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Resumen

El uso estadistico de disefios experimentales deafgecuencial (Plackett-Burman,
factorial y superficie de respuesta) permitierdaretarizar un medio de cultivo para la
multiplicacion de la cepa C50 dRhizobiumsp. De un total de ocho factores, cinco
fueron seleccionados por criterios de costo y dibfinlad, y de éstos, tres mostraron
influir de forma estadisticamente significativa reolel desarrollo de la cepa. La
composicion optimizada del medio alterno —-DR- fug/.: glicerol 1.89, melaza 0.67,
glutamato 0.90, extracto de levadura 0.60 y salE& Olo se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) cuandoosepard el crecimiento de la cepa
C50 en éste medio y el tradicional —LM-. Por ogigtg) no se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) en la viabilidad de la cepecida tanto en el medio —LM- como
en el -DR- cuando se inocul6 sobre un soporte exteinturba, y el inoculante se
conservo bajo refrigeracion durante 30 dias. Laasd01, T14 y C2 mostraron ser
aptas para crecer sobre el medio alterno; no sentezon diferencias significativas
(p>0.05) entre los recuentos para las dos primemes)tras que C2 mostré crecer

mejor en el medio —DR- (p<0.05).

Palabras clave: Rhizobiurap., disefio Plackett-Burman, disefios factorialesio

Box-Behnken.
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Abstract

The sequential statistical use of experimentalgdes(P-B, factorial and response
surface designs) allowed to standardize a cultiedianfor the multiplication of the
strain C50 oRhizobiunmsp. From a total of eight factors, five of thenreveelected by
economical costs and availability criteria, andnfrdhese, tree factors statically
influence the growth of the strain. The optimizedhposition of the alternative culture
media -DR- was g/L: glycerol 1.89, molasses 0.6agate 0.90, yeast extract 0.60
and salts 0.10. It was not significant staticaiffecences (p>0.05) when was compared
the growth of the strain C50 neither in this cdtoredia and neither in the traditional
one. In the other hand, there was not significetically differences in the viability of
the microorganism grown in the two culture mediagw they were inoculated in a
solid support: peat, and the inoculants ware ceadeander refrigeration conditions
during 30 days. The strains JO1, T14 and C2 shdwdxk suitable to grow in the
alternative culture media; it was not presentedifsignt differences (p>0.05) between
the counts for JO1 and T14, meanwhile C2 showesttarlgrowth in the culture media
—DR- (p<0.05)

Key words: Rhizobiunsp., Plackett-Burman design, factorial design,-Beknken

design.
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Introduccién

En suelos tropicales, el elemento mas limitanteletiesarrollo de las plantas es el
nitrégeno (Franco y Dobereiner, 1994), para sohati@ste problema los productores
del sector agropecuario utilizan indiscriminadaméattilizantes de sintesis quimica
con el objetivo de mejorar la calidad de sus gty del forraj¢Marinet al, 2003) sin
embargo ésta es costosa y poco amigable con eb raewiente, provocando asi
contaminacion de aguas subterraneas, eutroficaei@sipn y en general, cambios en la
estructura fisico-quimica del suelo ademas de tastich disminucion en la biota del
suelo (Justiet al, 1995; Rabalaist al, 1996, Tejadat al, 2005). Dentro del concepto
de agricultura sostenible surgen tecnologias lisnp@mo es la biofertilizacion con
bacterias diazotrofas, es decir fijadoras de retmog esta practica se ve como una
alternativa segura, efectiva y sobre todo econémpara asegurar y recuperar la
productividad de los suelos; se ha demostrado guearganismos fijadores de
nitrogeno pueden desempefiar otras funciones o itdlesetomo la sintesis de
fitohormonas o la solubilizacion de fosforo, quatdbuyen asi con el aumento del
rendimiento en los cultivos (Mahecha, 2002; Syétial, 2005).

En términos generales se puede afirmar que la gdaatkl tropico bajo Colombiano
ha evolucionado al margen de la modernizacionopnéthndo sistemas de produccion
intensivos caracterizados por una baja eficiennieeleuso del suelo, la marcada
estacionalidad de la zona, sumado a un gran deterobiental especialmente del
recurso suelo, atribuido a la deforestacion, lasm@s, la erosion y la pérdida de la
biodiversidad; asi mismo, la falta de oportunidastegonas rurales se evidencia en la
inequidad socioecondmica con respecto a las arbasas. El presente trabajo de
grado se encuentra enmarcado dentro del proyectmU€tion de un fertilizante
biolégico mixto con base en bacterias fijadoras rieégeno para sistemas
silvopastoriles de la Zona Caribe Colombiana” forato por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), la Cooperati Integral Lechera del Cesar
(COOLESAR) y la Gobernacion del Cesar, cuyo olgegg contribuir a reducir la
situacion anteriormente descrita y recuperar laadpd productiva de los suelos, lo

cual presenta gran interés teniendo en cuenta agusidtemas ganaderos ocupan

18



alrededor del 60% del area total del Caribe seloontano. Una alternativa ecoldgica,
gue combina tanto la recuperacion del ecosisteria, stomo su adecuado manejo es
la implementacion de sistemas de produccion tipmpastoril. Por consiguiente,
obtener mediante la investigacion inoculantes deleste calidad de forma econdmica
contribuira a la masificacion de productos biolégiamigables con el medio ambiente
que permitan aumentar la produccion ganadera en region del pais y por

consiguiente mejoren la calidad de vida de losywioges.

El objetivo principal de este estudio, fue la eddmacion de un medio de cultivo
complejo haciendo uso de productos y subproductsindustriales para la
multiplicacion de la cepa C50 dehizobiumsp., la cual es capaz de nodular la
leguminosa forrajerd.eucaena leucocephaléogrando asi una disminucion en los
costos de produccion, ya que hasta la actualidacteeimiento de rizobios en la
Corporacion Colombiana de Investigacion AgropeauafCorpoica-, se ha venido
realizando en el medio de cultivo —LM- (Levadurélanitol) el cual es costoso debido
al uso de reactivos quimicos analiticos. Esto gedemayor rentabilidad en la
produccion de un biofertilizante con base en estasoorganismos, debido a la
utilizacion de insumos agricolas y subproducto®iadustriales como fuentes de
energia y nutrientes para el crecimiento de latefias, contribuyendo ademas a la
disminucion del impacto ambiental generado porralgude ellos. Algunos de los
reportes donde se han utilizado subproductos derfies/ se han obtenido resultados
importantes son: Bissonnette (1986), Magida (1985), Jairet al (2000), Rebalet al,
(2007).
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Planteamiento del Problema y Justificacion

En Colombia, la superficie total agropecuaria estamada en aproximadamente 50
millones de hectareas de las cuales el renglorapeacecupa casi el 75%. La mayor
parte del area pecuaria estd dedicada a pastos Ipamganaderia bovina
(aproximadamente 80%) manejada en un 70% bajosistde produccion intensivos.
Aproximadamente, la region Caribe colombiana p@&@emillones de hectareas en
pastos y una poblacion bovina de 6.9 millones d&bs, que generan el 38.7% de la
leche y el 38% de la carne que produce el paisst&u2005). En la actualidad, el
departamento del Cesar es uno de los principatestdenentos ganaderos de la Costa
Caribe, con un hato cercano a 1.5 millones de aeabks cuales representan casi el 6%

del hato colombiano y el 20% de la region (Gamanas).

El departamento del Cesar, esta situado al ndrfée en la llanura del Caribe, posee
una mezcla de climas y pisos térmicos que van delsdélido con temperaturas
superiores a los 28°C hasta el paramo alto conetatopas inferiores a los 4°C.
Administrativamente, tiene 25 municipios los cuaesncuentran divididos en cuatro
sub-regiones. El conjunto de sus municipios camystitina importante cuenca ganadera

productora de leche (Cuesta, 2005).

En el pais la produccion de leche tiene un imptatgorcentaje en el sector
agropecuario nacional, en 2004 tuvo una particdypadel 12%. En el afio 2005, el
DANE estimd la produccion en 6.024 millones dedifrcon un promedio diario por
vaca de 4.47 litros, lo cual es considerablemeet®ma la produccion en paises como
Argentina y Uruguay donde el rendimiento por vexzae 13 litros/dia y aln més en
Estados Unidos donde la produccion se ubica etr@¥dia (FEDEGAN, 2006).

Colombia se encuentra en el tercer lugar como pto@ude leche en Suramérica y
vigésimo segundo a nivel mundial, sin embargoafaecy la leche son productos muy
importantes dentro del TLC con los Estados Unipgios|o tanto es necesario aumentar
la produccion para poder competir, teniendo entawsaemas que las posibilidades se
limitan por la colocacion en el mercado de derigatiomo la leche en polvo en la cual

Colombia es un modesto productor, comparado caepaomo Australia o Nueva

Zelanda los cuales producen aproximadamente 3vgC&3$ mas, respectivamente. En
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los departamentos del Cesar, Guajira y Magdalemaledse realiza la investigacion la
situacion es aun mas dramatica si tenemos en austa produccion se encuentra por
debajo del promedio nacional con una producciomedio de 2.91 litros/vaca/dia
(FEDEGAN, 2006).

La profundizaciéon de las formas de producciéon ysooro propios del capitalismo

contemporaneo, ha llevado a aumentar la preocupdeidoda la humanidad respecto
a la degradacion del medio ambiente y al deteritrdos recursos naturales. En
especial, tales preocupaciones tienen que vetacpardida de la biodiversidad, la

escasez de agua, la destruccién de la capa de pabreambio climatico (Presidencia

de la Republica y MADR, 2002). Se ha considerados}j90% de los suelos utilizados
en la actividad agropecuaria de la region Caribe $ufrido diversos niveles de

deterioro fisico, quimico y biolégico, afectandeesamente su capacidad productiva y
comprometiendo a mediano y largo plazo la vialdliéggondmica de los sistemas
ganaderos. Esto debido a factores como la fediimade sintesis quimica, la

disminucion en la biodiversidad ocasionada pontiervencion de tipo industrial y el

dafno, en general, a la integridad de los ecosist@auelo, agua y aire (Bonilla y

Murillo, 1992).

Con el animo tanto de aumentar la productividald danaderia y asi mismo contribuir
a la preservacion del ambiente, la utilizacion ttesosistemas productivos se esta
haciendo mas relevante. Tal es el caso de lomsisteroductivos tipo silvopastoril. Un
sistema silvopastoril se define como un sistemprdeuccion pecuaria en donde las
plantas lefiosas perennes interactian con los cemjgsriradicionales bajo un sistema
de manejo integral, lo cual puede ser visto consoalternativa sostenible que permite
reducir el impacto ambiental de los sistemas ti@udes de produccion (Mahecha,
2002).

El nitrégeno es considerado como el factor mésdinte en el desarrollo de las plantas
por ser componente fundamental en la estructurprokeinas, acidos nucleicos,
vitaminas, enzimas, clorofila, ATP, algunos lipido®tros componentes celulares.
Debido a la importancia de este elemento, su hggmibilidad en el suelo, y a los
altos costos ecoldgicos y economicos de la fextiin de sintesis quimica, la fijacion
bioldgica de nitrégeno se ve como una alternaitipid y eficiente para solucionar el
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problema de la disponibilidad de nitrdgeno en suglen consecuencia aumentar la
productividad del sistema ganadero (Syétial.,2005).

Teniendo en cuenta lo anterior, el aumento endductividad del sector ganadero es
un proceso que no soélo implica el trabajo directio los animales sino también el
mejoramiento de las caracteristicas del suelojpel \t la calidad del forraje, la
disponibilidad de nitrdgeno y otros nutrientes, ciantidad de luz incidente, la
temperatura bajo sombra, entre otros. Y en fundénello, es necesaria la
implementacion de sistemas de produccion dondercg@ongione a los animales
mejores condiciones para su desarrollo, tarea gusumplida a cabalidad por los
sistemas productivos tipo silvopastoril (Maheclt®22 Buergleet al.,2005). Alli las
leguminosas juegan un papel fundamental (Ibragtiral., 2001; Jumeet al, 2006).
Esta importancia se debe a su alto contenido Eeito, porcentaje que suele oscilar
alrededor de 20%. Esta caracteristica es adgpidsu capacidad para establecer una
relacion tipo simbidtica con rizobios; de aqui, da€ertilizacion con este tipo de
microorganismos, se presente como una forma altare@ttiva para el mejoramiento
en la productividad del sistema. No obstante,ddymcion de estos biofertilizantes no
es econdémica debido a los elevados costos deltsoftarba) y del medio de

fermentacion, principalmente.

En Corpoica, a pesar de que se lleva trabajandafi@a® en rizobios, hoy dia la
produccion se lleva a cabo en el medio estandargsaws: -LM- (levadura — manitol)
el cual es costoso, razon por la cual el objetestie trabajo fue la obtencion de un
medio de cultivo liquido alternativo complejo querrpita disminuir los costos de
produccion y ademas, basar la estandarizacion tdeegsla utilizacion de algunos
productos y subproductos agroindustriales, coruld se puede contribuir de igual
manera a la reduccion del impacto ambiental geoerados ecosistemas aire, agua y

suelo por el vertimiento de algunos de estos residu
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Objetivos
Objetivo general

Estandarizar un medio de cultivo liquido a escal#@boratorio para la multiplicacion
de la cepa C50 dehizobium sphaciendo uso de productos y subproductos agrieolas

industriales.

Objetivos especificos

1. Estandarizar un protocolo para la produccion detulo de trabajo, con base
en la cepa C50 dehizobiumsp. en medio de cultivo liquido y ademas elabdrar e
banco primario y banco de trabajo.

2. Establecer los sustratos con mayor incidencia slgesarrollo de la cepa C50
deRhizobiurrsp.
3. Determinar estadisticamente la relacion de sustrgiee maximizan el

crecimiento del microorganismo teniendo en cuesstarpetros técnico-econdémicos.
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Marco Tedrico

1. Sistema silvopastoril

Un sistema silvopastoril se define como un sistdengroduccion pecuaria en donde
las plantas lefiosas perennes -arboles o arbustesactiian con los componentes
tradicionales -forrajeras herbaceas y animales- lnajsistema de manejo integral, lo
cual puede ser visto como una alternativa sosgeqisé permite reducir el impacto

ambiental de los sistemas tradicionales de prodlu¢dahecha, 2002).

El silvopastoreo es un sistema de produccion guga e@nsigo una lista extensa de
beneficios no sélo para el medio ambiente, sina |osr productores debido a que su
implementacion trae a futuro, un aumento en laymtnddad agropecuaria de la zona.

Entre los beneficios que conlleva la adopcion de sistema, estan el aumento en la
fertilidad del suelo, el mejoramiento de sus cargticas fisico-quimicas, el aumento
en el ciclaje de nutrientes, la recuperacion deddiversidad, la fijacion bioldgica de

nitrégeno, el aumento del area de absorcion dailass, la accion de la micro y macro-

fauna en el equilibrio biolégico y el control deelasion (Mahecha, 2002).

Hasta el momento, los sistemas silvopastoriles esfigliados y en el que existen
mayor numero de reportes han sido los asociadoarbotes 6 arbustos leguminosos,
en donde se da un mayor numero de interaccion kestreomponentes. Entre las
especies arbustivas investigadas en Colombia,dsyagdas como potenciales por su
alto valor nutritivo o servicios multiproposito diende los sistemas silvopastoriles se
encuentran: la acacidAdacia sp.), el nacederoT(ichantera gigantep el por6
(Erythrina poeppigiang la leucaenalucaena leucocephdlael algarroboRrosopis
juliflora), el chachafrutoEythrina eduli$, el pizamo Erythrina fuscd, el guacimo
(Guazumaulmifolia), el matarraton Gliricidia sepiun), el orejero Enterolobium
cyclocarpuny, el flor amarillo Cassiaspectabili3, y el boton de oroT{thonia
diversifolig), entre otros (Mahecha, 2002).
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2. Fijacion biolégica de nitrdgeno

A pesar que el nitrogeno molecular,Nse encuentra en la atmosfera en una
concentracion de casi el 80%, ni plantas ni ansrtedaen una forma facil para obtener
el nitrdgeno suficiente para su crecimiento. Eéte@on se hace aun mas critica ya
gue el N es una molécula muy estable quimicamente y defest@ no esta
disponible para la mayoria de los organismos vizste debe ser fijado antes que
pueda ser asimilado. Las formas mas comunes datearcel nitrégeno fijado es en
forma de iones amonio y nitrato. La fijacion dedgeno es el proceso mediante el cual

se lleva a cabo la reduccion de nitrégeno moleeLgenonio (Newton y Fisher, 2002).

En la naturaleza existen dos formas de fijar rétndg Un mecanismo es mediante
energia luminica en la cual la enorme cantidadudeidniza las moléculas en la
atmaosfera y las hace aptas para combinarse y faxtns de nitrogeno. Estos oxidos
de nitrégeno se disuelven en la lluvia y formantog (NQ)) y nitratos (NQ@), los
cuales son llevados a la tierra. Sin embargo, arpksla gran cantidad de energia
luminica alrededor del mundo, esta no es una fefiewiva de producir compuestos
nitrogenados que puedan ser utilizados por plantesmales. Esta forma de fijacion
de nitrégeno atmosférico probablemente contribayeet 10% del total anual fijado.
La fuente mas importante de nitrdgeno fijado dalivda actividad de ciertas bacterias
del suelo que absorben el nitrbgeno atmosféricacptvierten en amonio. Algunas de
estas bacterias son libres en suelo y se alimeletanateria organica muerta. Otras
bacterias fijadoras de nitrégeno, son encontragageado en asociacion con las raices
de plantas mayores. Las plantas suplen a la lzactarila energia para crecer, mientras
gue la bacteria suple a la planta con nitrégeaddij Debido a que tanto la planta como
la bacteria, se benefician a partir de esta rela@sta interaccion se denomina
simbiosis. Los procesos biolégicos contribuyenalededor del 65% de la produccion

total anual de nitrégeno fijado (Newton y Fish€@02).

