosis
utilizadas (5 megaradios) no logran la completa esterilidad
del material y dosis mayores presentan efectos residuales
sobre las bacterias probablemente debido a la formacibn de
radicales libres. El tratamiento con 6xido de etileno presen-
ta resultados variables, principalmente debidos al posible
efecto residual del gas, aunque el mismo puede ser superado
con un correcto proceso post esterilizacibdn y dar excelentes

(110). La esterilizacibén por vapor da buenos resul-

resultados
tados aunque es, tal vez, el proceso mis engorroso desde el
punto de vista tecnolb6gico. Tanto en el secado como en la
esterilizaci6bn se debe tener cuidado de no producir la cal-
cinacibn parcial de la turba ya que se modifica el material
de forma tal que afecta la supervivencia de las bacterias.
Posteriormente la turba debe ser neutralizada ya que natu-
ralmente este producto presenta valores de pH &4cidos. Para
ello se utilizan diferentes sustancias y la m8s utilizada es
el _urbonato de calcio. Este se agrega directamente al SOpor—
te o se hace una suspensibn del mismo en el caldo de cultivo
de forma tal de tener un pH final en el producto entre 6,5 y
7,0. Posteriormente se debe proceder a la impregnacibén del
soporte con el caldo de cultivo. Se debe tener cuidado con la
humedad de la turba antes de la impregnacién, ya que si la
misma estd muy seca el calor de humectacibén producido puede
ser de tal magnitud que extermine gran porcentaje de las bac-

terias del in6culo. Para evitar este fenbfmeno el soporte
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debe tener una humedad residual del orden del 10%.

La forma de impregnacibén depende del tipo de producto y
existen bdsicamente dos té&cnicas: 1) Conocida como "M&todo
Europeo" que consiste en sembrar turba esterilizada, general-
mente por vapor, con un caldo de Rhizobium y mantener la
misma en condiciones de asepsia en c8&maras de cultivo hasta
que se alcance una concentracifn aproximada de 1.109 cel/qg.
Por tanto €&ste puede ser considerado un proceso de creci-
miento en fase sflida y conclufdo el mismo el producto es
envasado. Este tipo de proceso de obtencifn se realiza en
algunos pafses europeos, Nueva Zelandia y parcialmente en
Australia.-

2) Conocida como "Mé&todo
Americano", que consiste en mezclar la turba, por lo general
no esterilizada, con caldos de Rhizobium de alta concentra-
ci6bn de forma de tener un recuento inicial entre 3 y 10.108
cel/g. Posteriormente se hace una maduracifn del producto a
granel durante una o dos semanas, perfiodo en el cual ocurre
un proceso de multiplicacifn microbiana y luego se procede al
envasado. Este método es el més difundido universalmente y
es empleado por las grandes fabricas estadounidenses, brasi-
leras e incluso por los fabricantes argentinos.

Podrfamos mencionar un tercer tipo de impregnacibn que es
el utilizado con soportes esterilizados por radiacién gamma.
En este caso como el soporte es esterilizado envasado se
debe impregnar cada unidad. En este caso la concentracibn
inicial de bacterias es baja, al igual que en el "Mé&todo Euro-
peo", ocurriendo una fermentacibn en estado s6lido dentro del
envase.

En la impregnacifén se llega a una humedad entre el 35 y 45%
para los inoculantes no estériles y hasta el 55-60% en los
estériles..

Posteriormente el producto es envasado, aunque previamente
es conveniente romper los grumos, formados durante la impreg-
nacién, pasando el inoculante por un molino. El envase en
general es una bolsa de polietileno, usdndose una pelicula
del mismo de baja densidad, con un espesor comprendido entre
38 y 55 micrones. Este film permite la difusifn de oxfgeno a
través del mismo y evita la pérdida de agua que llevaria a la

desecacibn del inoculante. Asf se completa la produccién y el

28



producto obtenido es conservado hasta su venta en cémaras
frfas (4°C). Si bien la conservacién a estas temperaturas es
aconsejable, el producto puede ser mantenido a temperatura
ambiente siempre que &sta no llegue a valores extremos, por
ejemplo superiores a 25-30°C como se ver& en base a los resul-

tados obtenidos en el presente trabajo(57)(103)(104)(111)(112)

(113)(114)(115).
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2. MICROORGANISMOS



La fijaci6n simbi6tica de Nitr6geno por el sistema Rhizo-
bium-leguminosas fue aprovechada en beneficio para el hombre
mucho tiempo antes de que se descubrieran las bacterias y se
conociera el proceso en sf mismo. Ya los agricultores romanos
conocfan que los cultivos de las leguminosas aumentaban la
fertilidad de la tierra y sin saber el porqué ellos practi-
caban la inoculacifn artificial de los suelos llevando tierras
de campos donde se habfa cultivado una determinada legumino-
sa a otros donde se iba a realizar la siembra de la misma.

El descubrimiento de la bacteria Rhizobium ocurrif en
1888 y fue realizado por dos investigadores alemanes: H.Hell-
riegel y H. Wilfarth. Poco tiempo después, a principios del
actual siglo, se utilizaba la inoculacién de los suelos con
cultivos de Rhizobium como una préctica agricola. Los culti-
vos de Rhizobium para su utilizaci®&n como inoculante fueron
en un principio en medios agarizados y luego se comenzaron a
utilizar los medios liquidos. Ya en 1925 Wright informé un
medio de cultivo para el crecimiento de Rhizobium, conocido
como Medio N°79 de Fred y Waskman, afin de amplio uso(103).

Los conocimientos actuales sobre las necesidades nutriti-
vas de las bacterias del gé&nero Rhizobium permiten el diseno
de medios de cultivo que brinden altas concentraciones celu-
lares con el objeto de obtener inoculantes de buena calidad

en lo que se refiere a contenido en viables.

2.1. REQUERTIMIENTOS NUTRITIVOS DEL GENERO RHIZOBIUM

Tal como fue indicado ya en el punto 1.4.6. existen dife-
rencias entre especies y/o cepas de Rhizobium en cuanto a
sus necesidades nutricionales. Si bien este género no estd
inclufdo dentro del grupo de microorganismos denominados
"fastidiosos" y crecen en los medios recomendados universal-
mente, existen grandes diferencias entre especies y/o cepas
en lo que se refiere a concentracifn celular alcanzada en los
caldos y tiempo de fermentacibn necesario para alcanzar esa
riqueza celular. Estos aspectos son importantes desde el pun-
to de vista tecnolégico en lo relativo a costos de produccifn
y disenio de una planta de fabricacifn de inoculantes. Veremos
separadamente diferentes aspectos nutritivos del género

Rhizobium:
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2.1.1. Fuentes de Carbono.

Las bacterias de este género pueden utilizar una gran diver-
sidad de fuentes hidrocarbonadas. Entre ellas podemos mencionar
mono y disac8ridos, polialcoholes y &cidos org8nicos y en me-
nor medida oligo y polisac&ridos. La capacidad de utilizacién
de diferentes fuentes de carbono se muestra en el cuadro 1(1162
a partir del cual vemos que se pueden marcar ciertas diferen-
cias generales entre los dos grupos de este género: los de cre-
cimiento lento prefieren pentosas tales como xilosa y arabino-
sa y en general no pueden metabolizar sacarosa, ramnosa,
trealosa y dulcitol, mientras que los de crecimiento r4pido
pueden utilizar la mayoria de los mono y disac&ridos asi como
los polioles y &cidos orgénicos(57)(116)(ll7). Una fuente de
carbono no mostrada en el cuadro 1 pero que puede ser utiliza-
da en general por los dos grupos con buenos resultados es el
glicerol(106).

Se debe tener en cuenta que la capacidad de las bacterias
de utilizar un determinado carbohidrato depende en parte de
la composicién total del medio de cultivo ya que con diferen-
tes medios basales puede cambiar el comportamiento de una ce-

(118)  cuando se balancea un

pa frente a una fuente de carbono
medio de cultivo para su uso industrial se debe tener en cuen-
ta que para una determinada cepa que puede utilizar varias

fuentes de carbono la velocidad de crecimiento no ser8 la mis-

(106) (118) y por tanto el diseno de un

ma para todas ellas
medio de cultivo debe partir de la eleccibén de la fuente hi-
drocarbonada con la que el microorganismo crezca a mayor
velocidad.

Las diferencias en velocidad y capacidad de utilizacibn
entre fuentes hidrocarbonadas son debidas a las rutas meta-
b6licas seguidas en su catabolismo como asi también el sitio
de las mismas donde se inserta el sustrato en cuestibn. Las
especies de Rhizobium de crecimiento r&pido presentan las
enzimas de las vias de Embden-Meyerhoff-Parnas, fosfatos de
pentosas y Entner-Doudoroff, aunque existe una deficiencia
general en la presencia del enzima aldolasa (fructosa 1-6
difosfato aldolasa) de gran importancia en la primera de las
rutas enunciadas. En los Rhizobium de crecimiento lento, de-
bido a la ausencia del enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa,

gue vincula las rutas de los fosfatos de pentosa y Entner-
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Utilizacidon de fuente de carbono:

Cuadro N°1

%2 de cepas que responden a

unha fuente de carbono

N“DE CAPACIDAD DE UTILIZACION

FUENTE \ CEPAS

DE gig?églENTO CRECIMIENTO LENTO

CARBONO 0 3% " : iy

(N () (i) (1v) (V)

GLUCOSA 100 67 70 60 70-89
GALACTOSA 100 ]2 79 60 67-92
FRUCTOSA 100 86 100 100 47-53
ARAB INOSA 100 98 100 100 56-75
XYLOSA 100 92 100 80 23-36
RHAMNOSA 100 0 7 0
MALTOSA 98 14 17 0 17-81
SUCROSA 100 0 0 0
LACTOSA 90 17 0 0-36
TREHALOSA 100 0 0
RAFFINOSA 88 0 0
MANITOL 93 80 79 60 58-69
DULCITOL 90 0 0 0
FUMARATO 93 11 100 0
MALATO 93 30 28 0 0
SUCC INATO 35 14 7 0 6- 4k
CITRATO 95 56 6L 60 0
P1RUVATO 80 30 64 20 17

Datos correspondientes a:

(1) R. trifolii (16); R. leguminosarum (14); R. phaseoli (5);
R. meliloti ().

(11) R. cowpea.

(r1y) R. lupini.
R

(1v)y(v)

japonicum.




Doudoroff se crea una dependencia por esta iltima via metab6-
lica, aunque se debe tener en cuenta que la importancia rela-
tiva de las vfas catab8licas sequidas depende de la consti-
tucibn de la sustancia hidrocarbonada y de su insercién en las
mismas(llG).

2.1.2. Fuentes nitrogenadas.

Las bacterias de este género en general pueden utilizar
nitratos o sales de amonio e incluso en algunos casos nitritos
como fuentes de NitrSgeno. En estos casos es necesario que
el medio presente una apreciable capacidad buffer para que la
captacibn selectiva de la fuente anibnica o catibnica no modi-
fique el pH del medio de forma tal que’pueda inhibir el cre-
cimiento celular. Segln De Hollander yrcolaboradores(llg)
las cepas de Rhizobium trifolii no pueden utilizar fuentes
de Nitr6geno inorgdnicas a menos que se suplemente a los me-
dios con fuentes nitrogenadas org&nicas. Estos autores con-
cluyen, coincidiendo con la acepci6n general, que Rhizobium
trifolii prefiere Nitr6geno org&nico y que s6lo si esta fuen-
te es insuficiente utilizan Nitr6geno inorgénico.

Los mejores desarrollos celulares se obtienen con fuentes
nitrogenadas org8nicas complejas que a su vez son aportadoras
de factores de crecimiento. Las fuentes a utilizar deben po-
seer un adecuado balance de aminndcidos y el que aparece como
mis importante es el acido glutdmico, aunque hay cepas que
dependen de otros amino&cidos. lLas fuentes que contienen
apreciables concentraciones de glicina, cisteina y alanina y
ciertas formas D de algunos amino&cidos son tfxicas y produ-
cen la aparici6én de formas aberrantes de bacterias o la inhi-
bicién del desarrollo celular. Este efecto puede ser supe-
rado por seleccibn aumentando la concentracibén de estos amino-
&cidos progresivamente en los medios de cultivo, pero esta
adaptacién lleva consecuentemente a la pérdida de la capacidad
simbibtica, especialmente en lo que se refiere a eficiencia
en la fijacibén de Nitr6geno(116).

Las fuentes nitrogenadas complejas que no presentan los
problemas mencionados y que son universalmente utilizadas
son el extracto y autolisado o agua de levaduras, aunque otros
productos pueden supiir total o parcialmente a &stos con exce-

lentes resultados, entre los que podemos mencionar agua de
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macerado de mafz, hidrolizado de casefna, ciertas peptonas y
(116) (120)

otros subproductos industriales
2.1.3. Requerimientos vitaminicos.

Los requerimientos de factores de crecimiento tales como
biotina y tiamina fueron informados en los inicios de los
estudios sobre la microbiologia del género Rhizobium(lZI).

El grupo constituido por Rhizobium leguminosarum, trifolii y
phaseoli es el que m&s comunmente depende de la presencia de
factores en los medios de cultivo para desarrollar. Biotina,
tiamina y pantotenato de calcio individualmente o combinados
son las vitaminas mis comunmente requeridas por las cepas de
este grupo(105)(122). Tambi&n, aunque inusualmente, se encuen-
tran dentro de este grupo estirpes que responden favorable-
mente al agregado de riboflavina, piridoxina o colina.

El grupo constituido por Rhizobium meliloti, japonicum y
lupini en general no requiere el agregado de vitaminas y la
biotina en algunos casos y el pantotenato de calcio en otros
pueden ser indispensables para alguna cepa en particular.