La sintesis comercial de amonio es otra formaatiterde fijar nitrégeno y contribuye
aproximadamente con el 25% del total de nitroggadof anualmente. Aqui el.ly el
hidrogeno (H) son combinados a alta presion y temperaturafparar amonio, el
método se denomina Haber-Bosch en honor a susomesadin embargo este es un
proceso ambiental y energéticamente costoso (Nenkgher, 2002).
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3. Organismos fijadores de nitrégeno

Sdlo los procariotas pueden llevar a cabo la @ijfatiolégica de nitrégeno — FBN. La
habilidad para fijar PMes ampliamente usada entre varios géneros deidalttego
existen una altisima variedad metabdlica entrarimsoorganismos que tienen esta
capacidad. Se distinguen tres formas medianteuesclos microorganismos pueden
llevar a cabo la FBN: por medio de asociacionebiéiinas, simbiosis asociativas, y
bacterias de vida libre (Newton y Fisher, 2002).

3.1 Asociaciones simbidticas

Para la agricultura, la relacién simbibtica masartgmte envuelve a las bacterias
denominadas rizobios con plantas leguminosas. Bstxiacion, maximiza la
transferencia de nitrégeno fijado a la planta dirpae los rizobios residentes en su
interior, los cuales estan presentes en una estidgnominada “nodulo”, en las raices
de la planta. La planta de forma reciproca proveteqrion y suple de compuestos
ricos energéticamente a la bacteria. Los nédutokiém proveen un ambiente con bajo
contenido de oxigeno, lo cual es vital ya que fegenasa, enzima que cataliza la
FBN, es denaturada por el oxigeng)(@Gin embargo, algunas cantidades de oxigeno
deben ser provistas a la bacteria para que estk paspirar y producir la energia
requerida tanto para su supervivencia como parduconla FBN. Una proteina
especial transportadora de oxigeno denominadanemjiebina, regula la cantidad de
oxigeno que llega a la bacteria. Esta proteinaeedtsima afinidad, puesto que por
cada 10000 leghemoglobinas ligadas a oxigeno soknsuentra una molécula de
oxigeno libre (Madigaet al.,2002; Newton y Fisher, 2002).

3.2 Simbiosis asociativas

Desafortunadamente, la relacion simbidtica basadadeulos no se extiende a la

mayoria de cultivos alimenticios importantes ta@®o maiz, arroz, trigo, y cultivos de

raices y tubérculos, ninguno de los cuales tierepaneja para fijar nitrdgeno. Para
estos cultivos alcanzar indices de productividaderoialmente aceptables hacen que
la fertilizacion nitrogenada sea requerida. Sin agiy otras asociaciones menos
formales, llamadas asociaciones asociativas somregsnentre ciertas gramineas y
bacterias. Las gramineas tropicaRaspaluny Digitaria, se asocian con las bacterias
Azotobacter paspaly Azospirillum brasilenserespectivamente. CdRaspalum la
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bacteria fijadora de nitrobgeno vive afuera deldtejde la planta en una vaina
mucilaginosa alrededor de la raiz. La asociaElmitaria-Azospirillum envuelve la
invasion de la raiz pero no la formacion de nodllre asociacion formal es la que
ejercenGluconacetobacter diazotrophicydHerbaspirillumsp. con la cafa de azlcar,
guienes satisfacen en gran parte los requerimiagogitrogeno fijado para el
crecimiento de las plantas. De forma similar, lac@gion deAzoarcusspp. con la
graminea Kallar y posiblemente con arroz tambiédicam una significancia

agronémica y un potencial economico (Newton y Fjs2@02).
3.3 Bacterias de vida libre

La mayoria de bacterias que fijan nitrbgeno noestaciadas con plantas o animales.
Ellas viven libres en el suelo y fijan nitrégenogsu propio beneficio y en el momento
de su muerte este nitrdgeno es aprovechado pplalatas. De estas bacterias de vida
libre, las cianobacterias son las mas importamfésadamente hablando. Las bacterias
mas ampliamente estudiadas de vida libre Aaotobacter vinelandii(aerobio
obligado), Klebsiella pneumonia¢anaerobio facultativo)Clostridium pasteurianum
(anaerobio obligadoRhodobacter capsulatbacterias foosintética) y varias especies
de Anabaenay Nostoc(cianobacterias formadoras de heteroquistes). Ls Eie
hacen estos organismos llega a ser generalmemienithie para el ecosistema
circundante cuando la bacteria muere (Newton \eFi&002).

4. La nitrogenasa

La actividad de la nitrogenasa es central paraaetenimiento del ciclo del nitrdgeno
en la tierra. En un planeta embebido condll nitrégeno fijado frecuentemente es el
elemento limitante para el crecimiento de los noiganismos, plantas y animales. Un
namero limitado de procariotas han sido describosp habilidad para fijar nitrégeno
y las otras criaturas de la tierra explotan lalickloi de estos microorganismos. Los
fijadores de nitrégeno estan en dependencia deagirftesis o de la fotosintesis de las
plantas verdes para obtener la gran cantidad dgi@mgie es requerida para reducir el
nitrdgeno molecular. Como es usual, los animalésgan a ser consumidores y dejan
a las plantas verdes y a los microorganismos lehjorade soportar la vida de los
animales vivientes (Burris, 1991).
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4.1 Nomenclatura

La nitrogenasa es un sistema enzimatico que esistita@mlo por dos proteinas
diferentes. La dinitrogenasa (también referida cproteina MoFe o proteina I) es una
proteina que tiene por funcidn unir y reducir &ldgeno () u otros substratos; y la
dinitrogenasa reductasa (también referida comeipiafe o proteina Il) y tiene el rol
especifico de pasar electrones, uno a la vezdimiteogenasa. Fuertes reductores no
reduciran la dinitrogenasa directamente, la mayotepde la funcion se hace via

dinitrogenasa reductasa (Burris, 1991).
4.2 El complejo enzimatico

El complejo Nitrogenasa esta compuesto por dosipast que pueden ser purificadas
separadamente: dinitrogenasa y dinitrogenasa esducta dinitrogenasa también
referida como la proteina MoFe o componente |,resetramero de 220-240 KDa
producto de los genesifD y nifK que contienen dos pares de dos complejos
metaloclusters conocidos como el P-Cluster y elatof hierro — molibdeno (Fe-Mo-
co). Cada pa#f de subunidades de NifD y NifK contiene un P-clugtena molécula
de FeMo-co. La dinitrogenasa reductasa, tambidmidaf como la proteina de Fe o
componente Il, es un dimero de 60 KDa productgelehifH, esta contiene un simple
cluster [4Fe-4S] en la interfaz de la subunidadg sitios de union de MgATP, una a
cada subunidad. La proteina de hierro es el donablafado de electrones a la
proteinas MoFe (Rubio y Ludden, 2005).

4.3 Modo de accion de la nitrogenasa

La transferencia de electrones desde la dinitr@agemeductasa a la dinitrogenasa
requiere la mediacion de MgATP. La dinitrogenasductasa es reducida por la
ferredoxina o la flavodoxina. Esta une MgATP comjle su potencial disminuye de
100 mV a alrededor de -400 mV. A este potenciatipadransferirse electrones a la
dinitrogenasa. La transferencia esta acompafiada piirolisis de MgATP a MgADP

y Pi. Como el ADP es inhibitorio de la reaccioneékebe ser convertido nuevamente a
ATP. Un electron es transferido por cada 2MgATRdlizhdos. Como un simple
electron es inadecuado para llevar a cabo la rigaudel N, el ciclo debe ser repetido

hasta que la dinitrogenasa haya acumulado losaglestadecuados para la reduccion.
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Como la reduccion deNsta acompafiado por una obligatoria reduccionide>2H,

la reaccion completa es la siguiente:
N, + 8H + 86— 2NH; + H, (@)}

Al ser necesarios 2MgATP por cada electron traidsfeta reaccion requiere un
minimo de 16MgATP bajo condiciones ideales. Sin aqdy bajo condiciones
fisiologicas los requerimientos estan cercanoss&2®30 MgATP. La hidrdlisis de
ATP acompafa la transferencia de electrones desdaitrogenasa reductasa a la
dinitrogenasa, y esta establecido que el clivajelgieTP y la conversion a MgADP +
Pi ocurre antes de la transferencia del electrédedéa dinitrogenasa reductasa a la
dinitrogenasa en preparacionesdeneumonia¢Burris, 1991).

4.4 Sustratos para la nitrogenasa

El sustrato fisiologico para la nitrogenasa es £l $ih embargo, la nitrogenasa es
versatil y puede reducir una variedad de sustratogeduccion de proton alds una
reaccion obligatoria de la nitrogenasa cuando eeddg N,O, cianuro, metil
isocianuro, azida, acetileno, ciclopropano, ciadany diazirina que también sirven

como substratos. (Burris, 1991).
5. Simbiosis leguminosa — rizobio
5.1 Las leguminosas

La habilidad para establecer una simbiosis fijaderaitrégeno con rizobios es estricta
de las leguminosas, con una excepcion, el gétarsponiade Ulmaceae. La familia
Leguminosae comprende tres subfamilias Caesalpggioj Mimosoideae, y
Papilionoideae, cada una de las cuales contiererageaptos para formar nédulos en
las raices. En estas tres subfamilias, el poreetéagspecies noduladas son diferentes.
Hay unos pocos géneros no nodulantes en las slibfaavanzadas Papilionoideae y
Mimosoideae, pero la subfamilia menos especializ@dasalpinioideae incluye
muchos géneros no nodulantes. Caesalpinioideaesaebfamilia mas primitiva de los
Fabales, se asume que la simbiosis fue desarr@iada estado relativamente tardio
durante la evolucion de las leguminosas. Esta nasé soportada por el hecho que
varias especies dearasponiade la familia Ulmaceae forman nodulos que fijan

nitrégeno como las leguminosas. Dado que los migsniie Ulmaceae no estan mas
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estrechamente relacionados con los miembros @eniéa Leguminosae que con casi
cualquier otra familia de las dicotiledoneas, umtide filogenético no real puede ser
hecho de este fendmeno. Las plantas leguminosassprdiversas en morfologia,

habitat y ecologia, yendo de anuales articas deértvopicales. Debido al gran numero
de leguminosas que son noduladas por rizobiosimhbicsis con rizobios no es

aparentemente una adaptacion a un nicho ecol&pezializado sino que depende de
alguna peculiaridad genética de las leguminosag, que es tan compleja que

raramente ha envuelto a cualquier otra plantaede (Cooket al.,2005).
5.1.1 Leucaena leucocephala
5.1.1.1 Descripcion

Es un arbol o arbusto caducifolio o perennifolioe @lcanza de tres a seis metros de
altura incluso doce metros con un diametro a laaaltel pecho de hasta 25 cm. La
copa es redondeada y ligeramente abierta. Tieras ladiernas, bipinnadas, , verde
grisaceas y glabras; foliolos de 11 a 24 pare8, ald5mm de largo, elipticos y algo
oblicuos. El tronco es usualmente torcido y sertafia diferentes alturas, con ramas
cilindricas ascendentes, desarrollando muchas famaascuando crece aislado. (Cook
et al.,2005).

5.1.1.2 Habitat

Prospera en ambientes adversos. Se adapta mug lasntierras bajas, crece desde
sitios secos hasta humedos y temperatura mediadm@a a 30 °C. Es necesario un
periodo seco de 4 a 6 meses para su establecintieate en una amplia variedad de
suelos, desde neutros hasta alcalinos, no compagctail acidos. Los mejores
resultados se obtienen en suelos con pH de 65 Suklos inferiores a 5.5 pH no son
recomendables (Coah al.,2005).

5.1.1.3 Crecimiento

Leucaena. leucocephaks una especie de rapido crecimiento, longevidaaDdarios.
Muestra un incremento medio anual de 2.8 m enaalju?.4 cm en diametro. El
crecimiento es lento en las primeras etapas derdésae la planta y en sitios donde
no hay estacion seca bien definida y la precigitaes mayor a 2,500 mm (Coeikal.,
2005).
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5.2 Los rizobios

Con base en las secuencias de genes de 16S rRids\Jas rizobios son miembros del
phylum Proteobacteria, pero en diferentes clasesignes. La mayor parte de los
rizobios son del orden VI, Rhizobiales, de la clasgoroteobacteria. En este orden, los
géneros Rhizobium Allorhizobium y Sinorhizobium se incluyen en la familia
RhizobiaceaeMesorhizobiunesta en la familia PhylobacteriaceBeadyrhizobiumy
Blastobacterestan en la familia Bradyrhizobiacea&zorhizobiumy Devosia se
incluyen en la familia Hyphomicrobiaceae. En elmasorden, también se encuentran
bacterias formadoras de ndOdulos eNethylobacterium de la familia
MethylobacteriaceaSo6lo dos grupos bacterianos en la clase-proteobacteria,
incluyen bacterias que forman nédulos con las legesas. Ellas soBurkholderia

spp. yRalstoniataiwanensisen el orden Burkholderiales (Wang y Romero, 2004).

Aungue estas bacterias tienen muy diversas retxiflngenéticas al comparar a los
genes 16S rRNA, se encuentra una gran similitue ¢a¢ secuencias de sus genes
simbidticos, comanif y nod indicando que transferencias horizontales deyéoes
simbidticos ocurrieron en la naturaleza entre .elste evento es importante para la
evolucion de los rizobios, porque cada género tieeaos no simbidticos que tienen
el potencial de recibir los genes simbiéticos ddederizobios. Todos estos datos
indican que los rizobios y sus vecinos filogenétiemian origines comunes. Se puede
suponer que nuevos linajes de rizobios sigan eemglgitodavia en la naturaleza
debido a la transferencia de los genes simbiotcas hecho de que bacterias no
simbidticas, relacionadas con rizobios, puedenartirse en bacterias formadoras de
noédulos eficientes tanto en condiciones de labdvatmmo de campo (Wang y
Romero, 2004).

5.2.1. Rhizobium sp.
5.2.1.1 Descripcién microscoépica y macroscopica

Bacilos de 0.5-1.0 X 1.2-3.0m. No esporoformados. Gram-negativo. Mévil por
flagelos peritricos. Las fimbrias han sido dessita algunas cepas (Kuykendlgl.,
2005). Las colonias son usualmente blancas o beigeulares convexas,
semitrasliicidas u opacas, a veces mucoides, ustald®2-4 mm de diametro dentro
de 3-5 dias de incubacion en —LMA- (Levadura — ként Sales — Agar). El

31



crecimiento en un medio de carbohidratos es usaténaeomparnado por abundante
cantidad de exopolisacaridos extracelulares. Poiemlsn turbidez se desarrolla de 2 a 3
dias en caldo aireado o agitado (Kuykenetzdil., 2005).

5.2.1.2 Metabolismo

Aerdbicos, poseen un metabolismo tipo respiratooid oxigeno como aceptor de
terminal electrones. Su temperatura 6ptima deroiecio esta entre 25 y30°C; algunas
especies pueden crecer a temperaturas de 40°8.dgtpno de crecimiento esta entre
6.0 y 7.0, sin embargo pueden entre valores da 2@0. El tiempo de generacion de
las cepas dRhizobiumesta entre 1.5-5.0 horas. (Kuykendakl.,2005).

Es quimiorganoheterétrofo, utiliza un amplio ramigocarbohidratos y sales de acidos
organicos como unica fuente de carbono, sin fonade gas. No son capaces de
metabolizar la celulosa y el almidon. Producenreaacion acidica en medio mineral
gue contenga sales y manitol u otros carbohidrafsssales de amonio, de nitrato y la
mayoria de los aminoacidos pueden servir como dudmtnitrégeno. Algunas cepas
requieren factores de crecimiento como biotinatgbanmato o acido nicotinico. La
peptona es pobremente utilizada mientras que ¢dnzgsl almidon, la quitina y el agar

no son hidrolizadas (Kuykendal al.,2005).

Los principales mecanismos para el catabolisma@dgucosa son la via de Entner-
Doudoroff y el ciclo de las pentosas fosfato. Esopgarobable que la via de Embden-
Meyerhof-Parnas opere éhizobiumsp., debido a que la actividad de las enzimas
fructosa-1,6 difosfato aldolasa y 6-fosfofructogsim son bajas. Los polioles son
sustratos para una deshidrogenasa inducible gueedermanitol en frutosa o xilulosa.
La L-arabinosa es metabolizada-eetoglutarato. El ciclo de los acidos tricarboriti

es operativo, y las enzimas del bypass glioxalatdnepresentes. La piruvato
carboxilasa es una importante enzima anaplerdicacido glucordnico y glucarico
son metabolizados via el &cido 2-ceto-3-deoxi-dégloo a o-cetoglutarato
(Kuykendallet al, 2005).
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Tabla 1 Metabolismo de algunas fuentes de crecimientalganas especies Béizobium.

R~ R R. .
Sustrato legumi- galagae tropici Sustrato galagae tropici
nosarum nosarum
NUmero de cepas 37 2 3 2-Cetogluconato
Acetato + d 5-Cetogluconato - -
N-acetilglucosamina + + 2-Cetoglutarato +
Aconitato - + DL-Lactato +
Adonitol + + L-Leucina d d
L-a-alanina + + + L-Lisina d -
B-alanina - - L-Lyxosa + +
DL-3-aminobutirato - - Malonato - d
DL-4-aminobutirato - d D-Mandelato - +
DL-5-aminovalerato d - L-Mandelato - +
Amigdalina - + D-Melibiosa + +
D-arabinosa + + D-Melezitosa -
L-arabitol - + Metil-D-glicosidasa d +
Arbutina + + Metil-D-xiloside - +
L-arginina + d - L-ornitina d
L-aspartato - + L-Fenilalanina + -
Butirato - - Propionato - -
Citrato - d d Piruvato + +
L-Citrulina - d D-Rafinosa + +
L-Cisteina + - - Salicina - d
Duicitol + - - Sarcosina - d
Eritrol + - d L-Serina + d
Etanolamina d - L-Sorbosa -
D-Fucosa d D-Tagato -
Gluconato + + + D-Tartrato - -
L-Glutamato + - + L-Tartrato - +
Glutarato - d meseT artrato - -
DL-Glicerato d + L-Treonina d d
Glicolato - - Trigonelina - +
m-Hidroxibenzoato + - L-Tirosina + -
p-Hidroxibenzoato + + L-Valina - -
DL-3-Hidroxibutirato + d Xilitol + +
Isobutirato - - L-Xilosa - +

Convenciones. (+): Reaccion poitiva, (-): reaceiégativa, (d): reaccién positiva en algunas cdpgs,

Informacién disponible para menos de dos cepasadiomie Kuykendaét al.,(2005).
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5.2.1.3 Genética

El primer mapa del cromosoma Be leguminosarunfue construido por Beringer y
Hopwood en 1976. El genoma 8aoRhizobium melilotambien ha sido mapeado.
Estas dos especies tienen un arreglo similar amegjlo de su cromosonfa. meliloti
tiene un cromosoma de 3.7 X°1b y su secuencia ya ha sido reportada. Regiones
faciimente amplificadas en genomas @&izobium sp. llamadas amplicones,
aparentemente controlan tanto la adaptabilidad clamanteracciones bioldgicas.
Como estas llegan a ser mejor definidas a travé@sajseo y secuenciacion del DNA,

su estructura puede ser de particular interés @hgddlet al.,2005).