Estos factores son provistos a los medios industriales
con las fuentes nitrogenadas complejas ya mencionadas. El au-
tolisado o agua de levaduras es la fuente que presenta la més
alta concentracién de biotina, pantotenato de calcio y tiamina
mientras que el extracto de levaduras es rico en la primera
de ellas pero es deficiente en las otras dos. Parece haber en
las dos fuentes mencionadas alg@in factor afin desconocido que
favorece el desarrollo de las bacterias de este género. Cuan-
do se suplementan los medios de cultivo con estas fuentes se
debe estudiar la concentraci6tn de las mismas a utilizar ya
gue por lo general un exceso de las mismas provoca la apari-
ci6n de formas aberrantes o la inhibici6én del crecimiento.
Este hecho probablemente sea debido a la concentracibn alcan-
zada de los amino&cidos inhibidores ya mencionados o a que
€stos en general forman quelatos con cationes divalentes como
ca*”t Y Mg++ indispensables para la divisifn celular. Una com-
probaci6én de esta Gltima alternativa fue informada por

(123) quien super6 este efecto inhibidor enriquecien-

++(116)

Sherwood

do a los medios con Ca
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2.1.4. Requerimientos de elementos minerales.

El género Rhizobium presenta los requerimientos generales
de las bacterias gram negativas en lo que se refiere a F6sforo,
Magnesio y Potasio. El F6sforo es aportado a los medios de
cultivo en general bajo la forma de fosfatos solubles y repre-
senta alrededor del 1,5% del peso seco de la célula, pero este
valor varla con la velocidad de crecimiento ya que es propor-
cional al contenido de RNA de las mismas. Se acepta que la
relacién Mg:K:RNA:P es de 1:4:5:8 para las bacterias gram ne-
gativas, siendo esta relacibtn independiente de la velocidad

de crecimiento(124)

. Adem8s de estos requerimientos generales,
el género Rhizobium tiene necesidades especiales y requiere en
los medios la presencia de Fe, Ca, Mn, Zn y Co. En el cuadro

2 se indican las necesidades por estos elementos(ll7).

Cuadro 2

Elementos minerales requeridos por Rhizobium

Elemento Fe Mgy Ca Mg Co Zn Mn K
+
Ca
Requerimientos | 0,005 | 0,110,025 0,5 | 1x10"° 1x10:‘§!1x10"f:2 0,06
L M) a 0,2 0 | a 10

El Ca es un elemento que se ha demostrado tiene una importancia
fundamental en la nutricibn del género Rhizobium. El grupo de
crecimiento ripido necesita relativamente m&s Ca que el de cre-
cimiento lento. La deficiencia de este elemento en las células
provoca la apariciftn de formas irregulares, lo que sugiere que

este elemento juega un importante rol en la constituci6n de
la pared celular. Esta deficiencia no puede ser suplida por Mg.
Las necesidades de Co se deben a que los Rhizobium llevan a
cabo la sintesis de vitamina B-12.
La mayorfia de los elementos trazas (Co, 2n, Mn, Fe), debido
a la baja concentracifn en que son requeridos, son agregados a
los medios de cultivo con el extracto y/o agua de levaduras ya
gque estas fuentes poseen cantidades apreciables de los mismos,
gue en general son suficientes para el normal desarrollo

celular(llG)(ll7).
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2.1.5. Efecto del pH sobre el desarrollo celular.

Todas las cepas de Rhizobium estudiadas crecen en un rango
de pH entre 5 y 7,5 y la tolerancia a valores extremos varfa
con la cepa. Generalmente cuando se trabaja con cepas de cre-
cimiento rdpido éstas bajan el pH marcadamente, por lo que
es necesario gque el medio de cultivo esté adecuadamente tampona-
do ya que de no ser asf se puede llegar a valores de pH inferio-
res a 5 donde se produce la inhibici6n del crecimiento celular.
Un aspecto particular a tener en cuenta respecto del pH es que
cada cepa en particular crece a velocidad m&xima en un estre-
cho rango del mismo, por lo que en el diseno de cultivos indus-
triales se-debe estudiar el pH inicial del medio de cultivo

para obtener los menores tiempos de proceso.

2.1.6. Requerimientos de oxfgeno.

La bibliograffa muestra gque los Rhizobium en general no
son muy exigentes en cuanto a sus necesidades de oxfgeno,
aunque es com(in que respondan a un incremento en la aeraciﬁn(llG).
Se debe tener en cuenta que si bien estos microorganismos pue-
den crecer con suministros bajos de oxfgeno, la demanda por
este elemento serd dependiente del medio de cultivo, ya que
como se sabe, la fisiologfa de un cultivo microbiano es fun-
cifén de la composicibdn cuali y cuantitativa del ambiente donde

(125)

se estdn desarrollando las bacterias y por tanto el con-

sumo de oxfgeno variard con el medio de cultivo empleado(126).
En base a esto no se puede hablar de un determinado requerimien-
to de oxfgeno como un pardmetro metab6lico fijo para un cierto

microorganismo.

2.2. CEPAS UTILIZADAS EN'EL PRESENTE TRABAJO

Las estirpes bacterianas utilizadas para los estudios rea-
lizados fueron:
1. Cepa F 45 procedente del Departamento de Microbiologfa del
Instituto Nacional de Tecnologfa Agropecuaria (Castelar)
con esa denominacibn y aislada de poroto (Phaseolus vulgaris
L.) inoculado con producto de origen norteamericano.
2. Cepa F 48 procedente del Departamento de Mjcrobiologfa del
Instituto Nacional de Tecnologfa Agropecuaria (Castelar)
con esa denominaci6n y aislada de poroto (Phaseolus vulga-
ris L.) en la localidad de Timbolar (Tucum&n).

3. Cepa 492 procedente del MIRCEN (Microbiological Resources
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Center) Porto Alegre, Brasil, con esa denominacifn y selec-
cionada por su comportamiento frente a cultivares de poroto

negro. (Phaseolus vulgarislL,)

Cepa 4012 procedente del MIRCEN (Microbiological Resources
Center) Porto Alegre Brasil, con esa denominacifén y selec-
cionada por su comportamiento frente a cultivares de poroto

negro (Phaseolus vulgarislL.).
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3. MATERIALES Y METODOS



3.1.

PRODUCCION DE CELULAS

3.1.1. Sistemas de cultivo utilizados.

a.

Los ensayos preliminares destinados al estudio de los re-
querimientos nutricionales, y efecto de la concentracifn
de nutrientes sobre el crecimiento de la cepa en estudio,
se realizaron utilizando como reactores frascos tipo er-
lenmeyers de 250 o 1000 ml de capacidad (segfin el caso)
con una relacién de volumen de medio de cultivo a volumen
de frascos de 1: 5. Los frascos se colocaron en un agita-
dor rotatorio de 2,5 cm de excentricidad y se agitaron a
200 rpm en cuarto estufa a 30°C. En todos los casos los
tratamientos se realizaron por duplicado.

Los estudios de condiciones de operacifn se llevaron a
cabo empleando una unidad de fermentacifn New Brunswick
integrada por 3 fermentadores de 7,5 1 de capacidad,
provista de accesorios para el control de temperatura,
velocidad de agitacifén y caudal de aire. El volumen de
medio empleado fue de 3 litros. En todos los casos los
tratamientos se realizaron por duplicado. Las experien-
cias en esta escala se realizaron variando la velocidad
de agitacibén (rpm) y manteniendo constante el caudal de
aire en 1 1 de aire/l de medio.x minuto.

Los ensayos de cultivo discontinuos alimentados (Fed
Batch) fueron realizados en el equipo descripto en el
punto 3.1.b. mis los accesorios necesarios que se mues-
tran en la Fig. 2. En dicha figura se detallan ademds las
condiciones empleadas. El tipo de alimentaci6n obtenido
empleando el dispositivo indicado resultd lineal (127).
Este tipo de alimentacifn se caracteriza por que la con-
centracifén de nutrientes que ingresan al fermentador au-
menta linealmente en el tiempo. Este tipo de gradientes
es utilizado en técnicas cromatogrificas. Los dos reser-
vorios (Rc y Rd) estln conectados entre si y a la atm6s-
fera (vasos comunicantes), el primero (Rc) contiene medio
de cultivo m8s concentrado que el segundo (Rd) el cual
est8 agitado y conectado a una bomba que envia medio de

(127). A medida que la bomba envia

cultivo al fermentador
medio del Rd al fermentador, pasa medio concentrado del
reservorio Rc al Rd y de esta forma la concentracifén de

nutrientes en Rd aumenta en el tiempo. Para que este
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aumento sea lineal es necesario que no exista difusifn entre

los reservorios (concentracifn de nutrientes en Rc = cons-
tante), y que la densidad de ambas soluciones sea similar. El
diseno de las experiencias se realiz6 de acuerdo al modelo mate-
m&tico descripto por Mignone(lzg), en el cual ambos frascos

son geométricamente idénticos.

Las ecuaciones fundamentales del mismo son:

a.Concentracifn celular:

V K
XOVO + YF (SO+ —%— ) t + Kt2 (1) para crecimiento res-
X = - ' tricto.
Vo + Ft
Xo eut
y X = — (1') para crecimiento irrestricto

b.Volumen de cultivo:

V=V + Ft (2)
o

c.Concentracifn de sustrato limitante:

S =0 (3) para crecimiento restricto
S VvV XV
O O F VK XV - "o o .
= = __ = —_ ‘o -
S v + = (SO + -0 ) + 2 Kt vy (3')

para crecimiento irrestricto.

d. El parfmetro K se relaciona con los inherentes al cultivo

segGn la ecuacibn:

o
K = - (4)
Y Vo

y con los relativos a las variables tecnolfgicas de la ali-

mentacifn con las ecuaciones

VOK
SDO = SO + F (5)
4 V., K
- oD
SC = SDO + — (6)
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Por tanto el parfmetro K est8 relacionado con el gradiente
de alimentacifn: a mayor diferencia de concentraci®n entre

los reservorios mayor es K.

Diseno del cultivo discontinuo alimentado.

El diseno del cultivo discontinuo alimentado requiere el
conocimiento de los siguientes par&metros: ui XO; VO; Yi
S los que se conocen a partir de experiencias previas en

cgltivos en sistema batch.

Los pasos a seqgulr son los siguientes:

1. Se fija primero un valor de F y con los datos antes men-
cionados se calcula el valor de K (ec. (4)).

2. De écuerdo a las posibilidades del fermentador a utili-

zar se fija un valor de V (el volumen total a adicionar

oD
es 2 VOD) y con éste y el valor de K anteriormente calcu-

lado se determina SDO por la ecuacibn (5) y luego S, por

C
la (6). De este modo se puede estimar "a priori" la con-
centracifén en cada reservorio y obtener una alimentacifn
apropiada con respecto a los requerimientos de nutrientes

del cultivo.

Nomenclatura:

X = concentraci6n celular (cél/l)

Xo= concentracién celular (c&l/l) al inicio de la alimentacibn

y = rendimiento celular (Sgéﬁdpggdggégigto consumido )

F = caudal de alimentacibn (%)

S = concentracifn de sustrato limitante durante la alimentaci6n

So= concentracifn de sustrato limitante al inicio de la alimen-
taci6bn (g/1)

VO= volumen del cultivo en etapa de batch (1)

t = tiempo de alimentacién (min)

u = velocidad especifica de crecimiento (h-l)durante la alimen-
tacién

V = volumen del cultivo (1) durante la alimentacibn

u,= velocidad especifica de crecimiento (h_l) que presenta el
cultivo en el momento de inicio de la alimentacién.

SDO = conqent;acién de sustrato limitgn@e.fg/l) en_el reser-

vorio dilufido en el momento de iniciar la alimentacifn.
Sc = concentracifn de sustrato limitante (g/l) en todo ins-
tante
VOD= volumen de medio en el reservorio diluido en el momento de

iniciar la alimentacién.
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Tz - h
Reservorio A Reservorio B
F
Bomba
peristaltica
(:”’ —— aire
Condiciones de trabajo: l
i
Temperatura = 30°C 0
Agitacidon = 40O rpm «
Caudal de aire =1 1/1.min ;
Flujo de alimentacién (F) = 39,6 ml/h —
Vg =21 Ve = b N
Volumen inicial de los reservorios = 1 1 Ve mopeemoe I o
Medios de cultivo:
. o Vo |od4-=--p ===~ -=---
Inicial en el fermentador = N°4 0
(cuadro 3) [:]"T-E:]
En el reservorio A = N°4 (cuadro 3) x 3,5 ;:::::y

U

N°h (cuadro 3) x 9,

En el Reservorio B Fermentador

Figura 2. Equipo y condiciones utilizadas en los cultivos discontinuos
al imentados (Fed Batch)



d. Cultivos continuos: Se realizaron experiencias utilizando
una planta de fermentaci64n LKB Bromma modelo 1001 ultroferm.
La misma consta de los accesorios necesarios para la reali-
zacibn de este tipo de cultivos. En la figura 3 se muestra un
esquema del equipo utilizado. El1l agregado de medio nutriente
fresco al fermentador se realiz6 a través de una bomba peris-
tdltica y el vaciado de caldo del fermentador por un tubo de
rebalse de manera tal que el volumen del fermentador es cons-
tante en el tiempo. Se realizaron las experiencias con un
volumen (V) de 3 1 y se fue modificando el flujo de entrada
(F) de medio nutriente de manera tal que la velocidad de
dilucibn- (D = F / V), que en este caso es igual a la velo-
cidad especifica de crecimiento (u), se varid en un rango
que fue desde un valor muy bajo hasta otro cercano al D cri-
tico (D critico & u maximo).

Para cada velocidad de dilucibn estudiada se dejb que el

cultivo llegara a estado estacionario. El establecimiento
del mismo se verific6 por constancia en el tiempo de los si-
guientes parfmetros = pH, recuento celular, porcentaje de
°;
fermentador y concentracibén de la fuente hidrocarbonada (sa-

disuelto, porcentaje de O2 en los gases de salida del

carosa). Los valores indicados en los cuadros de resulta-
dos son los obtenidos en cada estado estacionario mencio-
nado.

En estas experiencias se utilizb una velocidad de agi-

taci6bn de 400 rpm y un caudal de aire de 0,3 1/1.min.

PR

La temperatura fue de 30°cC.

] H’—‘
-‘.:. -:+‘:-.. :
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Fig. 3. Esquema del equipo utilizado para los cultivos continuos
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3.1.2. Esterilizaci6n: Los medios fueron esterilizados en auto-
clave a 121°C durante 15 minutos. En todos los casos la fuente
de carbono fue esterilizada por separado y reconstitufdos los
medios antes de ser inoculados.

En el caso de las experiencias de cultivos discontinuos
alimentados los medios contenidos en los reservorios no pudie-
ron ser esterilizados en autoclave porque debido a su alta con-
centracién se producian reacciones entre los componentes que
conducfan a la formaci6én de precipitados. Estos medios comple-
tos fueron esterilizados por filtracidn utilizando una unidad
filtrante Millipore equipada con un prefiltro y un filtro abso-
luto de 0,45 y 0,2 micrones de difimetro de poro respectivamen-
te. El1 filtro completo fue esterilizado a 119°C durante una
hora en autoclave. Las soluciones de vitaminas fueron esteri-
lizadas por filtracifn a través de una membrana de 2,5 cm de

di&metro y 0,2 u de tamano de poro.

3.1.3. In6culos:

Para la obtencién de inSculos se parti6 de un cultivo en
agar inclinado conservado en heladera (4°C) crecido en medio
N°1 (cuadro 3). Con 3 ansadas de este cultivo se sembraron
50 ml del medio N°2 contenidos en erlenmeyers de 250 ml.
(prein6bculo) (cuadro 3). Los erlenmeyers sembrados se colo-
caron en agitador rotatorio en cuarto estufa a 30°C. El1 desa-
rrollo asi obtenido se utiliza para inocular frascos de 1000 ml
conteniendo 200 ml del medio N°3 (salvo indicacibn en contra-
rio). El desarrollo obtenido luego de la incubacibén de estos
frascos en agitador rotatorio fue utilizado para la siembra de
los fermentadores.

En todos los casos se transfiri6 el volumen necesario para
lograr una concentracifn inicial de bacterias de 3 - 4 x 108

células/ml.

3.1.4. Mantenimiento de las cepas:

Las cepas empleadas fueron mantenidas liofilizadas para
perfodos largos de tiempo. A partir de los liofilizados se sem-
braron tubos con agar inclinado del medio N°1 (cuadro 3) y
estos se conservaron en heladera (4°C). Este método de conser-
vaci6én fue empleado para perfodos cortas de tiempo (6 meses) y

a partir de ellos se sembraron los medios liquidos (in6culos).
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Cuadro N°3

Composicion de

los medios de cultivo

Componente Medio N°1 Medio N°2 Medio N°3 Medio N°4
(g/1) Mantenimiento Inéculo Base Balanceado
Fuente de Carbono -- -- 10,0 --
Sacarosa 5,0 5,0 -- 10,0
Ext. de Levadura* 1,0 1,0 1,0 2,0
Peptona** -- -- -- 1,0
POAHK2 0,5 0,75 0,75 0,75
POQHZK -- 0,6 0,6 0,6
SOhMg.7H20 0,2 0,2 0,2 0,2
NaCl 0,1 0,1 0,1 0,1
FeC136H20 (So1.10%) 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,! ml
MnSO, (Sol. 10%) 0,1 ml 0,1 ml 0,! ml 0,1 ml
Agar 14 -- -- --
Biotina (mg/1) -- 0,2 -- --
(Merck)
CaCO3 3,0 -- == --
pH 7,0 6,5 7,0 6,5
* Oxoid
INORP (MC8)
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3.1.5. Medidas de la concentracifn celular

a. Turbidimetrfa: La densidad 6ptica de las suspensiones
bacterianas fue determinada utilizando un fotocolorfmetro
Turner "330" a 625 nm. Como diluyente se utiliz6 aqua desti-
lada. La dilucibn se realizf de manera tal que la densidad
6ptica leida estuviera comprendida entre 0,2 y 0,4 unidades
de D.O.. El valor de biomasa se expresa en unidades de densi-
dad 6ptica (UDO) que surge del producto de la DO letfda por

la dilucib6bn efectuada.

b. Recuento de microorganismos viables: El recuento de células
viables se efectu6§ por el método de dilucibn en solucibn
salina 0,85% del cultivo y siembra en cajas de Petri conte-
niendo el medio N°1 (cuadro 1l). Las cajas fueron incubadas in-
vertidas en cuarto estufa a 30°C. Se utilizaron 4 repeticio-
nes por cada dilucibn a evaluar. Luego de un perfiodo de incu-
bacién adecuado se contaron las unidades formadoras de colonias
(ufc).

c. Determinacifbn del nfimero de microorganismos totales: la
misma fue efectuada sobre diluciones apropiadas de la suspen-
sién celular en solucibn salina al 0,85% utilizando una camara

de recuento celular Petroff Hauser.

3.1.6. Medida de pH:
La misma fue efectuada utilizando un peachimetro Metrohm E.
396. B.

3.1.7. Medida de la velocidad de absorcif6n de oxigeno (VAO):
El valor de VAO de los fermentadores con agitacién mecdnica

se calculd en base al método de Cooper y colaboradores(lzg).

3.1.8. Medida del porcentaje de oxigeno disuelto: La misma fue

efectuada utilizando un electrodo galvinico marca Biotec.

3.1.9. Control de espuma.

Se realiz6 por agregado del agente antiespumante marca
DARMEX SAG (471) en solucibn acuosa al 5%. En las unidades de
fermentacifén New Brunswick el agregado se realiz6, cuando el
cultivo asi lo requerfa, en forma manual. En el caso de la
unidad de fermentaci6n LKB &sta viene equipada con un electro-

do antiespuma, por lo que en las fermentaciones realizadas
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en la misma (cultivos continuos) el agregado de antiespumante

fue automitico.

3.1.10. Determinacibén de la presién osmbtica:
Las medidas fueron realizadas utilizando un osmbmetro manual

marca Fiske modelo G 66.

3.1.11. Medida del consumo de sacarosa:

Fueron efectuadas sobre los sobrenadantes de las suspensio-
nes celulares centrifugadas empleando el método de Hyvarinen y
Nikkila (130), previa hidr6lisis con HCl 2,5 % v/v en bafo

Marfa durante 10 minutos.

3.1.12. Medida del consumo de nitrégeno:

Las determinaciones fueron efectuadas sobre los sobrenadan-
tes de suspensiones celulares centrifugadas por el mé&todo de
micro Kjeldahl(13l). Antes de efectuar la digestién de las

muestras se evapor6 el H,O por lo que la determinacifén se rea-

2
1iz6 sobre el extracto seco de los sobrenadantes.

3.1.13. Control de contaminantes:
Como control de asepsia de los cultivos se efectuaron obser-
vaciones microscflpicas directas de preparados en contraste de

fases.

3.1.14. El1 porcentaje de O2 en los gases de entrada y salida
del fermentador fue determinado utilizando un analizador de O2
Beckman modelo OM.14.

3.1.15. Demanda de Oxigeno:

(132)

Fue determinada por el método directo utilizando un respi-

rémetro Gilson a presifn constante.

3.1.16. Consumo de 02:

El mismo se calculb en base a la siguiente expresién$l33)
FN2
VCO = —;— ( PO _ PO, }
p - pOI - pCI P - P02 - pcz
donde: VCO = velocidad de consumo de O2 (_ml )
l xh
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FN2 = Caudal de gas inerte (—%l-)

p = presifn total

V = volumen del cultivo (1)

po; = presifn parcial de 02 en el gas que ingresa al fermentador
pcy = presién parcial de CO2 en el gas que ingresa al fermentador
pPo, = presifn parcial de O2 en el gas que sale del fermentador
pc, = presifn parcial de CO2 en el gas que sale del fermentador

No se incluye en la determinacién de VCO la presi6n de vapor de
agua porque los gases de salida del fermentador, antes de anali-
zarlos, se hicieron pasar por silicagel con el objeto de secar-
los y evitar -interferencias en las determinaciones.

La presifn parcial de O2 en los gases de entrada y salida
del fermentador se mici® en un analizador seckman modelo 0 M-14
mientras que la de CO2 con un analizador infrarrojo marca
Hilger SB1K2.
3.2. ELABORACION Y ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA DE INOCULANTES PARA

Phaseolus vulgaris.

3.2.1. Microorganismo: En estos estudios se utiliz6 la cepa
F-45 de Rhizobium phaseoli de la colecci6n del INTA Castelar.

3.2.2. Soporte: El1l soporte utilizado fue turba proveniente de

Ushuaia (Tierra del Fuego).

3.2.3. Preparacibn de la turba. La turba para ser empleada
como soporte debe ser sometida a una serie de operaciones para
su acondicionamiento de acuerdo a lo indicado en el punto
1.4.7. del presente trabajo.

a. Secado: La turba comercial contiene alrededor de 50% de
humedad; para proceder a su molienda es necesario secarla has-
ta un tenor de 10-12 % de humedad. El1 secado se realizé6 en
estufa con circulacién de aire a temperatura de 65°C.

b. Molienda. La turba fue molida en un molino a muelas (tipo
molino de café).

c. Tamizado. El1 producto molido fue clasificado por tamano de
partfcula. Para ello se lo tamiz6 a través de una serie de
tamices (N°30, 50, 100 y 200). Los mismos fueron colocados

en un vibrador para facilitar la operacidn. Las fracciones

recogidas fueron: 1) Particulas que pasan el tamiz N°30 y
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y retenidas por el N°50 con un diidmetro mfnimo de partfcula

de 400 micrones y 2) Partfculas que pasan el tamiz 200, con

un difmetro m&ximo de partfcula de 70 micrones. Ambas frac-
ciones fueron utilizadas para preparar inoculantes. La fraccién
1) sirvid para obtener inoculantes tipo granulado que se aplica
directamente al suelo (TAMI 2) y la 2) para inoculante tradicio-
nal o en polvo que se aplica a la semilla (TAMI 1).

d. Neutralizaci6n. Debido a que el pH de la turba es alrededor
de 3, es necesaria su neutralizacifén. Ambas fracciones fueron
llevadas a pH comprendidos entre 6,5 y 7 por agregado de 10% p/p
de Carbonato de Calcio en polvo.

e. Humectacifn. Para evitar (durante la etapa de impregnaci®n)
la muerte de " las bacterias por el calor liberado en la humecta-
cién de la turba se elev6 el tenor de humedad al valor del

10% con H20 destilada.

f. Envasado. El material soporte (turba), preparado en la forma
indicada, fue envasado (cada fraccibn por separado) en bolsas

de polietileno de 50 micrones de espesor a razdn de 75 g de
material por unidad y finalmente cerradas (selladas por calor).
g. Esterilizacibn. Las bolsas conteniendo el material soporte
fueron esterilizadas con radiaciones gamma en la Comisifn Nacio-
nal de Energfa Atf6mica (Ezeiza). La dosis empleada fue de 5 Mrad.
El producto obtenido si bien no resulta totalmente estéril pre-

senta muy baja contaminaci6én residual.

3.2.4. Impregnacibn.

a. Preparacif6n de las suspensiones bacterianas: Los desarrollos

bacterianos utilizados en la impregnacifn del material soporte

fueron obtenidos en erlenmeyers de 1.000ml, conteniendo 200 ml

del medio N°4 (Cuadro 3) en agitador rotatorio y a la tempera-

tura de 30°C. Se realizaron cuatro tratamientos.para cada una

de las fracciones de turba.

1. Bacterias centrifugadas y resuspendidas en las sales del me-
dio N°4 (Cuadro 3) (MEDI 1).

2. Bacterias centrifugadas y resuspendidas en medio completo

(N°4 cuadro 3) (MEDI 2).
Y dos concentraciones celulares para cada una de las suspen-

siones descriptas. )
Concentraci6n celular de 4 x 10" cel/ml (CONC 1).

8
Concentracifén celular de 80 x 10 cel/ml (CONC 2).
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b. Con cada una de las suspensiones celulares descriptas se
impregnaron con jeringa 16 bolsas conteniendo turba estéril
(8 de cada granulometrfa del soporte). Se inyectaron 75 ml

en cada unidad obteni&ndose 55% p/p de humedad en el producto
terminado.

3.2.5. Conservaci6én. El inoculante asf obtenido fue sometido
a 4 tratamientos diferentes de conservacibn:
1. Maduracibn (temperatura ambiente) durante 10 dfas y poste-

rior conservacifin en heladera a 4°C (ALMA 1).

2. Temperatura ambiente todo el tiempo de la experiencia (ALMA

2).

3. Conservacibn en heladera durante 3 meses y luego a tempe-
ratura ambiente el resto del tiempo que dur6 el ensayo

(ALMA 3).

4. Conservacif6n en heladera durante toda la experiencia (ALMA

4).

De esta forma la experiencia qued6 comnstitufda como un
diseno factorial completo con 2 repeticiones de 5x4x2x2x2. Donde
5 indica los tiempos de la experiencia en que se realizaron las
determinaciones; 4 las formas de conservacibdn; 2 el nivel ini-
cial de bacterias en el inoculante; 2 el tipo de medio donde
fueron resuspendidas las bacterias, y 2 los tipos de turba

(fino y granulado) utilizados.
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Esquema de la experiencia

TURBA

Acondicionamiento: Secado, molienda, neutralizacibn y tamizado

Turba Tamiz 200 (polvo) Turba tamiz 30-50 (granulado)
Impregnacién

Suspensi6n bacteriana || Suspensifn bacterianal]Suspensién bacteriana||Suspensifn bacteriana

®ncentrada resuspen-|fConcentrada resuspen-{}diluida resuspendida ||diluida resuspendida
dida en medio comple-{[dida en sales del en medio campleto en sales del medio

T~

S

Conservacitn
TCambiente Madurados 15 dias a Heladera (4°C) Heladera (4°C)
T°amb. y luego lle- 3 meses y luego
vados a heladera (4°C) llevados a T°
ambiente

Recuentos en funcitn del tiempo

3.2.6. Recuentos.

Se realizaron recuentos de viables a lo largo de la expe-
riencia a los siguientes tiempos, 0, 20, 50, 115, 190, 270 y
380 dias.