Con respecto al DNA extracromosomal, los rizobiosden tener tanto plasmidos
como megaplasmidos que pueden llegar a los 169@kbden constituir hasta el 50%
del genoma total. Algunos miembros de Rhizobiacgaehyllobacteriaceae se
caracterizan por su habilidad para incorporar edmsegénicos funcionales como
plasmidos o islas simbidticas las cuales permitabkecer una relacion de tipo
patdgena, o simbidtica para fijar nitrdogeno congastas. La simbiosis fijadora de
nitrégeno que envuelve a miembros de Rhizobiageaeralmente esta restringida a
plantas de la familidieguminosaelLas células d&hizobiumsp. contienen hasta 10
plasmidos que van en tamafio desde 100 kb hastadend900 kb. En algunas
ocasiones, la longitud aproximada de la combinagd@mplasmidos y megaplasmidos
puede significar mas del 50% del genom&HdzobiumTanto los genesodcomo los
nif, implicados en simbiosis y fijacién de nitrogerspectivamente, han sido siempre
hallados juntos en uno o mas plasmidosRtie@obiumllamados pSym. Numerosos
estudios genéticos han delineado los genes essngmra la nodulacion de
leguminosas y la fijacion de nitrdgeno simbidtitas genes que controlan la
nodulacion estan organizados en varios operonesades coordinadamente. Por
ejemplo, el operomnodABC esta presente en todas las cepas simbidticas con
leguminosas y puede complementar cepas en difergéiteros. Par. etli nodAesta
separado d@odBCy paraMesoRhizobium IqgtinodB es independiente deodAC.
Otros podrian presentar en diferentes especies sanentes alélicas, tales como
nodEF, y estos son especificos de hospedero y por elkon intercambiables. Los
plasmidos pSym no son esenciales para la superiavee las cepas dhizobiumen

suelo. Las bacterias del suelo no nodulantes fidexdhs como especies Baizobium
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han sido aisladas y pueden llegar a formar nodidspués de una transconjugacion
con especies simbidticas relacionadas. La transfarde plasmidos simbidticos entre
especies d&hizobiumha sido reportada bajo condiciones de laborator@ ysido
demostrado por comparacion de secuencias de aslasinaturales (Kuykendat

al., 2005).

5.3 La simbiosis

Con el objeto de iniciar una simbiosis productie, rizobios deben reconocer y
entonces responder a la presencia de la raiz gaféa hospedera. Durante el
crecimiento en la rizésfera de una planta hospelteraizobios detectan compuestos
tales como flavonoides y betainas que son secsefamola raiz hospedera para la
induccion de los genesod. Los genesnod codifican para aproximadamente 25
proteinas requeridas para la sintesis bacteri@nexportacion de los factores Nod. Los
factores Nod son sefales de lipooligosacaridosaussten de una columna de quitina
gue tiene de cuatro a cinco unidades de N-acetiighmina de largo, con un lipido
atado al extremo no reductor y modificaciones ébpas al hospedero en la columna
vertebral. Los factores Nod hincan muchos de losbass de desarrollo vistos en la
planta hospedera en las fases tempranas del prdesswdulacion, incluyendo

deformacion de los pelos radiculares, polarizadénla membrana, oscilaciones
intracelulares de calcio, y la iniciacion de lasién celular en el corte radicular, con lo

cual se establece un meristemo y un primordio aodGlage, 2004).

Otras respuestas de los rizobios cuando encuemtearaiz hospedera indudablemente
involucran los cambios en la expresion de otroegérs cuales estan envueltos en la
sintesis de los factores Nod. Tales genes parecemgortantes para los rizobios ya
que les permiten competir efectivamente con otrganismos para el acceso a los
sustratos de crecimiento que son emanados dezlaaspedera, para adherirse a la
superficie radicular, y para conferir resistenciasustancias téxicas tales como

fitoalexinas secretadas por la raiz (Gage, 2004).

Durante las fases tempranas de la simbiosis Ziosios deben dirigirse de la superficie
de la raiz al interior del tejido radicular dondiesepoblaran de células el nodulo
incipiente. Para esto, ellos crecen y dividen dedér un tibulo denominado tubo de
infeccion. La formacion del tubo de infeccion layaraparte de las veces es iniciado
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cuando los rizobios son atrapados entre dos paretigares de los pelos radiculares.
Esto usualmente ocurre cuando un pelo radicularmdetio forma un “rizo”, y la
bacteria se une al pelo radicular y es atrapadee éat paredes celulares. La
invaginacion de la pared celular en el rizo, o &mrddacion de la pared y la
invaginacion de la membrana celular, es seguidaeparrecimiento de la punta
resultado de la invaginacion en la iniciacién dddot de infeccion que crece hacia
abajo, dentro del pelo radicular y dentro del coieip las células epidérmicas. Los
rizobios dentro del tubo de infeccion crecen yiggleh, de aqui el tubo logra llenarse
con bacterias. Si el tubo de infeccion sale dedagas epidermales, hay entonces una
fusion con las paredes celulares de las céluléaledisy asi la bacteria entra en el
espacio intercelular entre la célula epidérmicagapa intercelular. La ramificacion del
tubo como su crecimiento a través de la raiz ynteada al primordio del nddulo
incrementa el nUmero de sitios a partir de losesulal bacteria puede sacar el tubo y
entrar a las células de los nédulos, aseguranddnekro suficiente de células del
nddulo colonizadas. La bacteria dentro del tuboféecion eventualmente sale y entra
a las células del nédulo. Frecuentemente denttasdeglulas nodulares, las bacterias
contindan la diferenciaciéon y la sintesis de pnateirequeridas para la fijacion de
nitrégeno y para el mantenimiento de las relaciomgsialistas (Gage, 2004).

5.4 Algunos reportes

El nitrégeno atmosférico fijado simbidticamente frasociacion entre especies de
rizobios y leguminosas representa una fuente réteda nitrogeno para la agricultura.
Valores estimados para varios cultivos de leguramgsespecies de pasturas son con
frecuencia impresionantes, cominmente caen edielda 200 a 300 kg de N/ha/afio.
La produccion de los cultivos incrementa frecueeteis después de la cosecha con
leguminosas y se hace equivalente a la fertilizaegperada por la aplicacion de 30 a
80 kg de fertilizante nitrogenado por hectarea. eémtsadas de nitrogeno fijado por
alfalfa, trébol rojo, arveja, soya, caupi y guiearitieron estimados por estar entre 65 y
335 kg de N/ha/afio o 23 a 300 kg de N/ha/afio. baadas en los ecosistemas
terrestres de FBN a partir de la relacion simtadéintre leguminosas y sus rizobios es
de 70.000.000 toneladas de N/ha/aio (Brocketedll., 1995). Esta enorme cantidad
tendera a ser aumentada a medida que la poblaaiddiahse incremente y las fuentes

naturales que suplen los fertilizantes nitrogenadiesiinuyan. Este objetivo sera
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logrado a través del desarrollo de variedadesgienimosas superiores, mejorando las
practicas agricolas, e incrementando la eficieshgligproceso de FBN en si mismo por
el mejoramiento en el manejo de las relacionesidiitds entre plantas y bacterias
(Sahran, 1999).

La simbiosis entre rizobios y leguminosas es unaemaecondémica y efectiva para
asegurar un adecuado suplemento de N en los sutiagados en leguminosas y para
la produccion de pasturas mas aun que la aplicdeidertilizantes de sintesis basados
en nitrogeno. La introduccion de algunas legummesapasturas se ha visto como la
mejor estrategia para mejorar la nutricibn de gérd en gramineas. Grandes
contribuciones (entre 75 y 97 kg de N/ha en 97 dé&sultivo) paraStylosanthes
guianensidueron halladas. Datos g\ revelaron que alrededor del 30% del nitrdgeno
acumulado por las gramineas en césped mezclado sandderivado a partir del
nitrégeno fijado por la asociacion con legumingSésra et al., 1995). Otros estudios
han revelado que la contribucién de nitrdgenddehis hypogaeal crecimiento de
Zea maysen sistemas de intercultivo es equivalente a ligaapn de 96 kg de
fertilizante nitrogenado por hectarea con un rddiaensidad de poblacion de plantas,

de una planta de maiz por cuatro de cacahuetea(54999)

6. Inoculantes rizobianos

Los inoculantes rizobianos son formulaciones coidescque contienen rizobios, para
ser aplicados a la semilla o al suelo durante #tation. Estd estimado que
aproximadamente 2.000 toneladas de inoculanteppmiucidas anualmente en el
mundo, una cantidad suficiente para inocular 2nab de hectareas de leguminosas.
La gran mayoria, casi el 50%, son producidos e&$tsdos Unidos de América. Los
inoculantes son usualmente comercializados ennpees@n solida, en polvo como
turba o en formas granuladas, o como inoculargegltis, en formulaciones de caldo.
Las formulaciones alternas tales como productosertrados basados en aceites,
cultivos liofilizados o células de rizobios atrapa@n perlas han sido investigados. Los
métodos de inoculacion dependen del tipo de inotayl#os polvos y los liquidos son
generalmente aplicados sobre las semillas, miemii@$os inoculantes granulares son
aplicados directamente al suelo (Rebgal, 2007).
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Los inoculantes sélidos son preparados por laddidel medio de cultivo previa
multiplicacion de los microorganismos, asi contasieuna gran poblacion de rizohios
a un soporte en polvo seguido por un periodo deuraeidn para asegurar la
multiplicacion o adaptacion de las células. De estdo, la produccion de una gran
cantidad de rizobios en un medio liquido constitelyarimer paso en la produccion de
inoculantes en polvo para leguminosas. La econdmieste proceso esta gobernada
por el costo y la disponibilidad de una fuente atbano apropiada. El medio estandar
gue incluye manitol como fuente de carbono y etdrde levadura como fuente de
nitrégeno, factores de crecimiento y sales mingraf@ sido empleado para la
produccion a escala de laboratorio, pero estesusmieado a escala industrial debido a
su alto costo ya que es un medio de cultivo eneekg emplean reactivos quimicos de
tipo analitico. Entre los soportes que pueden rsaistdtos niveles de rizobios, la turba
es la mas empleada pero no estd universalmententiilsp De forma alterna,
diferentes materiales tales como sub-productosindies, arcillas, perlita y residuos
agroindustriales han sido evaluados como mediasiitieo para el crecimiento de los
rizobios. La mayoria de los materiales deben serses locales de alta disponibilidad
y costo minimo, con el fin de garantizar la dismién de costos durante los procesos
de produccioén de inoculantes, con el fin que lasdlegias generadas lleguen a un bajo
valor econémico al agricultoCpomunicacion personalGarrido, 2008; Rebaét al,
2007)

6.1 Calidad en inoculantes rizobianos

Los inoculantes comerciales han sido usados podendas siglo, estos han contribuido
al incremento de la productividad de los cultivbl buen inoculante debe ser
preparado con una cepa de rizobio seleccionadia @dta eficiencia en la FBN y la
habilidad competitiva para la nodulacion. Las cejedgen sobrevivir en la formulacion
del inoculante, manteniendo sus propiedades duehrienacenamiento, y tolerando
factores de estrés tales como la acidez, la déSec#as altas temperaturas y los
plaquicidas agroquimicos empleados en los cultigbsactor mas importante en la
calidad de un inoculante es un alto nimero de iggobivos (> 2 x 19 ufc/g) y

ninguna o una minima contaminacion por microorgaoss(Rebalet al, 2007).

6.2 Ventajas de la fertilizacion con rizobios
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La simbiosis leguminosa-rizobio juega un rol imaote en agricultura, debido a que
ofrece la habilidad de convertir nitrbgeno molecatanosférico en formas disponibles
para la planta, proceso conocido como fijacionogich de nitrogeno, ademas en
algunos tipos de cultivo puede asegurar hastaO8o Xfe la fertilizacion nitrogenada.
La mayoria de las investigaciones para optimizéijaleion simbidtica de nitrégeno y
para incrementar el uso de leguminosas en sistdmasiltivos ha sido en parte
estimulado por el incremento en el precio de laliZantes y por los aspectos
ambientales implicados detras de la aplicaciorstetpo de fertilizantes, por lo tanto
también contribuye a la preservacion del medio enteique ha sido afectado por la
utilizacion de fertilizantes quimicos de sintegidemas, este tipo de bioinoculantes
conllevan un beneficio adicional que es la producale factores de crecimiento
vegetal, la solubilizaciéon de fésforo, actividad @@eaminasa, entre otras (Rele&h
al., 2007).

7. Banco de cepas

Actualmente, la mayor parte de los laboratoriosmilgrobiologia cuentan con una
coleccion de microorganismos, generando la necesidamplementar métodos de
conservacion que permitan mantener la viabilidadasgpor un periodo prolongado de
tiempo. En general, las colecciones de cepas tidoerines esenciales: preservacion
de especies de alto valor y distribucion de lasnass Se distinguen varios métodos de
preservacion, y uno de los parametros de distinerdtne ellos es el tiempo de
conservacion; de esta manera se pueden encont@osi@ corto, mediano y largo
plazo. Lo que busca la conservacién es manteneéllda viable y estable tanto
genética como bioquimicamente, los métodos a lalagm son los que cumplen con
este fin por un periodo mas amplio de tiempo. [Retdr esta categoria se distinguen
dos métodos fundamentalmente: liofilizacion y @iservacion, sin embargo, no todas
las células son aptas para el uno o el otro métmida escogencia de éste se hace
relevante a la hora de realizar la conservacidguds de los factores que se tienen en
cuenta para la preservacion de cepas son los raigglieyéneros a ser preservados,
mantenimiento de la pureza, mantenimiento de lailidad y estabilidad genética,
propiedades especiales del cultivo, nimero deveslfireservados, frecuencia del uso
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de los cultivos, equipos y espacio de almacenamiemtcesidades de las areas de
investigacion y costos (Plazas, 2007).

7.1 Crioconservacion

Es el congelamiento y almacenamiento de célulasyab@jas temperaturas en donde
el agua, que es uno de los mayores componentasdkila viva, es reemplazado por
hielo durante el proceso. Esto provoca el frenada dctividad metabdlica de la célula
(Monroy y Mesa, 2002).

Congelar las células ayuda a mantener la estabiidamaterial vivo durante largos
periodos de tiempo. Cuando una suspension se acglgaljua es convertida en hielo,
este proceso es iniciado a 0°C pero la temperagalalel congelamiento depende de
las caracteristicas de la misma, dicha temperptugde disminuir por la adicion de
sustancias como crioprotectantes. Los cambios secoencia del proceso pueden
dafar a la célula abruptamente, siendo estos caifidicns o bioldgicos, debido a los
procesos de congelamiento y descongelamiento. f2uehproceso de congelamiento
es importante tener en cuenta: el tipo de unidddesistalizacion desarrolladas, la
cantidad de hielo formado, y la configuracion ytriiscion relativa de las fases

amorfas y cristalinas (Monroy y Mesa, 2002).
7.1.1 Tipo de unidades de cristalizacion desardzla

La combinacion de las bajas temperaturas, la tasaugelamiento, la naturaleza y
concentracion de los solutos establecen el tipfoeacion de hielo a formar. Se
pueden clasificar en: 1) solidos compactos sin laeg@) formas de arborescencia
como preservacion hexagonal, que se da cuandedaléacongelamiento es baja, y
arborescentes irregulares cuando el congelamientapido; 3) esferales cuando el
congelamiento es muy rapido (Wolstenholme y O’conti®70; Monroy y Mesa,
2002).

7.1.2 Cantidad de hielo formado

En una suspensién celular, la aparicion de hiela®primeras fases del proceso de
congelamiento provoca un incremento en la concagdtrale solutos en el exterior de
las células. Debido a la generacion de un ambigogetonico, el agua sale de la célula

generando un desbalance en la concentracion dg ealeeste proceso intervienen
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directamente la tasa de congelamiento y la pertiwzabicelular. Al aumentar la
concentracion de solutos dentro de la célula estdgpser dafiada por una desbalance
osmoético. En el caso contrario, si la concentrad@agua al interior de la célula alta,
puede causar dafio en la célula por la formaci@nistales de hielo en el interior. Este
delicado balance involucra la tasa de congelamigrdescongelamiento, entre mas

rapido mejores resultados se obtienen (Simionewir1991).
7.1.3 Velocidad de congelamiento

La velocidad de congelamiento (formacion de hiédlyye directamente en la forma
y tamafio de los cristales. Cuando la tasa de @mngagito es rapida, es mayor la
cantidad de hielo intracelular y menor el desba&asnaotico. Asi un congelamiento
rapido, minimiza los efectos de la concentracionsdeitos con una formacion
uniforme de hielo. Por otra parte, el uso de amfitisrioprotectores resguarda la célula
durante estos procesos y de igual manera miniragafectos perjudiciales de un
incremento en la concentracién de solutos y dedadcion de hielo (Simione y
Brown, 1991).

7.1.4 Consecuencias del congelamiento de las eélula

Las temperaturas de congelamiento desarrollan @dgtaimbios en la célula como: la
exosmosis —incremento en la solubilidad de gasegué resulta en la formacion de
burbujas, deshidratacion —incremento en la cora@édir de electrolitos, sales,
carbohidratos, lipidos, proteinas-, disminucion ] cambios en la conductividad
eléctrica, disminucion en la actividad enzimaticksminucion de la actividad

enzimatica, acumulacion de intermediarios metailicreduccion del espacio
intermolecular, incremento del contacto intermdigudisrupcion de puentes de
hidrogeno débiles, plegamiento y distorsion de outdés largas, pérdida de la
integridad de la membrana celular, invasion allalacée sales toxicas y mutagénicas,
solidificacién e inmovilizacion de todas las molésuy, aumento de la viscosidad
(Monroy y Mesa, 2002).