Los recuentos fueron realizados tomando 10 g de cada una de
las dos bolsas de cada tratamiento y se suspendieron por sepa-

rado en 90 ml de solucibn salina 0,85%. Estas suspensiones
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fueron colocadas 30 minutos en agitador rotatorio Yy a partir de
las mismas se realizaron las diluciones necesarias en solucifn
salina, con las que se sembraron 4 cajas de Petri conteniendo
15 ml del medio N°1 (Cuadro 3). Los resultados se expresaron

en unidades formadoras de colonias (ufc).

3.2.7. An&lisis de los resultados:

Los resultados fueron sometidos al anflisis de la variancia
y determinacifn de las diferencias minimas significativas entre
medias por el test de Tuckey(l34).

los recuentos de los dfas 50, 115, 190, 270 y 380

Se utilizaron para el mismo

3.3. SELECéION DE CEPAS DE RHIZOBIUM PHASEOLI FRENTE A LA LEGU
MINOSA HUESPED (Phaseolus vulgaris).

3.3.1. Cepas: Las cepas empleadas en estos ensayos fueron:

F-45 Proveniente del INTA Castelar

F-48 Proveniente del INTA Castelar

492 Proveniente del Mircen (Microbiological Resources Center)
Porto Alegre - Brasil

4012 Proveniente del Mircen (Microbiological Resources Center)

Porto Alegre Brasil.

3.3.2. Semillas: Las semillas de Phaseolus vulgaris, tipo blan-
co, variedad "alubia" fueron suministrados por la estacifn expe-
rimental del INTA de Cerrillos (Salta). Se emplef la seleccibn
"Cooperadora" de dicha variedad que es la mis difundida en el

Noroeste Argentina.

3.3.3. Esterilizacib6n de las semillas:Las semillas fueron este-
rilizadas en superficie por tratamiento con Hg Cl.2 0,1 & p/v
1,5 minutos, pasaje por alcohol 96°y varios lavados posterio-

.. (102

res con agua destilada estérll( )
3.3.4. Obtencién de las suspensiones de Rhizobium: Estos fue-

ron obtenidos como se indica en el punto 3.1.3.

3.3.5. Obtenci6én de los antisueros especificos para cada una
de las cepas: Suspensiones celulares de cada una de las cepas
obtenidas como se indica en el punto 3.1.3. fueron centrifu-
gadas y lavadas 2 veces con solucib6n salina 0,85 3 estéril. Se

resuspendieron en el mismo diluyente hasta una concentracifn
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de 1 x 109 cel/ml. Esta suspensi6én fue utilizada para inmunizar
conejos. La inoculacién se realiz6 en la vena marginal de la

oreja. Se emplearon animales albinos, machos de 2,5 Kg de peso
(2 conejos por cepa). El esquema de inmunizacién utilizado fue

L (87)

el propuesto por Schmidt y co que se muestra en el si-

guiente esquema.

Difas Inoculaci6n (ml de suspensifn de antfgeno)

1 0,5

2 1,0

3 1,5

4, 5y 6 descanso

) 1,5

2,0

2,5

Luego de 10 dfas se realiz6 puncién cardiaca o extraccién de
vena marginal de la oreja para obtener entre 5 y 10 ml de
sangre. Esta se dej6 1 h a 37°C (formacién de codgulo) luego
una noche en heladera (retraccibén del cofgulo) y del sobre-
nadante se tom6 suero para la determinaci6n de su titulo.

El método empleado para la determinaci6n del titulo de los

(102). Consiste en

antisueros fue el propuesto por Vincent
enfrentar 0,5 ml de diluciones crecientes del suero en
solucibn fisiol6gica con 0,5 ml de la suspensif6n bacteriana
(idéntica a la utilizada para inyectar los conejos) en bano
termost&tico a 52°C. El tiempo de incubacién depende de las
concentraciones relativas de antfgeno y anticuerpo y varia
entre 2 y 4 horas. In todos los casos se enfrent6 0,5 ml de
solucién fisiol6gica contra 0,5 ml de la suspensifn bacteriana
para tener un testigo de autoaglutinacifn. El titulo estd dado
por la inversa de la filtima dilucibn de antisuero que aglutina.
Debido a que en todos los casos el tftulo fue adecuado (supe-
rior a 800) no fue necesario dar una dosis de refuerzo por
lo que se procedi6 a sacrificar a los animales.

Se realiz6 una sangrfa de los animales "a blanco" por la
vena yugular. La sangre obtenida (120-150 ml por cada lote
de 2 animales) se recolect® en frascos enjuagados con solucibn
fisiol6gica para evitar hem6lisis, luego se incub6 1 hora a

37°C, se lo dej6 una noche en heladera, se cort6 el codgulo y



se separ§ el sobrenadante, y se obtuvo el antisuero al que se
le determiné el tftulo. Los valores obtenidos fueron en todos
los casos de 1800 a 3600. Estos antisueros fueron dispensados
en ampollas de 2 ml conteniendo 1 ml del mismo y conservados en

congelador a -14°cC.

3.3.6. Determinacibén serolfgica de las cepas formadoras de los
n6dulos.

Esta determinacifn fue realizada sobre una suspensibn obte-
nida por maceraci6n de cada n6dulo en 3 ml de solucibn fisiol6-
gica; 0,5 ml del sobrenadante de esta suspensi6n (previa decan-
tacibn de los restos del n6édulo) se enfrentaron con 0,5 ml de
mna dilucién 1:25 de cada uno de los antisueros de las cepas
empleadas en la experiencia. Los tubos conteniendo las solucio-
nes de antIgeno y anticuerpo se incubaron a 52°C durante 3 a
4 horas, luego de las cuales se leyeron los resultados. En
todos los casos se incluyeron testigos de autoaglutinacibn.

Se emplearon para su identificacifn 400 n6dulos en la expe-
riencia realizada en c8mara de clima controlado y 300 n&dulos

en la experiencia a campo.

3.3.7. Peso seco:
El peso seco de la parte aérea y de los n6dulos de las plan-
tas fue realizado en estufa con muestras mantenidas a

65°C hasta peso constante.

3.3.8. Andlisis de los resultados:
Se realiz6 un andlisis de varianciay de diferencias minimas
significativas entre las medias por los tests de Tuckey y, o

Duncan(134).

EXPERIENCIA EN CAMARA DE CLIMA CONTROLADO

3.3.9. Diseno de la experiencia:
Se realiz6 un diseno de tipo enteramente al azar con cinco
repeticiones de los siguientes tratamientos.
1. Jarras inoculadas con la cepa F-45 (F45)
2. Jarras inoculadas con la cepa F-48 (F48)
3. Jarras inoculadas con la cepa 4012 (4012)
4. Jarras inoculadas con la cepa 492 (492)
5

. Jarras inoculadas con la mezcla de cepas (Mezcla)
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6. Jarras inoculadas con la mezcla de cepas + 50 partes por
millén de KNOq M + KNOR)

7. Testigos. Jarras sin inocular (Testigo).

3.3.10. Condiciones de trabajo:

Los pard@metros controlados fueron: T°diurna 28°C, T°nocturna
14°C y fotoperfodo 13,5 h. Estas condiciones fueron elegidas
tomando como base las T°medias minima y m&xima promedio de los
iltimos 30 anos de la zona de Salta donde posteriormente se rea-
lizaron las experiencias a campo (Datos suministrados por la
Estacifn Experimental de Cerrillos del INTA). La humedad relativa
del ambiente se mantuvo siempre superior a 60%. La luz fue sumi-

nistrada por tubos tipo gro-lux pensylvania de 40 W.

3.3.11. Unidades experimentales:
Se utilizaron como unidades de experimentacibén Jarras Leonard

(102)

modificadas . Las mismas contenian aproximadamente 1 Kg. de

soporte. En la figura 4 se muestra un esquema de estas unidades.

3.3.12. Soporte:

El soporte inerte elegido para llenar las jarras fue una mez-
cla de arena (95%) y carb6n de lena (carbonilla) (5%). La arena
utilizada fue la tipo oriental (o de Rio) que es de grano grueso
y antes de su uso fue tratada con HCl al 10% v/v durante 24 horas
y luego lavada repetidas veces con Hzo. El agregado de carbdn
tiene por finalidad evitar la posible toxicidad por Manganeso

de la arena debido a que este catién es adsorbido por el carbén.

3.3.13. Esterilizacibén de las Jarras:

Las jarras conteniendo el soporte fueron esterilizadas durante
1 h. a 121°C y posteriormente secadas. Antes del tratamiento con
vapor se hizo vacio dentro del autoclave de forma tal de lograr

una adecuada penetracifén del mismo en el material contenido en

las jarras.

3.3.14. Siembra:
Semillas estériles obtenidas seglin el punto 3.3.3 fueron pre-

germinadas en cajas de Petri en estufa a 30°C. Las plantulas ob-

tenidas fueron sembradas a raz6n de 4 por maceta vy raleadas pos-

teriormente a 2. Cada jarra fue recubierta con papel de aluminio

con el objeto de evitar la proliferaci6én de algas en la parte
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inferior y para aumentar la cantidad de luz incidente sobre las
hojas por reflexién.

3.3.15. Inoculacibn:

La inoculacifn de las raices de las plantas fue efectuada en
el momento de la siembra por agregado de 1 ml de una suspensidn
de bacterias. La misma fue obtenida segfin se indica en el punto
3.1.3., centrifugadas y resuspendidas hasta una concentracién de
1 x 109 cel/ml. en solucifn salina. Esta iltima operacibn se
realiz6 para evitar el agregado de nutrientes del medio de cul-
tivo (no metabolizados por las bacterias) y que pudieran ser uti-
lizados por las plantas.

En el caso de los tratamientos inoculados con mezcla de cepas,
la suspensibn utilizada (1 ml) fue obLtiLenida por mezcla en partes
iguales de las suspensiones de cada una de las estirpes indi-

viduales.

3.3.16. Riego:
Las macetas fueron regadas 2 veces durante la experiencia con

(135). Los otros riegos (reali-

la solucibn nutritiva de Norris
zados cada vez que fue necesario) se hicieron con agua destilada.

En el caso del tratamiento con KNO, el mismo fue agregado a las

3
jarras por riego con una solucibfn de esta sal al inicio del expe-
rimento. L. cantidad agregada fue tal de proveer 50 ppm de Nitré6-

geno en las jarras.

3.3.17. Recoleccib6n de las plantas:

Cuando las plantas }legaron al estadio de floracibén fueron
cosechadas para la determinacifn de peso seco de parte aérea,
peso seco de n6dulo y evaluacifin serol8gica de &stos para iden-

tificar la cepa que les dio origen.

EXPERIMENTOS A CAMPO
Los mismos fueron realizados en &reas con diferentes tipos de

suelos: el primero en el Valle de Lerma (Cerrillos) con suelo de
textura franca, Nitrégeno total 0,11 g%, materia orgénica 1,9%,
relacién C/N = 10, F6sforo disponible 10 ppm, pH 6,5 y capacidad
hfdrica de saturacibdn 27 g%. El sequndo ensayo fue realizado en
dos localidades. Uno de ellos en el mismo sitio que el primer
experimento y el segundo en Rosario de la Frontera (Horcones),
con suelo de textura Franco-arcillosa, Nitr6geno 0,19 g%, materia

org&nica 4,36 %, relacibén C/N 13, F6sforo disponible 10 ppm,
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pE 6,6 v capacidad hidrica de saturacién 50%

3.3.18. Diseno:

a) La primera experiencia fue realizada en parcelas distribuf-
das bajo un diseno en blocues casualizados con 4 repeticiones de
los siguientes tratamientos.

1. Inoculante en polvo de la cepa F 45 + 60 kg/ha de P,0¢ (F 45-P)
2. Inoculante en polvo de la cepa F 48 + 60 kg/ha de P205 (F 48-P)
3. Inoculante en polvo de la cepa 492 + G0 kg de P O (492-p)

4. Inoculante en polvo de la mczcla en partes iguales de las tres

)

cepas mencionadas en los puntos 1, 2 y 3 + 60 kg/ha de P2 5

(M-P)
5. Inoculantg en polvo de la mezcla en partes iguales de las tres

O +

cepas mencionadas en los puntos 1, 2 y 3 +60 kg/ha de P2 5

60 kg/ha de Mitr6geno como Sulfato de Amonio (M-P-N)

6. Inoculante granulado de la mezcla en partes iquales de las 3
cepas + 60 kg/ha de P,0¢ (MG-P)

7. Inoculante en polvo de la mezcla de las 3 cepas (M)

8. Testigo sin inocular + 60 kXg/ha de P,0g (m-P)

b) Inm el segundo experimento se realizaron 3 tratamientos b&si-
cos: Parcelas inoculadas, Parcelas no inoculadas, y Parcelas no
inoculadas y fertilizadas con Uitr6geno en dos niveles de ferti-
lidad, fertilidad de campo y fertilidad 6ptima. Por lo tanto los
tratamientos fueron:

1. Parcelas no inoculadas (T)

2. Parcelas inoculadas con inoculante de la cepa F 45 (I)

3. Parcelas no inoculadas fertilizadas con 60 l:.g/ha de llitr6geno
(como urea) (W)

4. Parcelas no inoculadas fertilizadas con 60 kg/ha de P205(como
Superfosfato triple de Calcio) y 100 lzg/ha de K20 (como Sulfa-
to de Potasio) (PX).