7.1.5 Glicerol como agente crioprotector

Este compuesto tiene la capacidad de poder pelzetrembrana celular sin afectar la
osmolaridad del medio. Por consiguiente, puedear est concentraciones altas sin

alterar el volumen celular. Sin embargo, la adidémlicerol provoca una disminucién
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en la formacién de hielo cuando la temperaturaisaimliye, luego puede llegar a
reducir la ruptura celular por la formacion de tates durante el proceso de
crioconservacion. Ademas, este tipo de aditivosegem a la célula reduciendo la
concentracion de electrolitos en la solucion redidangelada siempre y cuando éste

sea permeable (Monroy y Meza, 2002).

8. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son las soluciones nutrittyas se usan en el laboratorio para el

cultivo de los microorganismos.
8.1 Clasificacion de los medios de cultivo segUcosaposicion

En microbiologia, se usan dos tipos generales diiomde cultivo: los quimicamente

definidos y los complejos —0 no definidos-. Los meddefinidos se preparan

afladiendo cantidades precisas de compuestos ag@nicorganicos purificados a un
volumen de agua destilada. Por tanto, se sabaripasicion quimica exacta de un
medio definido. Sin embargo, en muchos casos lgasition exacta de un medio no
es importante. A menudo los medios complejos empielolizados de caseina, carne,
soya, levaduras u otras sustancias muy nutrifheles hidrolizados estan disponibles
comercialmente en forma de polvo y pueden ser pssamh facilidad y disueltos en

agua destilada para preparar un medio (Madigah,2002).

8.2 Nutricion microbiana

En esencia la nutricion microbiana consiste enmggtrar a las células los ingredientes
guimicos que necesitan para hacer sus monémetos.désnpuestos quimicos son los
nutrientes. Diferentes organismos necesitan difeseipos de nutrientes y a menudo
los requerimientos son especificos. Ademas, netlmdonutrientes se necesitan en las
mismas cantidades; algunos llamados macronutriesgesprecisan en grandes
cantidades; mientras que otros, llamados micremis Sse requieren en menores

cantidades y a veces solo en cantidades trazagy@iat al.,2002).
8.2.1 Carbono y nitrégeno

Muchos procariotas necesitan algun tipo de compuagjanico como fuente de

carbono. Los estudios nutricionales han demostjaddas bacterias pueden asimilar
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varios compuestos organicos carbonatados y ugemtashacer nuevo material celular.
Los aminoacidos, los acidos grasos, los acidosniomgs los azucares, las bases
nitrogenadas, los compuestos aromaticos y un sieficompuestos organicos de otro
tipo pueden ser usados por una u otra bacteriaindggprocariotas son autoétrofos,
capaces de construir todas sus estructuras organjuatir del didxido de carbono con
la energia obtenida de la luz o de compuestosdnmg En peso seco, una célula
tipica contiene un 50% de carbono; el carbono gsirgtipal elemento de todas las

clases de macromoléculas (Madigaal.,2002).

Después del carbono, el siguiente elemento maslabtenen la célula es el nitrdgeno.
En una bacteria tipica alrededor del 12% de sugmesmes nitrégeno, este elemento es
importante en las proteinas, en los acidos nuslgi@n otros constituyentes celulares.
En la naturaleza, el nitrdgeno no se presenta mnafenorganica y organica. Sin
embargo, la mayor parte del nitrdgeno natural difie estd en forma inorgéanica
como el amoniaco, nitratos o nitrdgeno molecular.niayoria de las bacterias son
capaces de usar amoniaco como Unica fuente dgamtrdy otras muchas pueden usar
nitratos. El nitrdgeno gaseoso jNbpuede ser usado como fuente de nitrdgeno por

algunas bacterias, las bacterias fijadoras degeite (Madigaret al.,2002).

Tabla 2 Micronutrientes en la naturaleza y en los mediosuitivo

Forma normal del nutriente en el Forma suministrada en el medio de

Elemento ambiente cultivo

Glucosa, malato, acetato, piruvato,
aminoacidos, cientos de otros compuestos o
mezclas complejas (extracto de levadura,
peptona, etc.)

Carbono (C)  Cg@ compuestos organicos

Hidrégeno (H) HO, compuestos organicos -® compuestos organicos

Inorganico: NHCI, (NH,),SQ,, KNOs, No.

Nitrégeno (N) NHs, NOs, N,, compuestos organicos  Orgéanico: aminoacidos, bases nitrogenadas

nitrogenados de nucledtidos, muchos otros compuestos
con N.
Oxigeno (O)  HO, O,, compuestos organicos -® G,, compuestos organicos
Fosforo (P) PCB- KH,PQ,, NaHPQ,

H,S, SQF, compuestos organicos azufral
Azufre (S) sulfuros metalicos (FeS, CusS, ZnS, NiS,
etc.)

NA,SQO,, NA,S,Os, N&S, cisteina u otros
compuestos organico azufrados.

Potasio (K) K en solucién o como varias sales con K KCIRE,
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2+ .z .
Magnesio (MQ)MS en solucién o como varias sales congCIZ, MgSQ
+ s
Sodio (Na) l;l:n ?\Ir; solucion, NaCl o como otras Sale%\laCL
Calcio (Ca) Cc(i (e:g solucién, CaS® como otras salesCaCL
Hierro (Fe) Fe* 0 F€" en solucion, FeS, Fe(OH) FeCl, FeSQ, varias soluciones de hierro
como otras sales con Fe quelado (FEEDTA, F€e" citrato, etc.

Tomada de Madigaet al.,2002.

8.2.2 Otros macronutrientes: P, S, K, Mg, Ca, Na.

El fosforo se presenta en la naturaleza en fornfasfigtos organicos e inorganicos, y
la célula lo necesita fundamentalmente para laessintde acidos nucleicos y

fosfolipidos. El azufre se requiere porque es umpomente estructural de los

aminoacidos cisteina y metionina y porque se pt@sam ciertas vitaminas como la

tiamina, la biotina y el acido lipoico, asi comoeatrtoenzima A. El azufre sufre una

serie de transformaciones en la naturaleza, mutghdss cuales son llevadas a cabo
exclusivamente por microorganismos Y es utilizaatoefios en varias formas quimicas

(Madiganet al.,2002).

El potasio es necesario en todos los organismas.gchn diversidad de enzimas lo
requieren especificamente como por ejemplo algimphcadas en la sintesis de
proteinas. El magnesio funciona como estabilizdddos ribosomas, las membranas
celulares y los acidos nucleicos, y también sesitacpara la actividad de muchas
enzimas. El calcio ayuda a estabilizar la paredlarelbacteriana y tienen una
importancia fundamental en la resistencia de ldeesporas. El sodio es requerido por
algunos microorganismos, aunque no todos, y swsidecesuele ser un reflejo del
habitad del microorganismo. Por ejemplo, el agumadetienen un elevado contenido
de sodio y los microorganismo marinos normalmenteduieren para su crecimiento;
en cambio otras especies muy relacionadas, pegudedulce, crecen bien en ausencia

de este elemento (Madiganal.,2002).
8.2.3 Micronutrientes: elementos traza

Aunque los micronutrientes se requieren en muy giegl cantidades son tan

importantes para el funcionamiento celular como Ioscronutrientes. Los
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micronutrientes son metales, muchos de los cualesnt una funcion estructural en
varias enzimas. Debido a que la necesidad deeadstosntos traza es muy pequeia en
cuanto a su concentracion, con frecuencia no essaéc anadirlos a los medios de
cultivo para cultivar microorganismos en el labaniat No obstante, si un medio de
cultivo contiene compuestos muy puros, disueltosgaa destilada de alta pureza,
puede darse deficiencia de algin elemento trazdalkzaso se afiade al medio de
cultivo una pequefia cantidad de la solucion deleseteaza a fin de suministrar los
metales necesarios (Madigetral.,2002).

Tabla 3 Micronutrientes (elementos trazas) necesariosqogemismos Vvivos

Elemento Forma normal del nutriente en el ambiente

Cromo (Cr) Requerido por los mamiferos para el lbaditano de la glucosa

Cobalto (Co) Vitamina B; transcarboxilasa (bacterias del acido propiénico)

En la respiracion, citocromo ¢ oxidasa; en fotesigt plastocianina y en algunas

Cobre (Cu) superéxido dismutasa.

ctivador de muchas enzimas; presente en algupasisido dismutasa y en la
Manganeso (Mn}_~_. ) N
enzima que rompe el agua en fotétrofos oxigénicos

Algunas enzimas que contienen flavinas; nitrogemétsato reductasa, sulfito oxidasa,

Molibdeno (Mo) DMSO-TMAO reductasas y algunas formato dehidrogenas

La mayoria de las hidrogenasas; coenzima F430 @@dgenos, deshidrogenasa del

Niquel (Ni) monoxido de carbono y ureasa.

Selenio (Se) Formato deshidrogenasas; algunagbitieas y el aminoacido selenocisteina.

Tungsteno (W)  Algunas formato deshidrogenasas yansferasas del los hiperterméfilos.

Vanadio (V) Vanadio nitrogenasa, bromoperoxidasa.

Anhidrasa carbénica, alcohol deshidrogenasa, RBNAx polimerasas y muchas
proteinas que se unen al DNA.

Tomada de Madigaet al.,2002.

Zinc (Zn)

8.2.4 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son compuestos orgaugige como los micronutrientes,
se necesitan en muy pequefas cantidades y solgomias células. Los factores de
crecimiento son vitaminas, aminoacidos, purinagimiinas. Aungue la mayoria de
los microorganismos son capaces de sintetizar estopuestos, en algunos casos es

necesario suministrarlos en el medio de cultives ldaminas son los factores de

45



crecimiento que se necesitan con mayor frecueiigchas vitaminas funcionan
formando parte de coenzimas. La mayor parte deilm®organismos son capaces de
sintetizar todos los componentes de sus coenzpesasalgunos no lo son y necesitan
gue se les suministre ciertas partes de estasim@snen forma de vitaminas. Las
principales vitaminas requeridas por los microagyaas son tiamina (vitamina; B

biotina, piridoxina (vitamina § y piridoxina (vitamina B) (Madiganet al.,2002).

Tabla 4 Cofactores enzimaticos y vitaminas

Vitamina Funcién

Acido p-aminobenzoico Precursor del acido fdlico.

Acido félico Metabolismo de compuestos de un cashtvansferencia de grupos metilo.
- Biosintesis de acidos graspsjescarboxilaciones; algunas reacciones de
Biotina . e
fijacion de dioxido de carbono.
Cobalamina Reduc_0|_0n y transferencia de restos monocarbonsitssis de
desoxirribosa.
Acido lipoico Transferencia de grupos acilo en la descarboxilatsbpiruvato y-

cetoglutarato.

Precursor del NAD+ -Nicotinamida adenina dinuctisti transferencia de

Acido nicotinico (niacina) . T .
electrones en reacciones de oxidacion-reduccion.

Acido pantoténico Precursor de la coenzima A; acidn del acetilo y derivados acilados.
. . Precursor del FMN - flavin mononucledtido-, FADIa#n adenina
Riboflavina . e : S
dinucleétido- en flavoproteinas implicadas enagidgporte de electrones.
Tiamina (B1) a-descarboxilaciones; transcetolasa.
Vitaminas B6 (Grupo

o L ) Transformaciones de aminoacidos y cetoacidos.
piridoxal-piridoxamina)

Grupo vitaminas K;
quinonas

Transporte de electrones; sintesis de esfingotipido

Compuestos que unen hierros; solubilizacion y et del hierro al
interior celular.

Tomada de Madigaet al.,2002.

Hidroxamatos

8.3 Materias primas

Diferentes materias primas se han utilizado paedaloracion de medios de cultivo
liquidos para la multiplicacion de microorganismdgna amplia variedad de
subproductos agricolas e industriales que contitawores de crecimiento, carbono,
en ocasiones nitrogeno y sales han sido utilizgas la multiplicacion de
microorganismos, por ejemplo: suero de leche, @xtide malta, extracto de levadura

grado industrial, melaza, entre otros. Lo impoetaes la reduccion de costos en los
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procesos de multiplicacion de microorganismos ya s medios sintéticos o
definidos son costosos debido a que los reactiaados son de alta pureza (Rebah
et al.,2007).

8.4 Formulacion

La formulacién tiene que ver con los aspectos daambs de los medios, es decir el
establecimiento de las cantidades de cada comgonecgsarias para el crecimiento
del microorganismo objetivo sobre éste. Un print&ar@miento con respecto a las
cantidades que se necesitan de cada componentéa peledooracion del medio de
cultivo es la composicion elemental del microorgamd, en general un
microorganismo tiene la siguiente composicioni 660 siNo 21, por consiguiente para
la obtencion de determinada cantidad de biomaseassario que en la formulacion
del medio se provean las distintas fuentes en @usspondientes cantidades, de tal
manera que se asegure la cantidad minima de megrieggueridosGomunicacion
personal Matiz, 2007).

9. Disefio de experimentos

Los métodos de disefio de experimentos han encontraa amplia aplicacion en
muchas disciplinas. Asi, se puede ver experim@macomo parte de procesos
cientificos o como una de las formas en que send@rsobre como los sistemas o
procesos trabajan. Generalmente, se aprende 8 tiawia serie de actividades en las
cuales se pueden hacer conjeturas sobre un proeaiszgr experimentos para generar
datos de un proceso y entonces usar la informac@reniente del experimento para
establecer nuevas conjeturas, las cuales recaeramue/os experimentos y asi

sucesivamente (Montgomery, 2005).

Los disefios experimentales son una importanterhiemta en el mundo cientifico para
mejora un producto o la realizacion de los procdsms componentes criticos de estas
actividades estas en la nueva elaboraciéon de diskfiprocesos y su desarrollo, y el
manejo de procesos. La aplicacion temprana dect&cde disefios experimental en el
desarrollo de procesos puede resultar en: 1) majeméo de los procesos de
produccioén, 2) reduccion de la variabilidad dedascesos, 3) disminucion del tiempo
de desarrollo y, 4) reduccion de costos (Montgon2&95).
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9.1 Directrices para el disefio de experimentos

Para usar la aproximacion estadistica en disendligia de experimentos es necesario
involucrarse en el experimento para asi tenerde@dlara de lo que sera exactamente
estudiado, como los datos a ser colectados y absnenentendimiento cualitativo de
cOmo estos datos se analizaran. En general, &xdrities para disefiar un experimento
son las siguientes: 1) reconocimiento del probleB)aseleccion de la variable
respuesta, 3) seleccion de factores, niveles yosand) seleccion de disefio de
experimentos, 5) realizacion de experimentos, éljsi estadistico de los datos y, 7)
conclusiones y recomendaciones. Las tres prim&pasecorresponden a la planeacion
pre-experimental (Montgomery, 2005).

9.2 Seleccion del disefio experimental

La seleccion de un disefio envuelve consideracioop® el tamafio de muestra
(nimero de réplicas), la seleccion de un ordenuadecpara la ejecucion de los
ensayos, Yy la determinacion de si otras restriesiole aleatorizacion estan implicadas.
En la seleccion del disefio es importante teneolijetivos experimentales en mente.
En muchos experimentos, se conocen ya de anterfgamms de los niveles de los
factores que provocaran diferentes valores paesfaiesta. En consecuencia, el interés
es identificar cuales factores causaran esta niifierg estimar la magnitud en la que la
respuesta cambia. En otras situaciones, se podtéa mteresado en verificar
uniformidad. Por ejemplo, dos condiciones de prodacson comparadas: A y B,
donde A es el estandar y B es la alternativa. pérxentador estara interesado en
demostrar si hay o no diferencia en la produccagachlguna de las dos condiciones
(Montgomery, 2005).

9.3 Diserios experimentales
9.3.1 Disefios de resolucion lll

El uso secuencial de disefios factoriales fraccmsiad muy usado, provocando tanto
economia como eficiencia en la experimentaciona Egtlicacion de factoriales
fraccionados se da frecuentemente en situacionssrelening de un factor puro; esto
significa que hay relativamente muchos factores géio unos pocos de ellos se
esperan sean importantes. Los disefios de resolliggieden ser muy usados en estas
situaciones (Montgomery, 2005).
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Es posible construir disefios de resolucion Il rarastigark = N-1 factores en solbl
corridas, dond&l es un multiplo de cuatro. Estos disefios son usngnugilizados en
la experimentacion industrial. Los disefios en l@dasN es una potencial de 2 pueden

ser construidos por diferentes métodos (Montgon2eg5).

Uno de éstos disefios edickett-Burman atribuido aPlackett y Burman (1946), el
cual consiste en un disefo factorial fraccionaddageniveles para estudia= N - 1
variables erN corridas, dond®& es mdltiplo de 4. SN es una potencia de 2, estos
disefios no son particulares. Sin embargo, Naral2, 20, 24, 28 y 36, los disefios
Plackett-Burman son en algunas ocasiones de inf2ef#do a que estos disefios no
pueden ser representados como cubos estos sonldmmalgunas veces disefios no
geomeétricos. Estos disefios son obtenidos poriitues@propiada de la columna, para
k=12:++-+++---+-- Lasegunda colunesagenerada a partir de la primera por
el movimiento de los elementos de la columna halo#go una posicion y colocar el
ultimo elemento en la primera posicion. Una tercefamna es producida a partir de la
segunda columna de la misma manera, y el procesonéiguado hasta la k-ésima
columna. Una fila de menos es afiadida entoncegletamdo el disefio (Montgomery,
2005).

9.3.2 Disefios de resolucion IV

Un disefio factorial fraccionadd™es de resolucion IV si los principales efectos se
diferencian de la interaccion de dos factores glasealgunas interacciones entre dos
factores. De este modo, si las interacciones @rsefactores son suprimidas, los
principales efectos podrian ser estimados direct@nie un disefid®de resolucién

IV. Cualquier disefio'? de resolucion IV debe contener al menksc@ridas. Los
disefios de ésta resolucidn que contienen exactrssat nUmero de corridas son

llamados disefios minimos (Montgomery, 2005).
9.3.3 Disefios de superficie de respuesta: Box-Behnk

Cuando se selecciona un disefio de superficie pieasts, algunas de las caracteristicas
de un deseable disefio son las siguientes: 1) Proweeazonable distribucion de
puntos de datos a través de la region de interggrite la adecuacion del modelo,
incluyendo la falta de ajuste, para ser investigajipermite que los experimentos sean
realizados en bloque, 4) permite construir de fase@enciada disefios de alto orden,
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5) proveen un error interno estimado, 6) proveeaston precisa de los coeficientes
de los modelos, 7) provee un buen perfil de laigrEsh de la varianza a través de la
region experimental, 8) no requiere un gran nurdercorridas, 9) no requiere muchos

niveles de las variables independientes (Montgor26G5).