5. Parcelas inoculadas con inoculante de la cepa F 45 fertilizada
con 60 lg/ha de P205 y 100 kg/ha de KzO (IPK).

6. Parcelas no inoculadas fertilizadas con 60 kg/ha de Nitrbgeno

(como urea), 60 kg/ha de P,0c ¥ 100 kg/ha de K,0 (NPK)

3.3.19. Unidades experimentales: a) Las parcelas del primer ensa-
yo estaban constitufdas por 6 surcos distanciados a 70 cm. de 3 m
de largo, la separacibn entre parcelas fue de 1,4 m y de 2 m.

entre bloques distribuidos de forma tal de evitar el 1% de pendien-

te local b) Las del segundo experimento estaban constituidas por
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4 surcos, distanciados a 70 cm, de 7,5 m de largo. Sobre la parte
delantera se realiz6 la evaluacién temprana y sobre la trasera
la tardfa.

3.3.20. Obtencibn de inoculantes:
Estos fueron obtenidos en la forma indicada en el punto 3.2.
incisos 1, 2, 3 y 4.

3.3.21. Inoculacibn:

a) En el primer ensayo las semillas fueron inoculadas con el
inoculante en polvo segin el método propuesto en el sistema in-
ternacional de Ensayos de Inoculacifn de leguminosas elaborado
por el proyecto Niftal. El mismo consiste en mezclar 100 g de
semillas con B g de inoculante y 2,5 ml de una solucibn de goma
ar8biga 40 % p/v. Este mé&todo permite que sea aplicada una gran
cantidad de Rhizobium por semilla(136).

En el caso del inoculante granulado, éste se distribuy® sobre
un sﬁrco quedando &ste, luego, bajo la linea de siembra. La dosis
empleada fue aproximadamente de 5 g por metro de surco.

b) En el segundo ensayo la inoculacibn se efectu6 empleando
dosis doble a la aconsejada normalmente al agricultor en los
inoculantes comerciales y se utiliz6 como adherente una solu-

ciébn de goma ar&biga 40% p/v.

3.3.22. Siembra:
Se realiz6 a mano, de manera de obtener, luego de raleo, un
"stand" de 14 plantas por m lineal de surco, equivalente a

200.000 plantas por hectérea.

3.3.23. Aplicacibén del fertilizante:
Este se aplic6 en la emergencia de las plantas, a mano, sobre

un surco realizado al borde y hacia ambos lados de la linea de

plantas.

3.3.24. Manejo cultural:
Se realizb6 el recomendado para esta especie vegetal consistente

en carpidas, desyuyados, aplicacibn de insecticidas y herbicidas.

3.3.25. Recoleccibn de las plantas:
A los 45 dfas de la siembra en prefloracibn, sobre 16 plantas
tomadas del 2°y 5°surco se determiné el nfimero de n6dulos, la

identificacibn por serologia de la cepa que le dibd origen, peso
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seco de parte aérea y Nitr6Sgeno total de parte aérea.

Posteriormente, en la &época de cosecha, se determin6 el ren-
dimiento en grano (kg/ha) en los dos surcos centrales (dejando
25 cm de bordura hacia ambos extremos), % de Nitr6geno en grano
y stand de plantas.

3.3.26. Determinacibn de nitrbgeno:
Esta determinacibn se realiz6 sobre una muestra obtenida por
la molienda total de la parte aérea seca de cada planta. Se uti-

1liz6 el método de micro Kjeldahl(l31).

3.4. INFLUENCIA DEL "ESTADO FISIOLOGICO"DE LAS BACTERIAS EN LA
FORMACION DE -NODULOS.

3.4.1. La cepa utilizada fue la F 45 de Rhizobium phaseoli.

3.4.2. Las semillas utilizadas, su esterilizacién, asi como con-
diciones de trabajo,unidades experimentales (en c&mara), siembra
Yy riego son las mismas que las indicadas en el punto 3.3. de

Materiales y Métodos.

3.4.3. Obtencibn de las suspensiones de Rhizobium:

Estas fueron obtenidas de los diferentes estados estacionarios
de un cultivo continuo como se indica en 3.1.1.d. Para cada velo-
cidad de dilucibn se tomaron algunos ml. de suspensifn, se centri-
fugaron inmediatamente a 4°C y se lavaron 2 veces. Se resuspendie-
ron en solucibn fisiolBgica estéril. Esta suspensi®dn fue mezclada
con una suspensibn, en solucibtn fisiol6gica, de una cepa de Rhizo-
bium meliloti (cepa 323 INTA Castelar) de forma tal que la mezcla
tenfa un titulo de 1 x 105 cel/ml de Rhizobium phaseoli y alrede-
dor de 1 x 1010

ce infeccibn de Phaseolus vulgaris.

de Rhizobium meliloti. Esta Gltima cepa no produ-

La suspensibn asi obtenida tiene una gran cantidad de cé&lulas

no infectivas respecto de las potencialmente infectivas de Rhizobium

phaseoli.

3.4.4. Diseno de la experiencia:

Se realiz6 un diseno de tipo enteramente al azar con 8 repeti-
ciones de los siguientes tratamientos (en algunos de ellos se
perdieron una o dos repeticiones).

1.- Jarras inoculadas con bacterias crecidas a una velocidad de

dilucién de 0,027 ht.
2. Jarras inoculadas con bacterias crecidas a una velocidad de
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diluci6n de 0,067 h™ 1.

3. Jarras inoculadas con bacterias crecidas a una velocidad de
diluci6én de 0,108 h™t.

4. Jarras inoculadas con bacterias crecidas a una velocidad de
dilucién de 0,150 h™l.

5. Jarras inoculadas con bacterias crecidas a una velocidad de
diluci6n de 0,186 h™l.

Todos estos tratamientos fueron luego sometidos al agregado
de una solucifn de tetraciclina (como se incida m&s adelante)

Ademds se realizaron otros 4 tratamientos con 4 repeticiones
idénticas a los 2, 3, 4 y 5 indicados anteriormente pero que no

fueron adicionados de antibibtico.

-

3.4.5. Inoculacibn:

Esta fue realizada cuando las plantas tenian un apreciable
desarrollo radicular (aproximadamente 2 semanas posteriores a
la siembra) por agregado de 2 ml por jarra de las suspensiones
indicadas en el punto 3-4-3 de forma de tener 1 x 105células/
raliz. En ese mismo momento se inundaron las macetas con agua des-
tilada de forma de tener la mayor homogeneidad que este sistema
de trabajo pueda proporcionar en cuanto a la distribucibn de

las bacterias en la jarra.

3.4.6. Agregado de antibibtico:

A las 48 horas después de la inoculaciétn se inundaron nueva-
mente las macetas con una solucibn de tetraciclina con una con-
centracibébn de 15 ug/ml. Esta concentracifn fue probada previa-
mente y resultd apta para inhibir totalmente el crecimiento

microbiano y no afectar a la planta.

3.4.7. Recoleccibn de las plantas:

Estas fueron recogidas en etapa de prefloracibn y se determind

el nGmero de n6dulos por jarra.

3.4.8. An8lisis de los resultados:
Estos fueron sometidos al anflisis de la variancia y determi-
nacibn de las diferencias minimas significativas entre medias por

el test de Tuckey y Duncan(l34).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LA CEPA F 45 DE RHIZOBIUM
PHASEOLI. BALANCE DE UN MEDIO DE CULTIVO.

4.1.1. Fuente de Carbono:

Empleando el medio N°3 (Cuadro 3), como medio base se estudib
la capacidad de metabolizar diferentes fuentes de carbono por la
cepa F 45. Este medio es una modificaci®n del conocido como Fred
Waksman (Medio N°79) descripto por Wright(103). Las modificacio-
nes introducidas fueron: a) el agregado de FeCl3 X 6 H20 Y
MnSO4 X HZO en soluciones al 10%. b) La sustitucifn de la fuente
de Carbono original Manitol por sacarosa (en el medio s6lido) de
acuerdo a Vincent(loz). c) El agregado de KH2P04 para aumentar
la capacidad buffer en el medio 1lfYquido debido a la disminucién
de pH que préduce en su desarrollo la cepa en estudio (en medio
s6lido esta funcibn la cumple el CaCO3).

Los sustratos hidrocarbonados empleados en concentracién de
10 g/1 fueron: galactosa, glucosa, glicerol, lactosa, manitol, y

sacarosa. Tal cual lo indica la bibliografia(ll6)

esta cepa de
crecimiento r&pido fue capaz de utilizar todas las fuentes ensa-
yadas, pero, como se muestra en la figura 5, con la sacarosa,
lactosa y glicerol se lograron los mayores valores de densidad
6ptica que se corresponden con los mis altos recuentos celulares.
Estos fueron, a las 45 horas de proceso, de 5 X 109 cel/ml para
sacarosa, 4 x 109 cel/ml para lactosa y glicerol y del orden de

2 x 109 cel/ml para los restantes hidratos de carbono. En base a
estos resultados en las posteriores experiencias se utilizé saca-

rosa como sustrato hidrocarbonado por ser el de menor costo.

4.1.2. Factores de crecimiento:

Se realizaron experiencias donde se estudiaron las necesida-
des de esta cepa de Rhizobium phaseoli del agregado al medio de
cultivo de las vitaminas m&s comunmente requeridas por esta espe-

(105)(122). Las vitaminas ensayadas fueron: bioti-

cie de Rhizobium
na, pantotenato de calcio y tiamina, agregadas a los medios de cul-
tivo solas o en mezclas. Los medios utilizados y los resultados
obtenidos se muestran en la figura 6. En la misma se ve la depen-
dencia de esta cepa del agregado de biotina a los medios de cultivo.
Es de hacer notar que los medios utilizados en todos los casos

(a excepcibn de esta experiencia) contienen Extracto de
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Figura 6:Efecto del agregado de vitaminas sobre el crecimien-

to de la cepa F h% de Rhizobium phaseoli. Medio N°3

{cuadro 3) con sacarosa como fuente de carbono, sin

extracto de levaduras y:
0,2; 0,4 y 1,0 mg/l de Biotina

Q0,2 mg/l de Biotina + 10 mg/! de Pantotenato de
Calcio y 0,5 mg/} de Biotina + 10 mg/l de Pantote-
nato de Calcio.

&L, 0;, 10 y 20 mg/]l de Pantotenato de Calcio.

X 2,5y 10 mg/! de Tiamina.




levaduras en concentracién de 1 g/1 o superiores. Este compo-
nente contiene biotina, por lo que las necesidades de esta cepa
por la vitamina se suplirfan en parte, pero ademis aprovechando

la capacidad de las células de acumular biotina(l37)

se le agre-
g8 al medio N°2 (Cuadro 3) (utilizado como prein6culo o in6culo)
0,2 mg/l de este factor. Procediendo de esta forma, en la trans-
ferencia de volumen que se realiza en las siembras se incorpora
ademds de bacterias que han acumulado la vitamina, biotina resi=
dual, que suplementa la aportada por el extracto de levaduras, de
forma tal que este factor de crecimiento no sea el sustrato limi-

tante de las etapas posteriores de un proceso.

4.1.3. Fuentes nitrogenadas:

En la primera etapa se realizaron ensayos orientativos en
cajas de Petri utilizando el medio N°1 (Cuadro 3) sin extracto
de levaduras. Estos ensayos fueron similares a los descriptos

por Chakrabarti y colaboradores(los)

y consisten en el agregado
a diferentes sectores de la caja de Petri de gotas de solucio-
nes de las fuentes a estudiar. Se eligen aquellas que producen
los m&s abundantes y tempranos desarrollos de las colonias en
el sector de la caja de Petri donde fueron agregadas.

Las fuentes probadas fueron: Extracto de levaduras, una pep-
tona que resulta de la hidr6lisis paepsinica de estfmago de cer-
do, extracto de carne, agua de macerado de maiz, urea, Nitrato
de potasio, Extracto de malta y Fosfato diamdbnico.

De estos ensayos surgi6 que la peptona, el agua de macerado
de maiz y el extracto de carne favorecieron notablemente el
desarrollo de las colonias en el medio sb6lido respecto de las
otras fuentes y del medio base. En base a ello se realizaron
experiencias en erlenmeyers de 1000 ml, empleando el medio base
con 10 g/1 de sacarosa, y se agregaron separadamente las tres
fuentes mencionadas en concentraciones de 3 g/l1. En la figura 7
se muestran las curvas de crecimiento celular donde se ve que
la peptona produce los mayores desarrollos bacterianos.

Posteriormente se hicieron nuevas experiencias variando la
concentraci6n de peptona: se ensayaron 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0y
4,5 g/1. Los resultados de esta experiencia (fig.8) demostraron
gue concentraciones de peptona superiores a 3,5 g/1 inhiben el
crecimiento celular. Este hecho probablemente sea debido a que la
utilizacién de la peptona por la bacteria provoca una disminucién del pH tal
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que Bste sea el factor que altera el normal desarrollo del cul-
tivo, ya que el pH desciende desde 7,0 a la hora cero de proce-
so hasta 4,5 - 4,8 a las 30 horas.

4.1.4. pH inicial: su efecto sobre la evolucibdn del cultivo.
Con el medio base, adicionado de sacarosa (10 g/l1) y 3 %,
de peptona se observaba que un cultivo iniciado a pH = 7,0
presentaba un prolongado periodo de retardo (aproximadamente
8 - 9 hs). El crecimiento celular se hacfa miximo cuando el
valor de pH descendia hasta 6,5. En razbn de este comportamien-
to se realizb6 un ensayo donde se iniciaron los cultivos con
diferentes valores de pH (5,5; 6,0; 6,5 y 7,0). Los resultados
(figura 9) mostraron la conveniencia de iniciar los procesos
a pH 6,5, ya que con este valor inicial, la fase de retardo
se reducia a aproximadamente 2 horas. Adem&s el valor de pH al
término del proceso fue de 5,7, valor é&ste adecuado para la im-
pregnacibén de soportes en la obtencifn de inoculantes.
Este hecho es de importancia en el orden tecnolbgico, ya que
con la sola modificacibn del valor de pH inicial, se reduce el
proceso alrededor de 7 horas, que significa una disminucidbn de

los costos operativos.

4.1.5. Diferentes relaciones de concentraciones de extracto de
levadura y peptona.

Después de ajustar el medio en su pH inicial se realizaron
nuevas experiencias variando la relacién de concentraciones de
las fuentes nitrogenadas. Los medios utilizados y los resultados
obtenidos se indican en la figura 10, donde se destaca que los
medios titulados B (medio base N°3 adicionado de 2,0 g/l de
peptona y 2,0 g/l extracto de levaduras) y C (medio base N°2
adicionado de 1,0 g/1 de peptona y 3,0 g/l de extracto de leva-
duras) son los que permitieron alcanzar mayores valores de den-
sidad 6ptica, 9,5 y 8,5 respectivamente que corresponden a 1,2x
1010 cel/ml y l,lxlOlO

Se muestra ademis que a medida que aumenta la concentracibn

cel/ml respectivamente.

de peptona en los medios de cultivo es mis notoria la disminu-
cibn del pH del mismo. Lo inverso ocurre a medida que aumenta
la concentracibn de Extracto de levaduras. Los pH finales obte-
nidos con los medios B y C est&n comprendidos entre 5,5 y 6,0
los que son aptos para la impregnacién de soportes.

La respuesta favorable de este microorganismo a las fuentes
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nitrogenadas mencionadas, se corresponde con los datos de otros

autores(llﬁ)

que atribuyen este comportamiento al suministro,
por la peptona y el extracto de levaduras, de fracciones nitro-
genadas tales como amino&cidos y péptidos de bajo peso molecu-
lar, como asf tambié&n de vitaminas y otros factores de creci-
miento.

Que estas fuentes son ademds de fuentes de Nitr&Sgeno aporte
de factores de crecimiento se puede ver en la Fig. 12, donde se
grafica N residual en los medios de cultivo a lo largo de un
proceso. Se ve que se consume s6lo aproximadamente 50% de Nitr6-
geno inicial, pero si se reducen las concentraciones de Extracto
de levaduras o peptonas se limita el crecimiento, de donde se
deduce que estas fuentes aportan otros metabolitos, ademds del
Nitréfgeno, que este microorganismo necesita.

La inhibicifn que se produce del crecimiento celular con con-
centraciones de Extracto de levaduras superiores a 3 g/1 (fig. 6)
es atribufble al efecto inhibitorio de ciertos componentes pre-
sentes en el extracto(123).

4.1.6. Concentracifn inicial de microorganismos. Su efecto
sobre la fase de retardo.

Antes de iniciar las experiencias en fermentadores se reali-
zaron una serie de ensayos a fin de optimizar el crecimiento de
forma tal gque éste presente una corta fase de retardo. Se emple-
aron concentraciones iniciales de microorganismos en el dmbito
de 1 x 104 al x lO8 cel/ml. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura 11 donde se ohserva que por debajo de 1 x 1080e1/ml,
para las condiciones ensayadas, se presenta una fase de retardo
demasiado prolongada. FEste hecho es atribuible no s6lo a la ciné-
tica autocatalitica que las bacterias siguen en su crecimiento, .
sino también al hecho de que al ser mayor la transferencia de
volumen se suministran también factores estimulantes del creci-
miento que provienen del inéculo, debidos en parte a la autolisis
celular adem&s de la biotina ya mencionada. Este factor, al iqual
que el pH inicial (item 4.1.4.) son de importancia en la opti-
mizacién de un proceso industrial ya que estdn directamente rela-

cionados con los tiempos de operaci®n.

4.2. INFLUENCIA DE LA AERACION SOBRE FEL CRECIMIFNTO

Para el estudio de las condiciones operativas se empleb el
medio balanceado cue se obtuvo de las experiencias indicadas

anteriormente (medio N°4, Cuadro 3).
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Las condiciones empleadas y los resultados obtenidos se indi-
can en el Cuadro 4, se ve que a medida que se aument® la veloci-
dad de agitacién y consecuentemente el coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno, se incrementa la velocidad especi-
fica de crecimiento (ver nota) y el nfimero mi&ximo de cé&lulas/ml
obtenidas. Este comportamiento se manifiesta hasta un valor de
Kla de 162 h_'1 donde se logra una concentracibén celular de
1,25 . 10'10 cel/ml en 32 h de proceso, lo que corresponde a una
productividad de 3,75 . 108 cel /ml x h. Un posterior incremento
en el suministro de oxigeno (Kla = 2T3H4§no se traduce en aumen-
tos de la velocidad especifica de crecimiento o de concentracibn
celular.

La respuesta a un incremento en la aeracidn por esta cepa de
(107) (126)

Yy se
(138). En el

Rhizobium coincide con otros estudios realizados
contradice con los resultados informados por Dudman
Cuadro N°5 se muestran los valores de tensibén de oxigeno disuelto,
consumo y demanda de oxigeno para este microorganismo en las con-

diciones donde se obtuvo mixima productividad.

Cuadro N°5

t. Recuento x 10_8 Oxfgeno Consumo de Demanda de
disuelto oxigeno oxigeno
(h) (cél/ml) % ml Oz/lxh ml Oz/lxh
0 4,5 98
5 9,5 93
16 30 82 201 182
25 95 44 238 207
30 112 30 204 195
36 125 35 189 158

El suministro de O2 miximo para estas condiciones es de

*(129) . Vemos

812 ml Oz/lxh calculando a partir de VAO = Kla C
que el cultivo en estas condiciones est& adecuadamente aereado
ya que el O2 disuelto no desciende por debajo de 30%,

valores gque no son criticos. Ademds el consumo y la

demanda de oxfgeno son comparables y el valor de suministro es
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J veces el valor de m&ximo consumo de acuerdo a lo recomendado(lzg).

Las diferencias entre los valores de consumo y demanda de O2
pueden ser atribufdas a errores de medida ya que las diferen-
cias (O2 Y C02) a la entrada y salida del fermentador son peque-
nas y los aparatos utilizados para su determinacién, no son lo
suficientemente sensibles.

En la figura 12 se presentan las curvas de evolucién de pH,
densidad 6ptica, recuento celular, porcentaje de oxfgeno di-
suelto y consumo de sacarosa y nitrégeno del proceso de creci-
miento de la cepa F 45 de Rhizobium phaseoli para la condicifn
de mixima productividad. Vemos que se obtiene un adecuado cre-
cimiento (muy por encima de los valores recomendados para la
impregnacidn de soportes en la obtencibén de inoculantes(loz))
con un consumo casi total de la fuente hidrocarbonada.

NOTA: La velocidad especifica de crecimiento se calculd en

todas las experiencias en batch a partir de la pendiente de la
gr&fica 1ln x vs tiempo (ln x = ln Xo + ut). Este valor fue toma-
do en las horas del proceso (entre las 5 y 25 hs aproximadamente)
donde se obtiene una recta. Pero, no necesariamente, el valor
obtenido es la velocidad especifica de crecimiento mixima para
este microorganismo en cada una de las condiciones ensayadas.
Esto es debido al hecho de que, al ser el medio empleado muy com-
plejo, lo que se obtiene en realidad es una sucesibdn de veloci-

(125) y el valor

dades especificas de crecimiento decrecientes
calculado segfin este método es un promedio de los mismos ya que
las determinaciones de concentraci®dn celular fueron realizadas
cada 4 a 6 h. Por tanto esta constante sb6lo puede ser utilizada
como dato comparativo entre las diferentes experiencias y no como

un parlmetro fisiolbgico tipico de este microorganismo.

4.3. CRECIMIENTO EN CULTIVOS DISCONTINUOS ALIMENTADOS (FED BATCH)

4.3.1. Influencia de las concentraciones de nutrientes sobre el
crecimiento.

Luego de obtener un medio de cultivo (N°4 Cuadro 3) donde se
lograba una adecuada concentracibén celular se realiz6 una expe-
riencia para ver cémo se modificaba el crecimiento celular con
diferentes concentraciones de nutrientes pero en la misma relacibn

que las presentes en el medio balanceado.
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Los medios ensayados se muestran en el cuadro N°6. Los resul-
tados obtenidos se ven en ese mismo cuadro y en el gr&fico
N°13. Vemos que la concentracifn celular aumenta con el incre-
mento de la concentraciftn de sustrato hasta 10 g/1 de sacarosa
(Medio N°3). La velocidad especifica de crecimiento es igual
para los medios 1, 2, 3 y la diferencia en la cantidad de bioma-
sa formada est& en relacibn a la concentracién de sustrato que
contienen los medios.

Concentraciones superiores a las del medio MN°3 afectan el
crecimiento y en consecuencia disminuven el mi&ximo n(imero de
células obtenidas como asf también la velocidad especifica de
crecimiento. Para concentraciones de sacarosa superiores a
20 g/1 no se obtuvo crecimiento. La inhibicibén del crecimiento
que se observa en los medios N°4, 5, 6 y 7 puede atribuirse a
diversos factores. Entre ellos podemos mencionar el efecto
inhibidor de alg@in metabolito tal como se vi8§ en el punto 4-1-5
con el aumento de concentracidn de extracto de levaduras o pep-
tona y también debemos tener en cuenta la modificacién de toni-

4)

cidad del medio (o actividad del agua)(12 que se produce cuando
incrementamos la concentracidn de nutrientes. En la figura 14
se ve c6mo varfa la velocidad especifica de crecimiento en fun-
cibn de la presibn osmbtica (y de los medios de cultivo emplea-
dos). Vemos que valores de tonicidad superiores a 80 miliosmo-
les disminuyen tanto la velocidad especifica de crecimiento

asy como la m&xima concentracibn celular obtenida y para valo-
res de 240 miliosmoles no se ohserva crecimiento. Por tanto,
para el desarrollo de esta cepa en sistema batch el medio N°3
(Cuadro 6) es el que nos permite obtener la mayor concentracibn
celular. Si se desea superar esta concentracién bacteriana es
necesario el empleo de otro sistema de cultivo y es por ello
que se realizaron las experiencias en cultivo discontinuo alimen-
tado (CDAa).

Es de destacar que debido a que la tonicidad del medio es
f4cilmente cuantificable, se utiliz6 este par&metro como indice
de la inhibicién del crecimiento celular. Esto no implica que
el mismo sea el causante de tal inhibici6fn, pero indudablemente,
debido a los resultados obtenidos, la inhibicién del crecimiento
es debida a la tonicidad o a algfn otro factor directamente rela-
cionado con ella. Por ejemplo, si la causa de la inhibicidn del

crecimiento hubiera sido un metabolito inhibidor presente en el
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La numeracion de los medios de cultivo empleados se corresponde
con el orden de los mismos en el cuadro N“6
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medio de cultivo, al aumentar la concentraci6én de nutrientes
aumentarfa la concentracién del inhibidor y paralelamente la
tonicidad del medio, por tanto se considerd de validez rela-

cionar la inhibici6én del crecimiento midiendo la presibn os-
mbtica.

4.3.2. Cultivos en sistema discontinuo alimentado.

El esquema de este tipo de cultivos se mostr8 en el punto
3.1.1 y en la figura 2, al igual que las condiciones de ali-
mentacidn y concentracifén de nutrientes en los reservorios
que surgen del modelo matemftico propuesto por Mignone(128)
y descripto en ese mismo punto. Los resultados obtenidos se
muestran en l? figura 15 donde se lo compara con un cultivo
en sistema batch que es el mostrado en la figura 12. Vemos
que se supera la concentracifin celular m&xima del sistema
batch llegdndose a una concentracién de 4,9.1010 cel/ml en
66 horas de proceso. Se muestra adem&s la productividad del
sistema que fue de 7,42.108 cel/ml.h, que es aproximadamente
el doble de la lograda en batch. La evolucibén de la concentra-
ci6bn de sacarosa en el cultivo se corresponde con la ecuacibn 1
del item 3.1.1. de Materiales y M&todos. Segin el modelo mate-
mitico empleado en este experimento, cuando se inicia la ali-
mentacibn del cultivo las cé&lulas siguen creciendo a velocidad
midxima (u max) mientras el cultivo sea irrestricto y se compor-
te segdn las ecuaciones propias del tratamiento matemdtico a
partir del momento en gque aparezca un sustrato limitante. En
este caso en particular el cultivo evolucion6 de acuerdo al
modelo matem&tico a partir del tiempo cero de la etapa de ali-
mentacibén, lo que nos hace pensar que en ese momento va el cul-
tivo presentaba una restriccibén al crecimiento por algfn sustra-
to diferente a la fuente de carbono. En base a lo visto en los
puntos anteriores de requerimientos metab&licos de esta cepa de
Rhizobium phaseoli y de acuerdo con los resultados obtenidos en
el balance de medio de cultivo para el sistema continuo, como
se veri mis adelante, tenemos casi la certeza que ese sustrato
limitante es la biotina y como esta vitamina fue alimentada al
cultivo de acuerdo a un incremento lineal en el tiempo es que
el cultivo respondi6 de la forma esperada para un Fed-batch
restricto en un sustrato.

Operando este sistema se logré incorporar 38 g/l de sacarosa
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(Y los demds componentes del medio de cultivo proporcionalmente),
concentracibn que segin vimos en la fiqura 10 limita totalmente
el crecimiento celular.