Box y Behnken (1960) propusieron algunos disefiodrete niveles para adecuar
superficies de respuesta. Estos disefios son fosnpadda combinacion de factoriales
2 con disefios de bloques incompletos. El disefiotaese es usualmente muy
eficiente en términos del nimero de corridas rédpely cualquiera de ellos es rotable

0 cercanamente rotable. Este disefio es un disdéac@scon todos los puntos

perteneciendo a una esfera de rad®. También, este disefio no contiene puntos en
los vértices de la region cubica creada por ekdimmas alto y mas bajo para cada
variable. Esto puede ser ventajoso cuando los puertolas esquinas del cubo
representan combinaciones de factores-nivel que psohibidamente costosos o

imposibles de evaluar por limitaciones en procésm®s (Montgomery, 2005).

(a) F'y

.
>

Ky
Figura 1 Disefio Box — Behnken. Tomado de Ferreiral.,2007.
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Metodologia

1. Cepas de estudio

Las cepas C50 y T14 dehizobiumsp. y la cepa JO1 dBradyrhizobiumsp. se
obtuvieron del Banco de Germoplasma de Microorgasss con Potencial
Biofertilizante del Laboratorio de Microbiologia 8eelos del Centro de Biotecnologia
y Bioindustria — CBB- Corpoica C.I Tibaitata. LapeeC2 fue suministrada por el
autor. Se uso la cepa C50 para todos los ensdgiomnados con el disefio del medio
de cultivo debido a la finalidad del proyecto fio@dor. Se realiz6 la caracterizacion
fenotipica de las cepas de estudio.

1.1 Reactivacion del in6culo y medio de cultivo

La reactivacion de las cepas se llevo a cabo eagplde petri con medio de cultivo
Levadura-Manitol-Agar —LMA- (g/L: 10 Manitol, 0.5 xEacto de levadura, 0.5
K.HPQ,, 0.2 MgSQ, 0.1 NaCl, 18 Agar; pH = 6.8-7.0) mediante la igle siembra
por agotamiento. Los tiempos de incubacion fudRinpara las cepas Béizobium
120h para la JO1 d&radyrhizobiurnry 168h para la cepa (Ja temperatura se ajusto en

28 + 2°C. Para confirmar la pureza de la cepaatigdecoloracion de Gram.

2. Estandarizacion del in6culo
2.1 Curva de peso seco

Se prepard un indculo de 150mL con la cepa C5@ldo eLM- (g/L: 10 Manitol, 0.5

Extracto de levadura, 0.5KPQ,, 0.2 MgSQ, 0.1 NaCl; pH = 6.8-7.0) con un periodo
de incubacion de 32h, temperatura de 28 + 2°C ypbb@n un agitador orbital.

Posteriormente 100mL de inéculo se llevaron a ifegdicion a 6000rpm durante 10
min. descartando el sobrenadante, y se resuspmmdier células en solucion salina
estéril — SS- (NaCl, 0.85%) hasta completar unmietu de 100mL, esto se hizo dos
veces. La suspension celular se repartié en tubesshyos con peso inicial conocido
(10mLl/tubo de ensayo) y se utilizaron 5 tubos deaym adicionales con solucion
salina estéril (10mL) para determinar el peso da és la suspension celular

previamente preparada. Todos los tubos fueronditesval horno a una temperatura de
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105°C durante 24 h, y se pesaron nuevamente, tos filgron registrados cuando el
peso de los tubos fue constante, las 15 medicgéscieron por triplicado. Para el

calculo del peso seco se utilizo la siguiente esifune

quasl = T i_-’rss— Tvacij) (2)

susp
Donde Bm, es la biomasa en peso setg,,i es el peso de cada tubo con suspension

celular, T, es el peso promedio de los tubos con solucionasgll.

aciol €S €l peso de
cada tubo vacio, es el valor de referencia para cada tubo. Se pliaroa los diez
tubos, este valor se multiplicé por el factor deemzion y se obtuvo la concentracion
del peso seco de biomasa en el inéculo inicialrfil30ademas se promediaron los
pesos de los cinco tubos con solucion salina areedlizacion de los célculos

pertinentes.

Por otra parte, se tomo el cultivo restante (50re&)prepararon diluciones seriadas
(1/2, 13, 1/4, 1/5, 1/6, 1/8, 1/10, 1/20 y 1/50)s¢ midi6 absorbancia en un
espectrofotometro (Genesy, USANa540nm para realizar la curva patron de peso

seco, se empled el medio —LMA- estéril como blanco.
2.2 Cinética Preliminar de Crecimiento del Microargsmo

Se prepard una suspension celular en soluciérasediéril (NaCl 0.85%) a partir de
una caja con la cepa C50 previamente crecida g&egpectrofotometria y la curva de
peso seco para obtener una concentracion de ZjutkesdL de inOculo. Se prepar6 un
inéculo con un volumen final de 250mL en medio —LiM+elacion 1/4, con un

porcentaje de pre-inéculo del 1%, esto se realoétiplicado con temperatura de
incubacion de 28 + 2°C y 150rpm. Se determind kowdancia en cada indéculo a
intervalos de dos horas durante la primera fasgatd#miento, cuando se evidencio la
presencia de la fase exponencial se muestre6 ocealalla curva fue detenida cuando
el valor de absorbancia fue similar en tres medgsaonsecutivas reflejando el inicio

de la fase estacionaria.
2.3 Generacion de la Coleccion de Trabajo

Se preparo un inéculo de 150mL con la cepa C50eztomm-LM-, con un periodo de
incubacién de 24 h a 28 + 2°C. El indculo se répar 120 viales con un volumen
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final de 1mL/vial para generar el banco mediant&daica de crioconservacion a -
20°C en glicerol al 30%, segun técnica estandaxizadr el Laboratorio de

Microbiologia de Suelos del -CBB — Corpoica, Tisgit Para verificar la estabilidad
del banco se tomaron cuatro viales por muestren@o en cuenta la siguiente
formula (Pedrozat al.,2006):

_2
—SJN 3)

DondeN es el nimero de viales del banco gs el nimero de elementos a muestrear.
Se verifico la viabilidad celular posterior a léoconservacion mediante la técnica de

recuento en placa en medio —LMA-. Se muestre6@ [Bs3, 15, 30, 60 y 120 dias.
2.4 Estandarizacion del indculo para los ensaydsmalio de cultivo

Se adicioné el pre-inéculo a razén de un 1% delmeh efectivo de trabajo, lo que es
correspondiente al contenido de un vial (1mL), salbr erlemeyer de 500 mL con
relacion 1/5 y se llevo a incubacion a 28 + 2°G@rpm durante 20 horas. Posterior a
esto, se llevo el cultivo a centrifugacion a 608® durante 10 min. y se resuspendio a
un cuarto de su volumen inicial con solucion satistéril (NaCl 0,85%). Se tomaron
3mL de la suspension y se determind la absorbaswiael fin de calcular la
concentracion de peso seco de biomasa usando/éad®ipeso seco y se ajusto asi el
cultivo a 2g de células/L de suspension. La sugpemesultante se empled en cada
uno de los tratamientos generados en cada ung deséiios estadisticos subsecuentes

a razon del 1% del volumen.

3. Fuentes de crecimiento
3.1 Obtencion de las fuentes de crecimiento

Se probaron tres fuentes de carbono de diferemieegencia industrial: glicerol,
sacarosa y melaza, y cuatro fuentes de nitrogéutantato, extracto de levadura, soya,
cloruro de amonio y ademas sales. La selecciorstde se realizé con base en las
caracteristicas metabdlicas del microorganismordastivos fueron provistos por el

Laboratorio de Microbiologia de Suelos del C.|.alt&ta — Corpoica.

3.2 Célculo del carbono total y nitrégeno totallas fuentes de crecimiento
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Se realiz6 el andlisis de carbono y nitrogeno total melaza, extracto de levadura y
extracto de soya en el laboratorio de Quimica d@doSwlel C.I. Tibaitatd — Corpoica,
utilizando las técnicas estandarizadas por el misbwatorio. Para los otros sustratos,

el valor se obtuvo mediante los datos suministrpdog| proveedor o productor.

4. Screening primario

Se aplicé un disefio de Placket Burkman (Plack&tiynan, 1946) con 8 factores:
cuatro fuentes de nitrégeno (glutamato, levadwya y cloruro de amonio), tres de
carbono (glicerol, sacarosa y melaza) y salesq geterminar su influencia sobre el
crecimiento del microorganismo. Cada variable ft@uada a dos niveles: bajo y alto,
denominados (-1) y (+1), respectivamente, eneg@erimentos por triplicado. El
numero de +1 y -1 fue igual por columna, seis pata uno (Tabla 5). Para determinar
los niveles de evaluacion, se tuvo en cuenta bboary nitrégeno total del medio
estandar y la de los sustratos seleccionados eaa$a y 150% de concentracion de
carbono para las fuentes posibles de carbono y B% para las definidas como
fuente nitrogeno, las sales se evaluaron en dlad@/enedio —LM- y al 20% (Tabla 6).
El pH se ajust6 a 6.8 £ 0.2 como en el medio tiautit. Los erlenmeyer se llevaron a
incubacion a 28 + 2°C y 150 rpm durante 20 h, der@lo a lo establecido con la
cinética preliminar de crecimiento. Las concentiaes se ajustaron de tal manera que
la suma de carbono total de las fuentes selec@en@ata carbono no superaran la del
carbono total del medio tradicional, lo mismo ssldon las fuentes seleccionadas de
nitrégeno (Comunicacion personal, Diaz, 2008) @#@)| La estrategia utilizada fue
tomar la concentracion total de carbono del mediceterencia —LM- y dividirla en el
namero de fuentes a utilizar, con ello se obtiam@hcentracion de carbono total que
debe poseer cada fuente; luego, se realizan mdaskstequiométricos respectivos de
tal manera que se obtenga la concentracion deuredde las fuentes que debe ser
utilizada.

Tabla 5 Disefio del Experimento Plackett-Burman

Factores codificaddé

Corrida C1l Cc2 C3 N1 N2 N3 N4 S

1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
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2 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
3 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
4 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
5 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
7 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
9 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
10 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
11 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

!Las concentraciones y la codificacion estan refadias en la tabla f.as fuentes fueron codificadas ast:
C1.: glicerol, C2: sacarosa, C3: melaza, N1: glutapid2: extracto de levadura, N3: Extracto de soya
N4: Cloruro de amonio (NiI).

Tabla 6 Experimento de Plackett-Burman: niveles factor.

Concentraciones Concentraciones Concentraciones Concentraciones
Factores  estandar: Nivel bajoestandar: Nivel altoajustadas: Nivel bajajustadas: Nivel bajo

(L)’ (/B (/B (/B
C1 3,78 11,34 1,26 3,78
C2 4,75 14,25 1,58 4,75
C3 2,96 8,88 0,99 2,96
N1 0,36 0,85 0,09 0,21
N2 0,40 0,93 0,10 0,23
N3 0,51 1,19 0,13 0,30
N4 0,11 0,27 0,03 0,07
S 0,2 0,4 0,5 01

Las concentraciones estandar corresponden a lentmwion de cada fuente de crecimiento con la
misma concentracion de carbono del medio —LMssC4, C2 o C3, y la misma de nitrogeno si es N1,
N2, N3 0 N4 Las concentraciones ajustadas corrdspcelas usadas para el disefio del medio —Plackett
Burman-.

En cada tratamiento se evalué un volumen final @glionde cultivo de 30mL
manteniendo una relacion aproximada de 1/5, estaamion se realizd por triplicado.
Los tratamientos se inocularon con una suspen@éhahcomo se describe en el
numeral 2.4 de la metodologia. La medicion de teeotracion celular se llevo a cabo
por la técnica de recuento en placa en medio —LMPAdisefio fue generado mediante

el Software estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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5. Screening Secundario y Seleccion de fuentes
5.1 Screening secundario |

Con el fin de acercarse a la concentracion Optimaustratos que maximizan la
produccion de biomasa y disminuir la cantidad dé&ratos usados, se seleccionaron los
cinco sustratos que resultaron mas significativabres el crecimiento del
microorganismo teniendo en cuenta las caractedstizetabodlicas de la cepa, costo
econdmico y disponibilidad de los sustratos. Se@pin disefio factorial fraccionado
de dos niveles y cinco factores: melaza, glicglotamato, levadura y sales, con un
total de ocho ejecuciones -tratamientos- por ¢aplp. Para el desarrollo experimental
se uso la misma metodologia empleada en el Scpgainario. Se trabajoé un nivel de
significancia del 95%. Las concentraciones de Ustraos fueron las mismas usadas

en el Screening primario.
5.2 Screening secundario Il

Se utilizd un disefio factorial fraccionado de tiesles, con un punto central (0). Cada
ensayo constd de cinco tratamientos y la evaluaeidnzo por triplicado. Los factores
evaluados fueron melaza, glutamato y extracto dediga. Se trabajo un nivel de
significancia del 95% y las concentraciones usademron de acuerdo con los
resultados del disefio anterior. Para el desaretjgerimental se usd la misma
metodologia empleada en el Screening primario.

6. Disefio de optimizacion: Box — Behnken

Se empleo el disefio de superficie de respuesta Baexinken (Box y Behnken, 1960),
el cual fue llevado a cabo con tres factores: glata, extracto de levadura y melaza; y
a tres niveles: bajo (-1), medio (0) y alto (+1)eBsayo consto de 15 tratamientos y se
llevé a cabo por triplicado. Se trabajé un nivekgmificancia del 95% y se siguio la
misma metodologia del Screening Primario. Las ctraeones usadas variaron de
acuerdo con los resultados del disefio anterioa &aaluar la variable de respuesta se
empled un analisis de regresion con el fin de ebten modelo empirico que relacione
la respuesta medida para las variables indepeesliebd relacion entre éstas y la

respuesta fue calculada mediante la ecuacion palhde segundo orden:
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DondeY es la respuesta predich@, una constantef; el coeficiente linealf; el
coeficiente cuadrado ; el coeficiente del producto cruzado.es el numero de
factores (Jian-Zhonet al.,2003).

7. Comparacion de la cinética de crecimiento en losedios de cultivo tradicional y

alterno

Se empled la misma metodologia descrita en el ralii2ér para la elaboracion de la
curva de crecimiento sobre el medio —LM-; en és#ion se realizo la cinética de la
bacteria sobre el mismo medio y sobre el medionalteSe muestred durante un

periodo de 72 horas.

8. Prueba de estabilidad acelerada —preliminar- eturba

Se pesaron bolsas de polietileno de alta densidad460g de turba de origen
colombiano previamente caracterizada, molida, sterilizada dos veces a 121°C y
15 Ib de presion durante 1 h. Previamente newtdaizcon carbonato de calcio
(CaCQ). Paralelo a esto, se prepararon dos cultivos 0fenb de la cepa C50
manteniendo una relacion 1/5, durante 20 h a I%0yr@8 + 2°C, uno en el medio —
LM- y el otro en el medio alterno. Se inyectaramcoi bolsas con 100mL del in6culo
crecido en el medio tradicional (T1) y las otrascgibolsas con 100mL del in6culo
crecido en el medio alterno (T2). Las bolsas iramtas fueron llevadas a incubacion
durante 24h, a una temperatura de 28 + 2°C, yaacela concentracion celular. Las
bolsas se dejaron en refrigeracion a 4 + 2°C triedrtiempo de estudibas lecturas
de estabilidad se realizaron a Ids y 30 dias, mediante la misma técnica. Comtyaton
negativo se inoculé 100mL de cada medio de cuitstéril en dos bolsas. Para evaluar
la presencia de diferencias estadisticamente is@jives entre los tratamientos se
realiz6 una prueba de comparacion de medias -prdebdukey- con 95% de

confianza.
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9. Evaluacion del medio alterno sobre el crecimientde otras cepas de rizobios

9.1 Evaluaciéon del crecimiento de la cepa T14 dedRium sp. sobre el medio

alterno.

Se prepard un inoculo de la cepa T1Rtezobiumsp. en un erlenmeyer de 125mL,
con relacion 1/5 durante 48 h a 150 rpm y 28 +&i@edio —LM-. Se inocul6 a razén
de 1% del volumen en un erlenmeyer con medio di#aalterno y otro con —LM-, y
se llevaron a incubacion durante 24 h a 150 rp® ¥ 2°C, posterior a esto se estimd
la poblacidn celular mediante la técnica de recuentplaca. Cada ensayo se hizo por
triplicado y se realizd una prueba de comparacdmedias —prueba t - para el analisis
de los datos obtenidos.

9.2 Evaluacion del crecimiento de las cepa C2J30hde Bradyrhizobium sp. sobre el

medio alterno

Se prepar6é un indculo de cada una de las cepas erlemmeyer de 125mL, con
relacion 1/5 durante 120 h para JO1 y 144 h para T&D rpm y 28 + 2°C en medio —
LM-. Se inocul6 a razén de 1% del volumen los enieyer con medio de cultivo
alterno y —LM-, y se llevaron a incubacion durat2é h para JO1 y 144 h para C2, a
150 rpm y 28 £ 2°C, posterior a esto se estim@dgoion celular mediante la técnica
de recuento en placa. Cada ensayo se hizo pacatdply se realizd una prueba de
comparacion de medias —prueba t- para el anadisesalatos obtenidos.

10. Analisis de costos

Se calcularon los costos de produccion de ambosomeeé cultivo y se llevo a
cabo el analisis respectivo.

11. Software

Los disefios experimentales usados y los analisalisticos realizados fueron
generados y ejecutados con el Software estad&tibgraphics (Version 5.1, Statistics

Graphical Corporation, USA).
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También se usaron el procesador de texto Microgdfrd 2003 (Microsoft
Corporation, USA) y la hoja de célculo Microsoftek2003
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Resultados y Discusion

1. Descripcion fenotipica de las cepas empleadas

La descripcion fenotipica de las cepas obteniddsBdeco de Germoplasma de
Microorganismos con Potencial Biofertilizante juatta cepa C2 obtenida por el autor
(2008) a partir de la leguminosa forrajera Campéglitoria ternateaen la region del
Valle de Cesar, en los medios de cultivo —LMA- cgo congo y —LMA- con azul de

bromotimol se relacionan en las tablas 7-9.