En la figura 16 se muestra la evolucién de la presibn osmética
en el cultivo en comparacibn con lo que se hubiera obtenido em-
pleando un sistema similar pero sin crecimiento microbiano. Vemos
cbmo, debido al consumo de nutrientes por el microorganismo se
reduce la presibn osmbtica respecto del control. En esta misma
gr&fica se muestra en ordenadas cbmo fue variando la velocidad
especifica de crecimiento (u) a lo largo de la experiencia (cal-
culada en base al mnodelo matem&tico). Vemos que la misma varia

desde 0,108 h-1 en el inicio de la alimentacibn hasta 0,025 h_1

al final del proceso. Se compara este valor con u* que es la
velocidad de crecimiento "permitido" para cada valor de tonicidad
del cultivo (de acuerdo a la gré&fica 10) y vemos que en ningfin
momento la misma pudo afectar el normal desarrollo celular ya
que los valores de u* son siempre superiores a los reales del
cultivo (u). De acuerdo a estos resultados vemos que este siste-
ma ofrece evidente importancia tecnolbgica en virtud de las
concentraciones celulares y la productividad alcanzada, ademis
de su fAcil concepcidn, lo que lo hace muy adecuado para la
obtenciétin de caldos de Rhizobium para la elaboracibn de inocu-
lantes. Mas si tenemos en cuenta lo propuesto por Somasegaran y
Hallida§l39)quienes muestran la posibilidad de diluir los caldos
de Rhizobium para aumentar la produccidn de las plantas de ela-
boracifén de inoculantes. En caso de que una planta utilice este
sistema, la dilucibén que se podrfa hacer del caldo de cultivo
serfia 4 veces superior a la que podriamos efectuar a partir de
un cultivo en batch de acuerdo al nfimero m&ximo de células alcan-
zado en ambos sistemas. Este punto tiene una gran ventaja en
cuanto al diseho de una planta, va que se reducirfa el tamano
de la misma, para una determinada produccibn, si se utilizara
este sistema y no el batch clésico.

Adem&s, como vimos, otra ventaja que ofrece este sistema es
que se puede aplicar para el desarrollo de células cuyo creci-
miento se vea afectado por altas concentraciones del medio

empleado, debido a la alta tonicidad del mismoO O a una excesiva

concentracifén de alguna sustancia inhibidora.
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4.4. OBTENCION DE RHIZOUSIUM PHASEOLT EN SISTEMA CONTINUO

El Gltimo paso para la produccibn de células de Rhizobium se
realizdé en un quimiostato. Este sistema de cultivo, si bien ha
sido muy estudiado y se conoce su mayor productividad respecto
del batch cl&sico(140)no es empleado para la produccibén de ino-
culantes. Por este motivo se realizaron estos estudios tendientes
a establecer el comportamiento de las células de Rhizobium pha-
seoli en cultivos continuos y adem&s comprobar si los medios

empleados en batch son adecuados para este sistema.

4.4.1. Cultivos continuos empleando el medio balanceado en sis-
tema discontinuo.

En estos experimentos se utiliz6 el medio de cultivo obtenido
en los estudios sobre requerimientos nutricionales indicados en
el item 4.1. del presente trabajo. Los resultados obtenidos se
indican en el cuadro 7 y el grafico 17. Los valores indicados
en los mismos se obtuvieron luego de lograr la condicibn de
estado estacionario para cada velocidad de dilucién utilizada.
Los pardmetros indicadores del estado de régimen fueron: porcen-
taje de oxigeno disuelto, concentracidén de oxigeno en los gases
de salida del fermentador, recuento celular, pH, y concentracién
de sacarosa residual.

Observando el cuadro 7 y el gr&fico 17 vemos que utilizando
este medio de cultivo se consume s6lo parte de la fuente de
carbono que ingresa al fermentador, desperdiciféndose casi el
50% de la misma para las condiciones de mdxima productividad. Por
tanto la sacarosa no es el sustrato limitante del crecimiento como
se habfa supuesto "a priori" en virtud de los estudios previos en

cultivos discontinuos.

En cultivos en batch la sacarosa es totalmente consumida debi-
do a que el o los sustratos "limitantes" (sustratos no indispen-
sables pero aceleradores del crecimiento) van disminuyendo su con-
centraci6én en funcién del tiempo y como consecuencia de ello la
c8lula crece a menor velocidad obtenié&éndose una sucesibn de velo-
cidades especificas de crecimiento decrecientes, pero de cualquier
manera la bacteria puede seguir desarrolldndose. En cambio en los
cultivos continuos la fuente hidrocarbonada no puede ser consumida
totalmente debido a que el o los sust atos "limitantes" se encuen-
tran en concentraciones tales que permiten un determinado ritmo
metab&6lico, inferior al impuesto a la célula por la velocidad de
dilucién y por tanto el sistema se va lavando gradualmente, siendo

mayor el exceso de fuente de carbono a medida que disminuye el

tiempo de retencifn.
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4.4.2. Balance del medio de cultivo en sistema continuo.

Tomando como base los resultados obtenidos en el punto 4-1
referido a los requerimientos nutritivos de esta cepa de
Rhizobium phaseoli se supuso que el o los factores "limitantes"
del crecimiento deben ser componentes de la peptona o el extrac-
to de levaduras, fundamentalmente alguna vitamina como la bio-
tina Que como fuera demostrado la cepa utilizada es dependiente
de la presencia de dicho factor en los medios de cultivo para
el desarrollo celular.

Por tanto, se disend un experimento similar al propuesto por
Mateles y Batat(l4l) pero donde en lugar de utilizar pulsos ins-
tantineos de los constituyentes del medio de cultivo se trabaj6
con 2 reserverios conteniendo medio nutriente con concentracio-
nes distintas de uno de sus componentes y que se bombean simul-
t&neamente al fermentador a través de dos bombas peristélticas.
En el esquema siguiente se muestra el dispositivo experimental

utilizado.

'F=Fl

constante CP

l
| .
! —
!

L]
L
\ .

tubo
de

4 s
Fermentador Tebal

El reservorio A contiene el medio de cultivo utilizado en la
experiencia previa y el B contiene un medio de cultivo similar
al que se le modific6 alternativamente la concentracibn de
extracto de levaduras y peptona llevando a ambas a 6 g/l. Se
trabajé siempre a flujo constante (D = constante) y se fue mo-
dificando, en el tiempo, la relacibn de flujos de las 2 bom-
bas. Para cada relacifn se esper6 el establecimiento del estado

estacionario por constancia en el tiempo de los par&metros
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enunciados en el item 4.4.1. Una medida "a priori" del efecto
que sobre el cultivo tendrfa cada modificacibn efectuada la
constituy8 la lectura del oxfgeno disuelto. Este par&metro
evolucion6 en cada caso r4pidamente luego de introducido el
cambio en la relacibn de flujos de las bombas de forma tal que
se podfa prever si el cultivo reaccionaba positiva o negativa-
mente a la modificacibdn introducida en el medio de cultivo que
ingresaba al sistema.

Operando de esta forma se vari6 la concentracifn de peptona
Yy extracto de levaduras de 2 a 6 g/1. Utilizando este método,
adem&s de comprobar si se modifica el estado estacionario del
que se parte, se obtiene el valor 6ptimo de concentraciédn del
componente del medio de cultivo en estudio.

En el cuadro 8a observamos que a medida que se aumentf la
concentracib6n de peptona en el medio que entraba al fermentador,
se modificaba negativamente el estado estacionario de partida
ya que el cultivo comenz6 a lavarse y por tanto fue incremen-
tdndose el porcentaje de sacarosa no consumido. Probablemente
este comportamiento sea debido a que a medida que se aumentd la
concentracifn de peptona disminuyb el valor de pH afectando el
normal desarrollo celular. En consecuencia, la inhibicién del
crecimiento seria atribuible al efecto secundario de la modifi-
cacibtbn del pH y no a un efecto primario de algn componente de
la peptona que actfie como inhibidor.

En el cuadro 8b observamos que a medida que se aumentd la
concentracibn de extracto de levaduras fue creciendo paulati-
namente la poblacibn bacteriana hasta que la concentracibn del
extracto fue de 5 g/1. Un aumento posterior a 6 g/l perjudicé
el desarrollo celular, probablemente debido a la alta concen-
traciébn de sustancias inhibidoras tal como fue discutido en el
punto 4.1.5. Adem&s la concentracib6n de 5 g/1, a pesar de ser
aquélla con la que se obtuvieron los mejores resultados, tiene
una elevada concentraci6n de estas sustancias (inhibidoras), ya
que se observ6 que para iniciar un cultivo continuo con el me-
dio conteniendo esta concentracifn, era necesario que el recuen-
to celular del batch original fuera superior a 50 103 cel/ml por-
que sino el sistema se lavaba. En todas las experiencias pre-
sentadas en este trabajo los cultivos continuos fueron iniciados

a partir de caldos en sistema batch con concentraciones celulares

0
del orden de 1 10l cel/ml.
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BALANCE DEL MEDIO DE CULTIVO EN SISTEMA CONTINUO

Cuadro 8 a

Fuente de variacidén = peptona (INORP tipo MC8)

Sr = g/1 de peptona en el flujo de entrada al fermentador.
sr(g 1" | X(cet.mi ™ )x1078 Sacarosa (g.17') pH % 0. disuelto
(flujo de salida) 2
2 60 h,9 5,8 56
2,6 50 6,0 5,05 74
3,5 38 7,5 L4, 85 80
D=0,1 h (constante para todos los valores de Sr).
Cuadro 8§ b
Fuente de variacidn = Extracto de levaduras (Oxoid)
esterilizado por calor.
Sr = g/1 de Extracto de Levaduras en el flujo de
entrada el fermentador.
Sr(g.l-]) ;(cel.mlb]))do_8 Sacarosa (g.l-!) % 0, disuelto %02 933€> 1 bH
(flujo de salida) de salida
2 54 K 70 19,6 5,50
2,4 64 bl 65 19,5 5 40
3,0 70 4,0 65 19,4 5,50
3,6 72 3,9 60 19,4 5,60
b1 75 3,8 55 19,3 5,50
5.0 115 1,2 i 32 18,0 5.70
6,0 50 1 5,2 { 60 19,5 | 6,75
D=0,1 h! (constante para todos los valores de Sr)
Cuadro 8 c
Fuente de variacidon = Extracto de levaduras (Oxoid)
esterilizado por filtracion.
Sr = g/1 de extracto de levaduras en el flujo de entrada
del fermentador.
Sr(g.l-') —;(cel.mlq)xlo;8 Sacarosa (g.l-]) %02 disuel to %OZ gases pH
(flujo de salida) de salida
2,0 60 4,7 68 19,5 5,50
2,55 65 h,2? 63 19,5 5,60
3,55 70 3,7 64 19,6 5,60
4,0 70 3,8 58 19,6 5,65
5.0 118 1,0 30 18,0 5,70
6,0 60 h,9 65 19,6 6,60

0,1 -
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Como resultado de este estudio surgib que el o los factores
"limitantes" del crecimiento estaban parcial o totalmente con-
tenidos en el extracto de levaduras Yy que con concentraciones del

, - .
mismo de 5 g/1 se aumentaba sensiblemente el azficar consumido.

4.4.3. Utilizacibn del medio de cultivo esterilizado por filtra-
cibn.

A fin de estudiar con m&s detenimiento la naturaleza de las
sustancias presentes en el extracto de levaduras que aceleran
el desarrollo de las c&lulas de Rhizobium se utiliz6 un disefio
experimental idéntico al indicado en el punto anterior, pero
los medios contenidos en los reservorios fueron esterilizados
por filtracibn. De esté forma, comparando los resultados del
cuadro 8b con los obtenidos en este experimento se podrfa dis-
tinguir entre sustancias termolibiles y termoestables. De acuer-
do con la bibliografia(116)(ll7)(lzz)los factores de crecimiento
comunmente requeridos por las especies de Rhizobium de creci-
miento rdpido son: biotina, pantotenato de calcio y tiamina.

Las dos filtimas son consideradas termolfibiles, mientras que la
biotina es considerada termoestable(l37)(142).

En virtud de los resultados obtenidos en este nuevo ensayo
(cuadro 8c) vemos que no existen diferencias utilizando medios
esterilizados por filtracibébn o por autoclavado, por lo que se
concluy®f que el o los factores "limitantes" encontrados en el
punto 4.4.1. son de naturaleza termoestable. Por tanto se podri
pensar que la biotina seria uno de los factores limitantes més
importantes. Para tener mayor certeza sobre esta presuncibfn se
realiz8 una nueva experiencia que consistif en agregarle a un
cultivo continuo en estado estacionario obtenido con el medio
balanceado para batch (Medio N°4 cuadro 3), un pulso de una so-
luci®én de biotina (esterilizada por filtracibn) de forma tal
que la concentraci6bn de la vitamina fuera de 200 ug/ml en el
momento del agregado y se siguib la modificacifn del estado
estacionario. Se vio un aumento de la concentracifn celular
hasta un valor similar al obtenido con el medio que contiene
5 g/1 de extracto de levaduras (figura 18). De esta forma se puede
asequrar con mayor precisibén que el principal sustrato limitante
del crecimiento microbhiano mencionado en el punto 4.4.1., conte-
nido en el extracto de levaduras, es la biotina. Es de hacer no-

tar que el pulso de biotina produjo en las primeras 30 horas
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modificaciones del cultivo tales como los mostrados en la figura
18. Es decir aument6 el recuento celular y el consumo de sustrato
hidrocarbonado hasta valores similares a los observados en los
cultivos continuos con el medio de cultivo rebalanceado en este
sistema (fig. 19), pero luego no se pudo llegar a estado esta-
cionario debido a que aument8 notablemente la produccién de
polisacdridos extracelulares (goma) y el cultivo qued6 limita-
do en oxigeno como consecuencia de la viscosidad alcanzada por

el mismo (ver curva de consumo de 0. fig. 18). FEste fenfmeno

ocurrib en dos experiencias sucesiv;s y en ambos no fue posible
alcanzar nuevamente el estado estacionario del que se partib en
las 70-80 horas posteriores al agregado de biotina. Este fen6-
meno no tiene explicaci6én posible en base a la bibliograffa
conocida pero hace pensar en un posible rol de la biotina en la

sintesis de polisacdridos extracelulares por Rhizobium.

4.4.4. Resultados obtenidos empleando el medio modificado conte-
niendo 5 g/l de extracto de levaduras.

Finalmente se realiz6 un nuevo oultivo continuo con el medio
balanceado para tal fin. Los resultados obtenidos se indican en
el cuadro 9 y la figura 19.