Tabla 7 Descripcion microscoépica de las cepas de rizobios

Cepa Descripcién microscopica
Rhizobiunsp.C50 Bacilos Gram-negativos. Pequefios
Rhizobiursp. T14 Bacilos Gram-negativos.

Bradyrhizobiumsp JO1 Bacilos Gram-negativos.
c2 Bacilos Gram.-negativos. Pequefios, pleomodrficos.

'La cepa C2 ha sido confirmada como rizobio medilriest de nodulacién; sin embargo, no se tiene la
caracterizacién molecular ni bioquimica de la gapdo tanto se enuncia s6lo su codificacion.

Tabla 8 Descripcion macroscdépica de las cepas de rizohioseelio —LM- + azul de bromotimol

Descripcién macroscopita

Cepa
TDC FAA*> TC cC TR EL FC FM B
Rhizobium sp. @b 3 Ac R A T C R P Li
Rhizobiunsp. T14 2-3 Ac R A T C R P Li
Bradyrhizobiumsp JO1 2 Ac M A (0] C R P Li
c2 1 Al L Az @) C R A Li

TDC - tamafio de las colonias en mm: FAA — formaaléracido o alcali (descripcién de las cepas en —
LMA- + Azul de bromotimol; Ac: acida, Al: alcalindy: neutra); TC — tiempo de crecimiento (R: rapido, L
lento); CC — color de las colonias (V: verde, A: Aitlar Az: Azul, T: transparente); TR — transparen@a
opaca, T: translicida); EL — elevacion (C: convef;— forma de las colonias (R:redondas, I: irregular
FM — formacién de moco (A: ausente, P: presente);irde (Li: Liso, Ru: RugosojEl indicador azul de
bromotimol es azul si el pH es superior a 7.6, @eidesta entre 6.6-7.6 y amarillo si el pH esriafea 6.6.
Para la evaluacién del viraje del medio el tiempoirttubacién fue de 72 h para las cepas de cratiomie
rapido y 168 h para las de crecimiento lento.

Tabla 9 Descripcion macroscépica de las cepas de rizobhiogeeio —LM- + rojo cogo

Descripcion macroscopita

TDC AC TC CC TR EL FC FM B

Cepa

Rhizobium sp. @b 3 Le R Ros T C R P Li
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Rhizobiunsp. T14 2-3 Le R Ros T C R P Li
Bradyrhizobiumsp JO1 2 Le M Ros 0] C R P Li
c2 1 Ab? L R? 0 C R A Li

TDC - tamafio de las colonias en mm: AC — absorc#ralorante (Ab: abundante, Le: leve, N: nula); TC
— tiempo de crecimiento (R: rapido, M: medio, L:t®n CC — color de las colonias (R: Roja, Ros: Rosada;
B: Blanca, T: transparente); TR — transparencia (@capT: translicida); EL — elevacion (C: convex&);+
forma de las colonias (R:redondas, I: irregular); FMormacién de moco (A: ausente, P: presente); B —
borde (Li: Liso, Ru: Rugosd).as colonias toman coloracién roja intensa luegoat® dias de incubacion.

Esta caracterizacion concuerda con lo reportadoKuykendall et al. (2005) y
Kuykendall (2005), quienes describen a las bastat@ génerdRhizobiumcomo
bacilos Gram-negativos no esporoformadores, camied de 2.0-4.0 mm de diametro
dentro de los 2-5 dias posteriores a la incubanbre medio —LMA- y productoras de
polisacaridos extracelulares. En la mayoria deds®s generan una reaccion acidica
sobre medio —LMA- con azul de bromotimol. Usualraedas colonias son blancas o
beige, circulares, convexas, semitransllicidas wagpdisas y mucilaginosas. Las
bacterias del génei@radyrhizobiumson caracterizada®mo bacilos Gram-negativos
no esporoformadores, de colonias circulares, opearasnente translicidas, blancas y
convexas, que no exceden 1.0 mm de diametro luegs-@&l dias de incubacion.
Generalmente, producen una reaccion alcalina sbmeedio —LMA- con azul de

bromotimol.

2. Estandarizacion del indculo
2.1 Curva de peso seco

Mediante la técnica de peso seco se obtuvo quantzeotracion del inoculo inicial de
la cepa C50 fue 1.230 g/L y a partir de esta ssvobé curva patrén donde se evalud la

absorbancia vs. la concentracion celular (Fig. 2).
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Figura 2 Curva de peso seco p&hizobiurrsp. cepa C 50.

Los resultados mostraron que existe una relacitaaisscamente significativa (p <

0.01) entre las dos variables: absorbancia y ctiacgn. Para el célculo de la recta de
regresion lineal se uso el método de los minimesirados. El valor estadistico R-
cuadrado indica que el modelo explica en un 99.394%variabilidad de la

concentracion de la biomasa, por otra parte elaiemtie de correlacion es igual a 0.997
afirmando que existe una relacion relativamentetduentre las variables lo cual
confirma la ley de Beer-Lambert que afirma que baoebancia es directamente
proporcional al producto entre la absortividad alenluestra, su concentracion y el

espesor de la celda (Torrenegra, 2004)
La ecuacion de regresion obtenida fue:
y=0.5968+ 0.0254F = 0.9¢ (5)
Esta curva fue empleada en los experimentos posteri
2.2 Curva preliminar de crecimiento del microorgzmno

Se obtuvo la cinética de crecimiento de la cepa (ED 3). La curva fue realizada

durante 22 horas ya que el valor de absorbanciaifoar en las Ultimas cuatro
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mediciones realizadas: 16, 17, 19 y 22 horas; dowdse encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05), confirdwargue el microorganismo se
encontraba en fase estacionaria. La fase expohtmoiend en la hora 16. En este caso

particular no fue posible evidenciar una diauxigye el medio —LMA- posee una sola
fuente de carbono.

1,2

1,0

Biomasa (g/L)
o o
o o)
| |

o
~
|

o
N
I

o
o

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 3 Curva de crecimiento d@hizobiurnrsp. cepa C 50
La obtencién de la curva de crecimiento tiempdoisnasa expresada en g/L permitié
calcular los pardmetros cinéticos: velocidad efpacile crecimiento y tiempo de
duplicacion (tabla 10). Se verifico el tipo de titee de crecimiento del

microorganismo, para esto se linealizo la faserepoal en la cinética de crecimiento,
seleccionando desde la hora 2 hasta la 16 y séc&ciaecta de regresion (Fig. 4).

63



3,5+

y = 0,1805x + 0,3457
R- cuadrado = 0,9768 _-~
3,01 -
2,51
o
X
X 20
[@)]
S
1,5
1,0
0,5 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (h)

Figura 4 Tiempo vs. Ln(X/Xo) y ecuacién de regresion linBainde Xo representa el valor inicial de
biomasa diferente de 0,0 ylA medicion de biomasa en el tiempo

La ecuacion de regresion obtenida fue:
y=0.1805«+ 0.3457R = 0.97¢ (6)

Existe evidencia estadisticamente significativaagegjura que existe relacion entre las
variables (p < 0.01). El estadistico R-cuadradacandjue el modelo explica un
97,681% de la variabilidad de la variable depeneéjeel valor der fue de 0.976
mostrando que existe una relacion relativamenteefiantre las variables. Como el
estadistico R-cuadrado es mayor a 0.9, se puedgerasgue la cinética es de orden
uno, es decir, el microorganismo responde a ur@icande tipo exponencial. De esta
manera se calculd: tiempo de duplicacion —td- gomhad especifica de crecimiento -
- (Tabla 10).

Tabla 10Parametros cinéticos

Pardmetro Valor
Tiempo de duplicacion 3,840 h
Velocidad especifica de crecimiento 0,181 h
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2.3 Coleccion de Trabajo

Durante los primeros 60 dias no hubo pérdida sigtiifa de viabilidad (p<0.05), con
un recuento superior a XA@FC/mL (Fig. 5). La prueba de comparacion de nsedia
de Tukey mostré que hubo una perdida significatvaiabilidad entre el dia 60 y el
120 (p<0.05). Es posible que esta disminucion ewidailidad celular haya sido
ocasionada por fluctuaciones de la temperaturd egugo de refrigeracion, pues la
viabilidad se perdio en los ultimos 60 dias deuadn lo que sugiere que la técnica
fue apta en los primeros dos meses de evaluagdfeadd, supero la fase critica del
método, lo cual confirma la presencia de algun tagerterno que pudo afectar la
viabilidad celular con una disminucion cercana@o9QWeiser y Osterud, 1945). La
pérdida de la viabilidad celular se reporté coneeliento aritmético debido a que la
forma alterna usada: recuento logaritmico, no poimpoa un valor real de la
disminucion de la poblacion celular (Morgen al., 2006). Durante el tiempo de
evaluacion de la coleccion de trabajo, se mantupareza en 100%.
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Figura 5 Viabilidad celular posterior a la crioconservacioos recuentos de UFC/mL se expresan en
logaritmos; sin embargo la estadistica fue reaizatbre los datos brutos y no sobre los transfasnad

Asi, el uso de glicerol (30%) no afectd de forngmificativa la viabilidad celular, esto
es evidente ya que durante el tiempo de evaluatiéecuento de UFC disminuyd
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Unicamente una unidad logaritmica, lo cual, seg@zo8lu et al., (1987), es
“suficiente” para permitir la continuacion de lanservacion de la cepa. De esta forma,
se puede asegurar que bajo las condiciones dedlabo, este compuesto sirvié como

agente crioprotectante para la preservacion depka €50.

El glicerol actué disminuyendo el punto de cong@ato del agua y los fluidos
biolégicos por accién coligativa (Glicerol/agua a wminimo de -46°C), Por
consiguiente, el glicerol disminuyd la concentradie sales disueltas en la solucion,
inhibiendo asi el choque osmotico. Este agente iéambreviene la cristalizacion
eutéctica. Por otra parte, diagramas de fase hainatio que la actividad protectante de
compuestos como el glicerol podria ser causadiap@mbilidad de estos agentes para
prevenir el congelamiento eutéctico perjudicialla fluidos de las células por la

captura de las sales en una fase altamente vis¢asa vidrio (Hubalek, 2003).

3. Sustratos

3.1 Determinacion del contenido de carbono y nérag total en las fuentes de

crecimiento

Las concentraciones de carbono y nitrdgeno totabldanas de las fuentes de
crecimiento fue determinada por el Laboratorio den@@a de Suelos del C.I. Tibaitata
— Corpoica, para los otros se uso0 la ficha téqnopia de la fuente (Tabla 11).

Tabla 11.Carbono y nitrégeno total. Relacién carbono-nitndgeC/N) de los sustratos empleados.

Fuente % Carbono % Nitrogeno CIN
Glicerol 52,9 <0,01 52,9
Sacarosa 42,1 <0,01 42,1

Melaza 67,5 0,16 4219

Glutamato 354 8,27 4,3
Ext. levadura 84,8 7,52 11,3
Ext. Soya 72,1 5,88 12,3
NH,CI 0,0 0,26 0,0
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Para la seleccion de los sustratos se verificO lgueiente seleccionada estuviera
disponible para la cepa en el medio de cultivdpassustratos C1, C2 y C3 pueden ser
metabolizados via Glucdlisis y Ciclo de Krebs y % — N4 en sus radicales

nitrogenados via reacciones de aminacion y transaron (Matheust al.,2002).

4. Screening primario — SP-.

Mediante la aplicacion del analisis de regresiogesero la siguiente ecuacion lineal
(Ec. 7):
Y = 4,9778@E+ 10 - 5,22306+ 9C¢ & 50472 & 4

7,7030€E+ 9'C 3 - 2,32138+ 9N 1 - 6,303 3> N 2 - (7)
1,4166E+ 7*N 3+ 190472+ 9N 4 - 1255 1

Los valores de prediccion fueron comparados comdmses experimentales, algunos
fueron cercanos mientras que otros distaron bastasto pudo deberse a que el
experimento presentd un alto coeficiente de varaen cada una de sus corridas lo
cual habla de la poca robustez estadistica queseqgan algunos de los métodos

tradicionales que se emplean para su cuantificdCeim 12).

Tabla 12 Experimento de Plackett-Burman y resultados cosles factor.

Valor observado Valor predicho

Corrida (UFC/mL)} CVE? (UFC/mL) CVF
1 3,39E+10 54,284% 4,322E+10 25,021%
2 2,18E+10 59,514% 2,369E+10 45,645%
3 3,63E+10 52,779% 2,690E+10 40,202%
4 547E+10 25,213% 4566E+10 23,679%
5 7,25E+10 67,741% 8,159E+10 13,252%
6 4,49E+10 50,543% 4,296E+10 25,172%
7 5,61E+10 55,368% 4,680E+10 23,106%
8 7,55E+10 13,935% 6,641E+10 16,282%
9 8,64E+10 20,541% 6,990E+10 15,468%
10 4,78E+10 86,565% 4,974E+10 21,737%
11 1,78E+10 89,581% 3,431E+10 31,517%
12 4,96E+10 50,793% 6,607E+10 16,365%

! Son la media de tres mediciong8VE: coeficiente de variacion experimental, CVPefimiente de
variacion predicho, ambos son iguales al cocierite & desviacion estandar y la media aritmética.

67



El ensayo mostré6 que los factores de prueba ewauad presentaron influencia

significativa sobre el crecimiento del microorgames(p>0.05) (Tab. 13).

Tabla 13 Efectos y analisis de variables por método esiaulis

Fuente GL1 Efecto estimado Suma de cuadrados Ré&dio P

C1 1 -10,44E+9 9,82E+20 0,56 0,4625
c2 1 1,01E+9 9,17E+18 0.01 0,9431
C3 1 15,40E+9 2,13E+21 121 0,2816
N1 1 -4,64E+9 1,93E+20 0,11 0,7429
N2 1 -12,60E+9 1,43E+21 0,81 0,3765
N3 1 -2,83E+7 7,22E+15 0.00 0,9984
N4 1 3,81E+9 1,30E+20 0,07 0,8510

S 1 -25,10E+9 5,67E+21 3,21 0,0846

'GL: Grados de libertad. El error estandar fue d@GE10. El nivel de significancia trabajado fue del
95%.

Como ninguno de los factores resultd significatie usaron criterios como costo
econdmico y disponibilidad para seleccionar asslggratos que se utilizarian en el
medio de cultivo alterno. Se escogieron cinco fastalos fuentes de carbono: glicerol

y melaza, dos de nitrégeno: extracto de levadgtatgmato sodico, y sales.

Con respecto a las fuentes de carbono se seledaionélaza porque representa una
fuente econdémica y nutritiva para la promociénaietimiento de microorganismos,
ademas es facil su obtencién. Generalmente, estdeftiene un alto porcentaje de
carbohidratos y sales, luego puede ser usada wocedho fuente de cuerpos
carbonados sino también de algunos micronutrigrédéesmentos traza que contribuyen
a la multiplicacion de la cepa. En cuanto al glite¥ste también representa una fuente
econdmica de nutrientes para el medio de cultigia Fuente se hizo realmente
econdémica debido a las tendencias actuales de qoidédude biocombustibles,
especificamente en la produccion de biodieselhguedejado a este compuesto como
uno de sus principales residuos. Este compuesi® lgepropiedad de ser faciimente
asimilable por las bacterias pertenecientes abgiledosu-rizobios (Kuykendalket al,
2005; Richardsost al.,2004; Stowers, 1985). EI nombre IUPAC de éste cestpLes

1,2,3-propanotriol y su formula estructural e$l§Ds, generalmente es asimilado via
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fosforilacién e ingreso a la fase de obtencionrdega de la glucdlisis (Matheesal.,
2002).

En lo que respecta a las fuentes de nitrogenelsec®nd el glutamato debido a su
bajo costo y a que es metabolizable por las basteéel génerRhizobiunma excepcion

de R. galegae(Kuykendall et al, 2005); éste compuesto representa una fuente
importante a partir de la cual se pueden incorfptgos amino y ademas actiia como
intermediario en la sintesis de acidos nucleicpsoieinas (Matheust al.,2003). Por
otra parte, el extracto de levadura representampartante fuente nutricional, no sélo
porque actia como fuente de compuestos nitrogersiostambién porque actia
como fuente de cofactores enziméaticos, vitamimafmaicidos y algunos minerales,
luego su presencia en el medio alterno contribusapér el déficit que pueden tener
algunas bacterias en cuanto a la produccion detipstele compuestos, los cuales
pueden resultar esenciales para el crecimient@inSdgdiganet al., (2002) no todos

los microorganismos tienen la misma capacidadritéigia, luego para el crecimiento
de una cepa descherichia colies suficiente un medio minimo que contenga glucosa
como fuente de carbono, mientras que para la tiwdtn de Leuconostoc
mesenteroide®s necesario un medio que ademas de las salenganglucosa,
acetato, los 20 aminoacidos esenciales, purinasyighnas y vitaminas -dentro del
medio minimo se incluyen los minerales traza-, gjemplo. Asi, la presencia de
extracto de levadura como sustrato en el medialtleccalterno, puede llegar a suplir
las necesidades especificas que pueden tenerdagrganismos que se multipliquen

alli.

Por ultimo las sales, que actian no solo como dugmtmicronutrientes sino también
creando un efecto tampon sobre el medio de culivayal contribuye a que no se den

cambios fuertes en los valores de pH (Torrene@f&})2

5. Screening secundario y seleccion de factores
5.1 Screening secundario | — SSI-.

No existio diferencia estadisticamente signifieagwntre los recuentos del -SP- con los
obtenidos en —SSI- (p>0.05) por lo cual la elimircde los sustratos que no

resultaron significativos sobre la multiplicaciore da cepa fue posible, y por
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consiguiente se descarta cualquier tipo de intéragtfluyente sobre la promocion del
crecimiento celular. Sin embargo, estos datosrsficientes para descartar otro tipo
de relacion, sumado a esto, el disefio estadidtizado en el —SP- fue de resolucion
Il luego no permite establecer si existio intei@acentre factores (Montgomery,
2005). Se realiz6 un Disefio Factorial FraccionabBéF utilizando las mismas

concentraciones de las fuentes que se usaror-8Re(Tab. 6, Tab. 14).

Tabla 14 Disefio factorial fraccionado y resultados conlas/éactor.

Factores codificadds
Corrida Valor observado CVE! Valor
predichd

Ci1 C3 N1 N2 S

CVP

-1 +1 -1 -1 -1 2,50E+09 37,118% -1,22E+10 32,035%
+1 -1 +1 -1 -1 2,79E+10 36,005% 4,29E+10 9,118%
+1 +1 -1 +1 -1 2,56E+09 58,816% 1,73E+10 22,662%
-1 +1 +1 -1 +1 1,20E+10 1,589%  2,68E+10  14,592%
+1 +1 +1 +1 +1 7,11E+10 2,989%  5,63E+10 6,950%
-1 -1 -1 +1 +1 3,27E+10 86,516% 4,77E+10 8,203%

N o o b~ W N P

+1 -1 -1 -1 +1 3,62E+10 79,224% 2,12E+10  18,446%
8 -1 -1 +1 +1 -1 8,44E+10 61,792% 6,94E+10 5,638%

'Resultado de tres medicionésn g/L las concentraciones ajustadas fueron: Gl aito (+)= 5,67, nivel
bajo (-)= 1,89; C3 nivel alto (+)= 4,44, nivel b&jy= 1,48; N1 nivel alto (+)= 0,43, nivel bajo£-),18;
N2 nivel alto (+)= 0,47, nivel bajo (-)= 0,20; Selialto (+)= 0,50, nivel bajo (-)= 0,10.

Mediante la aplicacion del analisis de regresiéges®ro la siguiente ecuacion lineal
(Ec. 8):

Y = 3,3684ZE+ 10 - 1,16538+ 10¢ 3 7,7166# &+

8
1,5174E + 10"N 1+ 1,40092+ 10N Z 4,32883 & ®)

Puesto que el valor del estadistico R-cuadrado.5%1 Gse puede asegurar que el
modelo explica casi un 60% la variabilidad de lacemtracion celular. Los resultados
obtenidos muestran que el glutamato y el extraztevchdura presentan una influencia
estadisticamente significativa (p<0.05) sobre elcioriento de la cepa C50 de
Rhizobiumsp. cuando la fuente se aplica en el nivel supé€fiap. 15). Estos datos

contrastan con los previamente obtenidos donde safolates no habian resultado
influyentes sobre la produccion de biomasa. Espude deber, a que existié algun tipo

de interaccion entre los componentes del medioultra; de tal manera que los
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sustratos que resultaban mas influyentes sobre Ubiplnacion quizd no se
encontraban disponibles o no fueron metabolizadaegup existian fuentes mas
facilmente asimilables pero con menor contenidoantal. En éste caso particular, es
posible que la bacteria haya disminuido la actiVida las enzimas necesarias para el
metabolismo de las otras fuentes de nitrégenoaa®s y glutamato- ya que en el
medio de cultivo liquido habia iones amonio prometas de la sal nitrogenada usada,
los cuales son asimilados con mayor facilidad. &megal, el amonio es la fuente de
nitrdgeno preferida en bacterias Gram-negativas, lpaasimilacion de ésta, en primer
lugar se da la incorporacion a través de la merabrantransporte activo o difusion
simple y luego la incorporacion a formas organigas)cipalmente glutamato y
glutamina (Pedrosa y Elmerich, 2007). Posiblemsateaya dado una situacion similar
con el extracto de levadura, no obstante, éstéloastiia como fuente de nitrdgeno,
sino también como fuente de cofactores enzimafitalsahashet al., 2006; Edengt

al., 2002). En el caso del screening secundario, elrghtb resultd tener una actividad
significativa, lo cual se puede deber a que estanmgona Unicamente como fuente de
nitrégeno sino que tanto él como su esqueleto wadm-a-cetoglutarato- también
pueden actuar como fuentes de carbono o como ed@rios para el catabolismo o la
sintesis de otras moléculas nitrogenadas como aomos, purinas o pirimidinas
(KEGG, 2008; Matheust al.,2003).

Tabla 15Efectos y analisis de variables por método esiaulis

Fuente GL Efecto estimado ~ Suma de cuadrados Ré&dio — P
C1 1 1,54E+9 1,42E+19 0,02 0,8998
C3 1 -23,3E+9 3,26E+21 3,73 0,0713
N1 1 30,3E+9 5,52E+21 6,32 0,0230
N2 1 28,0E+9 4,71E+21 5,39 0,0338
S 1 8,65E+9 4,49E+20 0,51 0,8722

A/ariables que tuvieron un efecto significativo solar multiplicacion de la cepa. Confianza 9886ecto
significativo. Confianza 92.5%.

En el caso de las fuentes de carbono estas nueeanoaresultaron significativas sobre
el crecimiento de la cepa (p>0.05). Sin embargordsultados muestran que la melaza
también influye sobre el crecimiento de la cepaadgmas éste factor resulta

significativo cuando el error es 0.075 (Tab. 1®n&almente, este tipo de residuos de
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la cafia suelen tener alto contenido de hidratasad®no los cuales representan una
fuente de carbono importante para el crecimiertdacecasi 75%, de sales (Mn, Cu,
Fe, Ca, K, Mg, Se) y ademas de vitaminas como ridogina que pueden ser
empleadas como cofactores en la sintesis de abaspuestos de interés celular. Las
principales vias para el metabolismo de carbolesirtRhizobiumsp. son la Entner
Doudoroff y la via de las pentosas fosfato debidgua las enzimas fructosa-1,6
difosfato aldolasa y la 6-fosfofructoquinasa, fundatales en la via Embden-
Meyerhof Parnas, tienen baja actividad (Kuykeretadl.,2005). El glicerol resulto ser
el sustrato con menor influencia sobre el crecitoide la cepa C50 dghizobiumLas
sales también presentaron baja influencia solmeeimiento de la cepa, sin embargo
en el screening primario habian resultado ser &ssinfluyentes, esto se pudo deber a

alguna interaccion entre éstas y los componengeiigton excluidos en el —SP-.
5.2. Screening secundario Il — SSII-.

Se modificaron las concentraciones de glutamatce yexiracto de levadura, sin

embargo, también se trabajo con la melaza ya quétdeser la tercera fuente mas
importante en la multiplicacion, la variacion de leoncentraciones fue hecha de
acuerdo con el valor del efecto estimado (Tab.A%)iferencia del paso de —SP- a —
SSI- donde se removieron tres de las ocho fuentseiges, en el paso de —SSI- a -
SSII- se mantuvo constante el nimero de sustibddis 16). La concentracion de sales
y glicerol se mantuvo en el nivel inferior, debidda significancia estadistica que

mostraron en —SSI- (Tab. 15), el criterio de déxisisado fue el costo economico.

Los niveles en g/L se ajustaron asi: C3 nivel @je 2.96, nivel bajo (-)= 1.48; N1
nivel alto (+)= 0.66, nivel bajo (-)= 0.42; N2 niadto (+)= 0.73, nivel bajo (-)= 0.46.

Tabla 16 Disefio Factorial Fraccionado saturado de Y2 y ntopmentral, y resultados con niveles factor.

Corrida Factores codificad®s N Q/e?:gdbs CVE pr;/;g:d,s CVp-?
C3 N1 N2
1 -1 +1 -1 1,06E+11 20,362% 1,05E+11  11,607%
2 +1 +1 +1 1,99E+10 43,710% 1,90E+10  63,919%
3 0 0 0 4,22E+10 89,458% 4,58E+10  26,567%
4 +1 -1 -1 2,78E+10 54,343% 2,69E+10  45,292%
5 -1 -1 +1 3,34E+10 100,635%3,25E+10  37,470%

'Resultado de tres medicioné&n g/L: C1 = 1.89 y S= 0.10 se dejaron constantes.
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Mediante la aplicacion del analisis de regresiéges®ro la siguiente ecuacion lineal
(Ec. 9):

Y = 4,5826FE+ 10 - 2,288+ 10C 3 16EH 10

©)
2,00667F + 10"N 2

Puesto que el valor del estadistico R-cuadrado,#sl Ge puede asegurar que el
modelo explica en un 75% la variabilidad de la eotracién celular. Existié evidencia
estadisticamente significativa que demuestra quérds factores influyeron sobre el
crecimiento de la cepa C50 (p<0.05), la melaza kevadura generaron un efecto

negativo y el glutamato efecto positivo (Tab. 17).

Tabla 17 Efectos y analisis de variables por método esitamlis

Fuente GL Efecto estimado ~ Suma de cuadrados Rédio — P
C3 1 -4,57E+10 6,28E21 10,85 0.0093
N1 1 3,23E+10 3,12E21 5,40 0.0452
N2 1 -4,01E+10 4,83E21 8,34 0.0179

4ariables que tuvieron efecto significativo solrenultiplicacion de la cepa. Confianza 95%.

La melaza continué teniendo efecto negativo sdlmeeimiento celular, sin embargo,
en esta ocasion su efecto fue estadisticameniiécsitivo lo cual obliga a continuar
disminuyendo la concentracion de este factor prasiocar una mejor disposicion de
sustratos de tal manera que se favorezca la noatn de las células (p<0.05). Sobre
la levadura, se habia hecho un incremento de leentacion de acuerdo con los
resultados obtenidos en —SSI-, no obstante, asterdn mostrd no ser positivo y por el
contrario generd un efecto negativo sobre la bhacteilego es necesario ajustar los
niveles con el objeto de mejorar la respuesta Q3X0Este efecto negativo se pudo
deber a que las altas concentraciones de extradevatura causan una alteracion de
la morfologia celular en algunas cepas de rizobéss$, que es posible que la
concentracion alta dispuesta en el disefio expedinbaya superado el limite de
tolerancia de C50, lo cual provocé distorsion end@ulas, y por consiguiente una
disminucion en la viabilidad celular dentro del etk cultivo, esto se puede afirmar,
ya que estudios demuestran que existe una relatima entre estas variables (Skinner
et al, 1977). La concentracion de glutamato siguié carascendente puesto que su
efecto es significativo cuando la fuente se agiical nivel superior (p<0.05).
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6. Disefio de optimizacion de la respuesta: Box Beten — BB-.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el —S&WNariaron los niveles de los
factores que resultaron significativamente infligen Este ajuste se realiz6 en el
mismo sentido del efecto estimado de cada unasdgal@ables (Tab. 18), asi las
concentraciones de melaza y levadura se ajustarca d@el nivel inferior, mientras que
la concentracion de glutamato fue aumentada, lgpgumitio hacer un acercamiento
preliminar al rango de concentraciones que maximglaefecto sobre la variable
dependiente: concentracion celular. De esta fdamaoncentraciones de los sustratos
variables fueron ajustadas, los valores se presentda misma tabla. El disefio Box
Behnken es un disefio de superficie de respuest®--[@Ste tipo de disefios son
ampliamente usados para estudiar el efecto desveaidables y para buscar las
condiciones 6ptimas de un sistema multivariableaplecacion completa de un —DSR-
para incrementar los productos de fermentacioropiimizacion del medio de cultivo
ha sido ampliamente reportado (Simglal.,2008; Deepakt al.,2008; Senthikumaat

al. 2008; Wang y Liu, 2008).

Tabla 18 Disefio de superficie de respuesta: Box Behnkesuftados con niveles factor.

. Factores no
Corride Factores codiicado% odificados (@ L)Ve?igreﬁ:g;nnetgli( CVE' pr\(;?r!grdio CVvP
C3 NI N2 C3 NI N2 predichd
1 +1  +1 0 222 090 053  140E+10 44,6279 371E+10 31,7129
2 0 -1 +1 148 066 060  942E+09 30,2819 224E+10 52,4079
3 +1 0 -1 222078 046  2,14E+10 58677% 190E+10 61,7809
4 +1 0 41 222 078 060  143E+10 27,2239 264E+10 44,5469
5 0 0 0148078 053  958E+10 14,8269 4,80E+10 24,5009
6 1 0 -1 074078046  565E+10 27,8649 448E+10 26,2539
7 1 +1 0 074 090 053  133E+11 70,7669 123E+11 95509
8 0 +1 -1 148 090 046  513E+10 25378y 322E+10 36,4669
9 0 +1 +1 148 0.90 060  151E+11 24,2009 105E+11 11,2279
10 +1 -1 0 222 066 053  874E+10 582289 517E+10 22,7219
11 0 0 0 148 078 053  344E+10 47,5029 4,80E+10 24,5009
12 0 0 0 148078 053  313E+10 26,5629 4,80E+10 24,5009
13 0 -1 -1 148 066 046  250E+10 66,5629 517E+10 22,7219
14 1 0 +1 074078 060  697E+10 32869 806E+10 14,5889
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15 -1 -1 0 0.74 0.66 0.53 7,08E+10 24,9209 457E+10 23,51%
'Resultado de tres medicioné&n g/L: C1 = 1.89 y S= 0.10 se dejaron constantes.

Mediante la aplicacién del andlisis de regresiéngseerd la siguiente ecuacion
cuadratica (Ec. 10):

Y = 4,8022E+ 10+ 1,5676+ 10N % 107688 1O& 2 -
1,9994¢& + 10C 3+ 1,31956+ 10M 1”2

2,5419E+ 10N 1*N 2 - 2,3014E+ 10N 1€ 3 -

8,4986E+ 9™N 272 - 7,126+ 9N 2€C 3+ 3,168+ 9C 3’

(10)

Este modelo trabajé con 44 grados de libertad, 83estos son de error. Dos
interacciones resultaron estadisticamente sigtifisasobre el crecimiento de la cepa:
glutamato — extracto de levadura y glutamato — zaelafecto positivo y negativo,
respectivamente. Los factores glutamato y levadtoasiderados de manera
independiente también tuvieron un efecto signifioat positivo y negativo,
respectivamente. Los demas resultados se encueotrsignados en la tabla 19.

Tabla 19 Efectos y analisis de variables por método esiaulis

Factor GL Efecto estimado Suma de cuadrados Raglio — P

C3 1 -3,99E+10 9,59E+21 8,40 0.0066

N1 1 3,13E+10 5,89E+21 5,16 0.0297

N2 1 2,15E+10 2,78E+21 2,44 0.1280
C3XN1 1 -4,60E+10 6,35E+21 5.57 0.0244
N1 X N2 1 5,08E+10 7,75E+21 6.80 0.0136
C3 X N2 1 -1,42E+10 6,09E+20 0.53 0.4714
N1 X N1 1 2,63E+10 1,92E+21 1,69 0,2027
N2 X N2 1 -1,69E+10 8,00E+20 0,70 0,4086
C3XC3 1 6,33E+9 1,11E+20 0,10 0,7570

&ariables que tuvieron efecto estadisticamentéfisiivo sobre la multiplicacion de la cepa. Canfia
95%.

En presencia de melaza, los efectos estimados Eolberiable dependiente fueron
siempre negativos, dos de esas combinaciones rafectgnificativamente la

multiplicacion de la cepa. (Tab. 19). Como resuitdd los disefios experimentales

75



utilizados se obtuvo que la melaza ejercié unaiénttia negativa sobre la bacteria,
luego las concentraciones altas de melaza no faarota multiplicacion de la cepa, lo
cual puede deberse a que quiza, ésta fuente promaamento en la presion osmaética
de las células, por la alta concentracion de cattaibs y de sales, desfavoreciendo la
division celular. La exposicion de un organismoiadiciones de alta presion osmética
se traduce en una disminucién de la actividad de ag el citoplasma; al parecer, tanto
proteinas como otras macromoléculas biolégicagtalucionado para funcionar sélo
dentro de determinados rangos de actividad delagga, algunas funciones celulares
son afectadas (Vriezest al.,2007). Sin embargo, la concentracion de esta fdeate
disminuida casi un 84% entre el SP y el BB luegefsato negativo quiza no se deba
Unicamente al aumento en la osmolaridad del medmtambién a la presencia de
residuos de agentes tdxicos como pesticidas, mgtesados, hidrocarburos, entre
otros. La presencia de pesticidas o metales pesadisafectar el crecimiento de las
bacterias ya que provocan la interrupcion de agpnacesos de sefializacion celular o
afectan la actividad de las enzimas por sustitud@los cofactores metalicos, ademas
también pueden llegar a ser interferentes denttosderocesos de nodulacion por las
mismas razones (Atlas y Bartha, 2002; Deloetra.,2003). Foxet al.,(2007) reportd
gue la presencia de pesticidas puede afectanvaladtde la enzima nitrogenasa hasta
en un 90%.

El glutamato resultd ejercer un efecto signifiGatiente positivo sobre el crecimiento
de la cepa, al igual que su interaccion con eheixtrde levadura (p<0.05). Por tanto, es
posible que los cofactores presentes en el extrdetolevadura estimulen el
metabolismo de éste aminoacido. Ademas como seianéranteriormente, este tipo
de compuesto es intermediario en el metabolismeept@dose tanto a nivel de
reacciones catabdlicas como anabdlicas, y partidgptanto en procesos de obtencion
de energia como en la sintesis de biomoléculasiakEnpara la reproduccion vy el
mantenimiento celular (KEGG, 2008). Por otra pateun compuesto anaplerético
pudiendo proporcionar intermediarios ausentes egi@n en bajo nivel en el Ciclo de
Krebs, esto mediante la conversion de glutamatecatoglutarato via glutamato
deshidrogenasa la cual requiere la presencia deHNAB -Nicotinamida adenina
dinucledtido- como cofactor enzimatico (Mathestsal., 2002). Por otra parte, el

glutamato esta reportado por su actividad comdasoampatible (Vriezest al.,2007;
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Bostford y Lewis, 1990), y podria participar erpadceso de osmorregulacion de la
célula favoreciendo asi su desarrollo bajo essé®tico, lo cual estaria relacionado

con la primera hipétesis enunciada con relacié@feato negativo de la melaza.

El extracto de levadura funciona como fuente derelites elementos nutricionales —
carbono, nitrégeno, fosforo, azufre, elementostreézin embargo, también se destaca
porque puede actuar como fuente de cofactores &tizis (Takahastet al., 2006;
Edenset al.,2002). Esto tiene importancia ya que muchas deelpas ddrhizobium
sp. requieren algunos factores de crecimiento dwoima, acido pantoténico y acido

nicotinico para su crecimiento (Kuykendktlial.,2005).

En las figuras 6-8 se muestran las superficiegsf@iesta obtenidas a partir del disefio
utilizado. Las representaciones graficas se muegisseadas ya que la variable

respuesta es una funcion de tres variables y mueden representar en el espacio
tridimensional. Por ello, se debe hacer un fa@aw, rovocando asi la generacion de
una funcién de dos variables dependientes y upaast (Thomas, 2005).