Se observa que utilizando este medio de cultivo se logra au-
mentar considerablemente el aprovechamiento de la fuente hidro-
carbonada con un aumento sustancial de la productividad. De
cualquier forma no podemos asegurar que la sacarosa Sea el sus-
trato limitante del‘crecimiento microbiano ya que si graficamos

% Vs % (figura 20) (Linewaver-Burk) obtenemos valores para I's

del orden de 1,17 g/l mientras que los valores normales para
bacterias son de alrededor de unos pocos mg/l. Aunque tenemos

(124) " que es dificil

gue tener en cuenta, tal como lo dice Pirt
el cilculo de Ks con las técnicas analiticas habituales, como
la usada para dosar sacarosa en este trabajo y mas en un medio
de elevada complejidad como el empleado en estos cultivos.

De la misma figura obtenemos gl valor de U oy POT extrapo-
lacién y vemos que es de 0,21 h'.l que corresponde a un tiempo
de generacibn para esta bacteria de 3,3 horas. Por tanto lo
indicado en la Nota del punto 4.2 es correcto y los valores de
velocidad especifica de crecimiento utilizados como comparacibn

en la parte de estudios de condiciones de operacibn pueden ser
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considerados s6lo pardmetros promedio y no constantes metab&-
licas del microorganismo.

Del andlisis de estos resultados surge que la utilizacién
del sistema continuo para la produccifn de caldos de Rhizobium
destinados a la elaboraci6n de inoculantes es una alternativa
vdlida que aumenta considerablemente la productividad de una

planta de producci6én tal como se verX% en el punto siguiente.

4.4.5. Comparacibn de los sistemas batch, fed-batch y continuo
en la producci6bn de células de Rhizobium phaseoli.

En el cuadro 10 se comparan los par&metros representativos
de los diferentes sistemas de cultivos en lo que se refiere a
su utilizacién para produccifn de c&lulas destinadas a la im-
pregnacifn de soportes para la preparacién de inoculantes. Ve-
mos que los cultivos continuos, afin utilizando medios de culti-
vo no Optimamente balanceados, brindan una productividad muy
superior a los otros sistemas, sin tener en cuenta en su cdlculo
los tiempos de carga, descarga y esterilizacif6n de los fermen-
tadores que es muy superior para el caso de los cultivos dis-
continuos gque para los continuos. Adem&s de estas ventajas
tienen otras secundarias como lo es qgue la impregnacifn de
soportes no es compulsiva cuando un proceso finaliza, como ocu-
rre con los sistemas discontinuos, sino que es continua a me-
dida que va saliendo el caldo del fermentador. Adem&s, varian-
do la concentraci6n de nutrientes en el medio de entrada se
puede ajustar la concentracibn bacteriana del caldo de salida
a los valores 6ptimos recomendados para la impregnaci®én de
soportes.

Por lo tanto, si bien la operatividad en sistema continuo
no es sencilla y es ademds diffcil mantener la asepsia de dicho
sistema, el diseno de una planta de produccién de inoculantes
en continuo es factible y dada su gran productividad es posible,

con fermentadores de pegueno tamano, la obtencifn de gran canti-

dad de producto.

4.5. ELABORACICON VvV ESTUDTO DFE SUPERVIVENCIA DE TNOCULANTES PARA

Phaseolus vulgaris L.

Dentro del plan general de trabajo existe un punto referido
a diferentes formas de elaboraci6n de inoculantes y distintas
maneras de conservar el producto obtenido. De esta forma se con-

cluirfa con todo lo referente a inoculantes ya que se han visto
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3 diferentes formas de obtener los caldos para la impregnacifn
de los soportes, como ya fue presentado y ahora trataremos 1lo
referente al producto en si. Se eligib como soporte turba, de-
bido a que &sta es la m&s utilizada en todo el mundo y también
a que la gran mayoria de los inoculantes que se comercializan
en nuestro pais son en base a este soporte. Existen en nuestro
pais dos tipos de turberas: las de cuencas que se desarrollan
en dreas depresivas o en las mirgenes de lagos y lagunas y

las de valle, formadas en las cercanias de rfos y torrentes.

En cuanto a su constitucifn, las que se encuentran al norte

del paralelo 52 son de gramineas en su mayorfa, mientras las
que se hallan al sur de dicho paralelo est&n compuestas de res-
tos de musgos y ciperfceas. Estas filtimas forman los dep8sitos
mis importantes fundamentalmente en Tierra del Fuego e islas
circundantes que representan la casi totalidad de las reservas
turbiferas conocidas(l43). Debido a ello y ademfs a que estu-
dios previos dieron como resultado que las turbas de Tierra

del Fuego son aptas para la elaboraci6n de inoculantes es que
se usaron soportes provenientes de esa zona austral(l44)

Para facilitar la evaluacibn a través del tiempo de los
inoculantes y adem&s, porque este tipo de productos son actual-
mente de gran difusidn en otros paises, tal el caso de Austra-
lia, es gque prepararon inoculantes con soporte estéril. Ademés
se creyb6 necesario fijar las pautas para que los productores
nacionales conozcan la metodologia de elaboracibén y facilitar
de este modo la implantacibén de este tipo de tecnologia en la
obtencifn de inoculantes.

Los factores estudiados en cuanto a elaboracibn fueron:
concentracién inicial de bacterias en la turba y composicibn
del medio donde las mismas estln suspendidas. En cuanto a la
conservacién se estudiaron 4 diferentes formas de almacenaje.
Se trabaj6 con el inoculante para semillas tradicional y se
introdujo el producto granulado, que se utiliza aplicindolo
directamente al suelo debido a que éste es utilizado en otros
paises con éxito y seria de esperar que en el futuro pueda
implementarse su uso en la RepGblica Argentina. Los resultados
de la experiencia se muestran en el cuadro 11.

La dosis empleada de radiacibébn gamma fue insuficiente para

lograr la esterilidad en la gran mayoria de las bolsitas
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utilizadas. Debido a ello se perdieron por contaminacib&n muchas
repeticiones de cada uno de los tratamientos, por lo que se agru-
paron (sin repeticiones) y se recurrib al uso de las interac-
ciones triples, cuAidruples y quintuples para el c4lculo del error
experimental.

Realizado el anflisis de varianza de los recuentos presenta-
dos en el cuadro 11 se encontr® una diferencia altamente signi-
ficativa (F experimental = 48,8 F teBrico P 0,01 = 3,97) entre
los tratamientos de conservacifén ALMA 1 y ALMA 2 respecto de
ALMA 3 y ALMA 4. Es decir entre los inoculantes que luego de
su elaboracibn se dejaron a temperatura ambiente y los que inme-
diato a la impregnacifn fueron sometidos al efecto de bajas
temperaturas (4°C). Este hecho surge claramente observando el
cuadro 11 en ambas mitades. Vemos un gran nfimero de recuentos
nulos, para la dilucién empleada, en las columnas correspon-
dientes a ALMA 3 y ALMA 4. Por tanto, la primera conclusi6én de
este experimento es que es necesario madurar los inoculantes
luego de la impregnacibén de la turba con el caldo bacteriano
ya que las bajas temperaturas iniciales afectan marcadamente
la supervivencia de esta cepa de ﬁhizobium phaseoli. Esta ob-
servacifin no tiene precedentes bibliogrdficos para las bacte-
rias del género Rhizobium. Adem&s, idénticos resultados fue-
ron observados accidentalmente en nuestro laboratorio con cal-
dos de esta cepa ya que suspensiones con recuentos celulares
del orden de 1 x ].010 cel/ml colocadas en heladera (4°C) dieron
recuentos nulos con diluciones de 1 x 10—7 al cabo de 2 a 3
semanas.

El ANAVAR mencionado present§ un coeficiente de variacidn
porcentual muy elevado (CV % = 93,5). Por esto, y debido a las
diferencias ya mencionadas entre las formas de almacenamiento
con y sin maduracibn es que se redimension6 la experiencia su-
primiendo del andlisis estadfstico las formas de conservacibn
ALMA 3 y ALMA 4. De esta forma el diseno queda como un facto-
rial completo sin repeticiones de 5 x 2 x 2 x 2 x 2 y se recurrib
a las interacciones triples, cufidruples y quintuples como sus-
tituto del error experimental. El nuevo ANAVAR realizado pa-
ra este diseno experimental presentd6 un coeficiente de varia-
cién sensiblemente reducido respecto al primitivo (CV % = 61).

La magnitud de este valor es atribuible no solamente a la
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falta de repeticiones (y por tanto al artificio utilizado para
evaluar el error experimental)sino también a la complejidad del
diseno factorial y las variaciones propias del método de medida
(Recuentos por dilucién en Cajas de Petri). Por tanto, este
valor de CV % aunque afin alto no descalifica las conclusiones
que se presentan en base a los resultados obtenidos.

En los cuadros 12a y b se indican la tabla de valores medios
y los resultados del ANAVAR respectivamente.

Del cuadro 12 b surge que no existen diferencias significa-
tivas, en cuanto a la supervivencia de las bacterias en el
inoculante, entre las dos formas de almacenaje estudiadas
(ALMA 1 y ALMA 2). Fste resultado se contradice con los obteni-

dos por otros autores 14%) (102),

ara diferentes esnecies de
Rhizobium quienes muestran una mayor viabilidad en funcibn del
tiempo conservando los inoculantes a bajas temperaturas. Por
tanto, los inoculantes conteniendo bacterias de esta cepa de
Rhizobium phaseoli pueden ser mantenidos a temperatura am-
biente (10 a 25°C) en lugares adecuados y no es necesario
implementar un sistema de frfo para su conservacibn.

Respecto a los recuentos en funcibdn del tiempo vemos, en
el cuadro 12 b diferencias significativas para los componen-
tes de 1°y 3°grado. Si graficamos los valores medios de re-
cuentos del cuadro 12 a observamos una curva tfipica de super-
vivencia de células (Fig. 21). Vemos en el primer perfodo
(desde impregnacifbn hasta el dfa 115) una cinética de mortandad
de 1°orden, luego se alternan periodos de aumentos y descensos
del nfimero de células viables (3°orden) siendo este comporta-
miento conocido como crecimiento "criptico"(l46). Fn la Gltima
etapa, entre los 270 y 350 dias observamos nuevamente una etapa
lineal de mortandad, no debiendo excluirse la posibilidad de
que exista una nueva fase de crecimiento a partir de esa Gltima
determinacidn.

Encontramos adem8s una interaccifn significativa (cuadro 12b)
entre el periodo de recuento y el medio de resuspensifn empleado
(PERI x MEDI). Esta se manifiesta fundamentalmente a los 50, 190
y 270 dfas, ya que mientras los recuentos decrecen en forma
constante para los inoculantes impregnados con células resuspen-
didas en el medio completo, los obtenidos a partir de cé&lulas

resuspendidas en las sales del medio presentan perfodos alterna-
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Cuadro N°12 a

Tabla de medias de los tratamientos

1 2 3 4 5
PERI | 16h4,50 112,00 106,63 117,25 45,06
ALMA | 101,50 116,68
CONC 88,67 129,50
MED| | 149,80 68,37
TAMI | 145,50 72,67
ALMA X PERI
1 114,13 105, 50 105,88 130,88 51,13
2 214,88 118,50 107,38 103,63 39,00
CONC X PERI |
] 110,25 87,88 111,25 96,63 37,38
2 218,75 136,13 102,00 137,88 52,75
TAMI X PERI
1 193,75 171,63 146,50 152,88 62,75
2 135,25 52,38 66,75 81,63 27,38
CONC X ALMA
1 111,01 66,25
2 91,70 167,01
MEDI X ALMA
1 140,30 159,30
2 62,70 74,05
TAMI X ALMA
1 144,75 146,25
2 58,30 87,01
MEDI X CONC
1 137,30 153,70
2 40,05 105,30
TAM! X MEDI
1 171,05 119,95
2 ! 128,55 16,80

Nota: Cada valor corresponde a la media del nimero de colonias del tratamiento
indicado, empleando una dilucién de 1 x 10 /.

1; 2; 3; 4y 5 corresponden a los niveles de las varia?les en eétudio:
5 niveles (perfodos) de tiempo; 2 niveles (concentracién) de inéculo,

2 niveles (composicién) de medio de cultivo; 2 niveles (formas)de alma-
cenamiento y 2 niveles (granulometria) del soporte.
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tivos de disminucibn y aumento de células viables. Si observa-
mos el gr&fico 21 nos encontramos con que es bien notorio el
comportamiento "criptico" para las cé&lulas resuspendidas en las
sales del medio, mientras que para el caso de las bacterias
resuspendidas en medio completo vemos una constante disminucién
del nfinero de microorganismos viables, 1lo que probablemente se
deba a algfin factor del ambiente que afecte su multiplicacién.
Este hecho se manifiesta m&s claramente en el cuadro 12 b para
el medio de resuspensién (MEDI). Vemos que hay diferencias
significativas en la viabilidad de acuerdo al tipo de suspen-
sifn bacteriana utilizada. Los inoculantes obtenidos con cé&lulas
en las sales del medio presentan un recuento superior en un 120%
(cuadro 12 a) a los obtenidos con bacterias en el medio fresco
completo. Este hecho puede ser atribuible a la inhibicién del
desarrollo celular que esta cepa de Rhizobium phaseoli muestra
en el medio con alta tonicidad, tal como se demostr6 en el

item 4.3 del presente trabajo. Incluso este fenfmeno se resalta
al impregnar los soportes con altas concentraciones celulares
como lo demuestra la interacciédn altamente significativa entre
concentracifn y tipo de medio de resuspensifn empleado (CONC x
MEDI) (Cuadro 12 b). Si comparamos en base a los datos del
cuadro 12 a los valores de recuentos de turbas impregnadas con
altas concentraciones celulares en las sales del medio de cul-
tivo con los inoculantes preparados con idéntica concentracidn
celular pero en el medio completo, vemos que los primeros son

3 veces superiores a estos filtimos.

Se muestran adem&s en el cuadro 12 b diferencias signifi-
cativas en los recuentos de los inoculantes en funcién de la
concentracibn inicial de bacterias en los mismos. Mientras
mayor es el recuento inicial, mayor serd la concen<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>