Se observa que la respuesta de la variable deptnde ve incrementada cuando el
extracto de levadura y el glutamato se encuentrah ivel superior, lo que confirma
el efecto significativo de ésta interaccion (Fig.B efecto que produce la interaccion
entre melaza y glutamato muestra su maximo vandm se encuentran en el nivel
bajo y el alto, respectivamente. Cuando los dowrex se encuentran en el nivel
superior se observa una disminucion del efecta (BigFinalmente, la melaza vy el
extracto muestran un efecto positivo cuando ambesnsuentran en el nivel inferior y
superior, respectivamente (Fig. 8). Luego la canaeidn que optimiza la respuesta de
forma presuntiva es: tanto glutamato como extrdetevadura en el nivel superior y

melaza en el inferior.
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UFC/mL

Glutamato

Figura 6 Gréafico de superficie de respuesta entre lashblasiaglutamato y extracto de levadura. El
maximo efecto se da cuando la concentracion danghib y extracto de levadura estan en el nivel
superior. Confianza 95%.
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Figura 7 Grafico de superficie de respuesta entre lasblesianelaza y glutamato. El maximo efecto se
da cuando la concentracién de extracto de levaxddtiiaen el nivel superior y la de melaza en dlianfe
Confianza 95%.
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Figura 8 Grafico de superficie de respuesta entre las Vesigxtracto de levadura y melaza. EI maximo
efecto se da cuando la concentracion de glutarstitcen el nivel superior y la de melaza en eliofer
Confianza 95%.

De acuerdo con la herramienta de optimizacion afelvare estadistico Statgraphics
Plus 5.1 las concentraciones que maximizan elcefeabre el crecimiento celular

fueron calculadas (tabla 20).

Tabla 20 Medio de cultivo complejo propuesto: -DR-.

Fuente Dato codificado Concentracion (g/L)
C1 1.89
Carbono
C3 0.67
_ N1 0.90
Nitrégeno
N2 0.60
Sales S 0.10

7. Comparacion de la cinética de crecimiento en losedios de cultivo tradicional y

alterno

Se realizO de manera simultanea la cinética dentesto para la cepa C50 de

Rhizobiumsp. en el medio —LM- y en el alterno —DR-. En eldia tradicional, la
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velocidad especifica fue mayor que en el medionalté-ig. 9-11; Tab. 21), asi el fin
de la fase exponencial fue a las 17 horas y &bl&®As, respectivamente. Esto indica
gue el metabolismo de los sustratos en el medimalt-DR- requiere de una mayor
diversidad enzimatica lo que repercute en un cesrgético mas alto y en
consecuencia un tiempo de adaptacibn mas extensa yelocidad de crecimiento
menor. Ademas, la presencia de sustratos complejesdos fuente de carbono (entre
ellas una compleja) provocaron una diauxia enteda 15 y 17 de crecimiento, luego
es posible que el microorganismo haya iniciadaaciriento a expensas de la fuente
de carbono mas facilmente metabolizable y luega pagcedido con el metabolismo
de cualquier otra fuente presente en el medio. tllaaxia se conoce como el
metabolismo de dos sustratos, es frecuentemergevatla cuando dos o mas fuentes
de carbono son usadas en el mismo medio (€saji, 1997). El tiempo que tarda la
diauxia generalmente se debe a la preparacion m@dainaria enzimatica necesaria
para el metabolismo del nuevo o de los nuevosasostiISin embargo, éste evento no
se observé unicamente en la fase exponencial denaato. Entre la hora 39 y la 63
se observaron una serie de diauxias que de manectadeflejan la presencia de un
sustrato complejo. En consecuencia, es posiblelgnetabolismo durante el final de
la fase exponencial y la fase estacionaria hastarka 72 (tiempo muestreado) haya
sido sostenido por la melaza, esto por la altadad de carbohidratos que posee. Asi,
desde el final de la fase exponencial hasta lansgdiauxia el crecimiento celular
pudo estar soportado por la fuente de carbono rbasdante y faciimente
metabolizable de la melaza ya que hubo un compenémconstante desde la hora 25
hasta la 36. Entre la hora 36 y 39 se observo usrairdicion drastica de la
concentracion celular lo que podria ser reflejoudeagotamiento de la fuente de
carbono metabolizada hasta la hora 36 y una poparanzimatica para el
metabolismo de otro sustrato, posiblemente otrfackdegradacion. No obstante, la
concentracion de éste no debid ser alta ya quessstavo el crecimiento durante tres
horas: entre las horas 39 y 42, pero posterioo &&g nuevamente la concentracion
celular entre las horas 42 y 45. Entre la hora 88 ge dan dos nuevas caidas y dos
nuevos ascensos de magnitud similar en la concémtreelular lo que podria reflejar
el metabolismo de otras dos fuentes de carbon@ujaé también se encontraban en

baja concentracion ya que solo pudieron proporcatecepa energia para un periodo
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corto de tiempo. A partir de la hora 54 y hastaola 60 se da un periodo de equilibrio
gue refleja que la tasa de muerte y de generaeidnelas células fue igual, es posible
gue durante este periodo de tiempo se estuvieruauto el metabolismo para la
asimilacion de un nuevo sustrato ya que entrer@ @@y 63 la concentracion aumenta
de manera pronunciada, después de la hora 63 evahs periodo donde no hay
cambios bruscos en la concentracion celular. Taelas fluctuaciones en la
concentracion celular durante la fase estaciordgrauestran la presencia de un
sustrato complejo tal como es la melaza, la cu@aoh la bacteria a expresar un mayor
nuamero de proteinas cataliticas las cuales permmgtabolizar un mayor niumero de
fuentes de crecimiento. Esto confirma lo dicho @iiver et al. (1999) quienes
aseguran que uno de los inconvenientes que seagedef uso de medios de
fermentacidon complejos es la presencia de una skrigiferentes formas de
compuestos dentro del mismo macronutriente darghr | patrones de crecimiento
diauxicos.Entre el punto de mayor y menor concentracion aekaistié un 21% de
variacion lo que si se traduce en términos de nszwem UFC/mL no implicaria una
disminucion importante de la concentracion celyaque el recuento no disminuiria

ninguna unidad logaritmica.
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Figura 9 Cinética de crecimiento de la cepa C5@®Rteobiunsp. en medio —-LM-«) y en —-DR- &). La
cuantificacion se realizé por turbidimetria$40nm).
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Se hizo recuento de la cepa C50 en UFC/mL a la 8@rde crecimiento, lo que
aseguraba que el microorganismo se encontrabaeestacionaria en ambos medios
de cultivo. El ensayo mostré que no hubo diferanestadisticamente significativas
(p>0.05) entre ambos recuentos: sobre el medio 3LBbbbre el medio—-DR-, lo que
demuestra que el aumento en la turbidez del mediodusada por el incremento de la
concentracion celular. En ocasiones, la presenéa cdmpuestos como los
exopolisacéaridos, tipicos eRhizobiumsp., pueden provocar un aumento en la
absorbancia del medio sin implicar necesariament@awmento significativo de la

concentracion celular (Comunicacion personal, Bal@a08).

La linealizacion de la fase exponencial de la capaambos medios de cultivo se

reporta en las figuras 10-11.
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Figura 10 Linealizacion de la fase exponencial en el medi--ILa ecuacion presento un coeficiente de
determinacién mayor a 0.945>0.9, luego cumple t@tica de orden uno. Se tomo desde la hora 3 hasta
la 17 para el célculo.
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Figura 11 Linealizacién de la fase exponencial en el mediB--Da ecuacion presentd un coeficiente de
determinacién mayor a 0.925>0.9, luego cumple owica de orden uno. Se tom6 desde la hora 3 hasta
la 25 para el célculo.

La velocidad especifica y el tiempo de duplicadérC50 en el medio —LM- variaron
con respecto a la curva preliminar (Tab. 10, Tap. &to se pudo deber a un cambio
en las condiciones ambientales, lo cual modifidarctividad metabdlica de la cepa,
ya sea el ajuste de temperatura o de agitacioreqigpo variaron por su uso
continuado. El tiempo de duplicacion en el medidl—ifue 41% menor que en el
medio alterno lo que representa una forma indirdetaevidenciar la complejidad
bioguimica del medio de —DR-. Como se menciondriantgente, un mayor niumero
de enzimas debieron ser expresadas para llevapoateetabolismo de las fuente de
carbono y energia de éste medio, lo que conllexanayor inversion energética luego
la bacteria crece a menor velocidad porque parté&a dmergia obtenida debe ser
dedicada a la expresion de enzimas catabdlicastsaagporte, mientras que en un
medio definido la energia puede dedicarse de manasaexclusiva a procesos de
division celular (Madigaset al.,2002; Matheust al.,2002).
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Tabla 21 Parametros cinéticos en ambos medio de cultivo.

Valor
Parametro
-LM- -DR-
Tiempo de duplicacion 2,676 h 4,472 h
Velocidad especifica de crecimiento 0,239 h 0,155 i

Con respecto a la fase exponencial del medio —BIRealculo de los parametros
cinéticos se realizé sobre toda la fase, sin eroba@gse tuvo en cuenta la diauxia. Si
ésta se tiene en cuenta es necesario el calcudodeelocidades especificas y dos

tiempos de duplicacion: antes y después de ésteod¥eg. 12-13 y Tab. 22).
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Figura 12 Linealizacion de la primera parte de la fase expcineen medio —DRL.a ecuacion presentd
un coeficiente de determinacion mayor a 0.95930egjo0 cumple con cinética de orden uno. Se tomo
desde la hora 3 hasta la 15 para el calculo.
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Figura 13 Linealizacion de la segunda parte de la fase exp@ien medio —DRLa ecuacion presento

un coeficiente de determinacion mayor a 0.91930eg0 cumple con cinética de orden uno. Se tomo
desde la hora 17 hasta la 25 para el célculo.

Tabla 22 Parametros cinéticos: Medio —-DR-.

Valor
Parametro - -
-DR-1 -DR-2
Tiempo de duplicacion 3,193 h 13,381 h
Velocidad especifica de crecimiento 0,217 h 0,0518 i

*-DR-1: Primera parte de la fase exponencial; -DRe&unda parte de la fase exponencial.

Asi la primera fase parte de la fase exponenciatet@miento presenta una velocidad
especifica de crecimiento casi cuatro veces matardpego se podria deducir que el
primer sustrato que se metaboliza debe implicéiajmcoste energético siendo de facil
degradacion. Generalmente, las melazas suelenneontma gran diversidad de
carbohidratos lo que implicaria la sintesis deagaginzimas para el metabolismo de
ellas. La otra fuente de carbono presente escelrgf el cual ingresa y se metaboliza
facilmente dentro de la célula, ademas represaatduente importante de energia ya
gue entra a la via Entner-Doudoroff en la faseldengion de energia y luego de ser
convertido a acetil-CoA es ingresado al Ciclo delsy asi la ganancia promedio de
ATPs en condiciones ideales es de 19 ATP por caticuata de glicerol metabolizada
(Matheuset al.,2002). Por tanto, es posible que el primer sostratabolizado haya
sido el glicerol y mas tarde la melaza o el estuekrbonado del glutamato.
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8. Pruebas de estabilidad acelerada —preliminar- elarba

Tanto en el medio alterno —-DR- como en el —LM- nabch una diferencia
estadisticamente significativa entre los recuer@bgicial, a los 15 y a los 30 dias
posteriores a la refrigeracion (p<0.05). En éstequp, la perdida de viabilidad a los 30
dias fue cercana al 50% y en el medio —LM- fueadt &0% lo cual significa que los
recuentos no disminuyeron ninguna unidad loga@miSegun la prueba de
comparacion de muestras multiples de Tukey con #8%confianza, no existe
diferencia estadisticamente significativa entrgodadida de viabilidad en el medio
alterno y el tradicional. Esto se pudo deber aajumedio —-DR- presenta una alta
variedad de nutrientes (Khavatial, 2007), en especial fuentes de carbono debido a la
presencia de melaza y extracto de levadura- ltvgce que el metabolismo bacteriano
se ralentice debido a que el microorganismo defietigar una mayor cantidad de
enzimas para mantener su metabolismo (Matheus; Edé2t al, 2002), sumado a
esto la baja temperatura provoca un frenado pakeik actividad celular (Matheas
al., 2002), luego el efecto conjunto puede provocanaitenimiento de la cepa en el
soporte por un periodo prolongado de tiempo. Rarpatrte, la presencia de glutamato
el cual puede actuar como soluto compatible y guacemula intracelularmente en
condiciones de estrés salino pudo permitir a lalaéprotegerse mejor de las
condiciones adversas que se pudieran generan sopeite (Hazran, 1999); sin
embargo, estudios demuestran que ésta actividadcgemas importante cuando el
soporte se encuentra en bajas concentraciones rdedad (<10%) donde los
mecanismos de tolerancia a la desecacion sonaugiysriezeret al, 1999; Zahran,
1999).

En consecuencia, segun los resultados obtenided ensayo se puede afirmar de
manera presuntiva que el medio —DR- puede ser ussmdo medio de cultivo para la
multiplicacion de rizobios y ademas como es estaiilee el soporte —turba-, ya que no
hay una perdida significativa de viabilidad demteb primer mes de almacenamiento,
el medio —DR- puede representar una alternativazfpara la disminucion de los

costos en la produccién de un bioinoculante coa &agsta cepa de rizobio (Fig. 14).
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Figura 14. Estabilidad de los microorganismos en el sopmiteel medio de cultivo tradicional y el
alterno. En blanco el medio —-LM- y en negro el -D&n 95% de confianza no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los recuentade los diferentes tratamientos ni de los difieen
tiempos.

9. Evaluacion del medio alterno sobre el crecimieotde otras cepas de rizobios

No hubo diferencias estadisticamente significati@0.05) sobre el valor de la
concentracion celular (UFC/mL) en la cepa T14Rde&obiunsp. que nodula trébol ni
en la cepa JO1 d&radyrhizobiumsp. que nodula soya, crecidas en el medio trawicio
y en el alterno (Fig. 15). Lo que demuestra de nagoreliminar, que el medio es apto
para el crecimiento de otras cepas de rizobiogeBirral, las cepas &hizobiumsp.
tienen una alta variedad enzimatica lo que lesifemetabolizar un amplio rango de
sustratos (Stowers, 1985; Kuykendallal, 2005), esto corrobora los datos obtenidos
con la cepa T14 la cual presentd recuentos levenmeayores sobre el medio —DR-
gue sobre el —LM- (Fig. 15). Por otra parte, lgsasedel generBradyrhizobiumsp.
presentan una menor variedad metabdlica, luego omo capaces de degradar
compuestos como disacéridos, trisacaridos o algommsdmeros de carbohidratos
(Stowers, 1985; Kuykendall, 2005), de esta formanstiiplicacion requiere la adicion
de fuentes de carbono mas especificas. Sin embargepa JO1 presentd recuentos
celulares similares en los dos medios de cultvaulal demuestra que las fuentes de

crecimiento presentes en el medio —DR- son aptaseparecimiento de ésta cepa. Es
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posible, que gran parte de su crecimiento se ham@temdo por la presencia de
glicerol, ya que como se aseguré antes, es ungefdenfacil asimilacion para los
rizobios (Stowers, 1985; Arias y Martinez, 197@mbién es posible que existieran
carbohidratos en la melaza que fueran metabolgzg@oleésta cepa y en consecuencia,

sostuvieran su crecimiento.

115 LOG (DR)
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Jo1 c2* 14
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Figura 15. Crecimiento de las cepas J01, C2 y T14 sobre@inalterno y el tradicional. Cada recuento
es el equivalente de tres mediciones.*Diferenc¢aégticamente significativa.

Por otra parte, existio una diferencia estadistraensignificativa (p<0.05) entre los

recuentos de la cepa C2 en el medio —-LM- y en 8-4Big. 15), favoreciendo asi el

crecimiento de ésta sobre el medio alterno. Laestrecion fue aproximadamente
cuatro veces mayor en el medio —-DR- lo cual egale igyportancia para el desarrollo
del proyecto financiador, ya que el arreglo sihgbpdl que se definid dentro de éste
incluye plantas deeucaena leucocephalaClitoria ternatea noduladas por las cepas
C50 y C2, respectivamente. Luego para la produatsdon bioinoculante basado en
estas cepas de rizobios, se puede decir de maestafva que el medio —-DR- sirve
para llevar a cabo el crecimiento de ambas, condbse puede llegar a disminuir los

costos de produccion del biofertilizante rizobiano.
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10. Andlisis de costos

En las tablas 23 y 24 se encuentran consignadasldatones de costos tanto en el

medio tradicional como en el alterno.

Tabla 23 Matriz de costos del medio —LM-.

Cantidad de

Sustrato aplicacion (g/l) Valor reactivo ~ Cantidad Unidad Total
Manitol 10,00 $125.000 500 Gramo  $2.500,00
Extracto de levadura 0,50 $150.000 500 Gramo 50,
Fosfato dibasico de potasio 0,50 $100.000 500 Gramd 100,00
Sulfato de magnesio 0,20 $62.000 500 Gramo $ 24,80
Cloruro de sodio 0,10 $90.000 1000 Gramo $9,00
Total:  $2784,30
Tabla 24 Matriz de costos del medio alterno
Sustrato a;%r;tci:?gl? ((2;') Valor reactivo ~ Cantidad Unidad Total
Melaza 1,74 200 1000 Gramo $0,13
Glicerol 1.89 4.000 500 Gramo $15,12
Extracto de levadura 0.60 12.000 500 Gramo $21,60
Glutamato 0.90 4.000 500 Gramo $4,80
Sales 0,10 267.600 1000 Gramo $26,76
Total: $68,41

Luego la reduccion de costos es de casi el 98% lanttilizacion del medio tradicional

y el medio alterno lo que contribuye a una disnmémémportante en los gastos de

produccion de un biofertilizante basado en ésta defrizobio, lo que de igual manera

recae en una disminucion del precio del produgioryconsiguiente en una reduccion

de costos en la fertilizacion nitrogenada, trayetwitsigo un aumento en el nivel de

vida de los pequefios y medianos productores.
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Conclusiones

La estrategia de usar disefios estadisticos de ansutesecuente permitié estandarizar
un medio de cultivo complejo para la multiplicacaienla cepa C50 dehizobiumsp.
Criterios de costo econémico y disponibilidad emelcado permitieron la seleccion
de cinco fuentes de crecimiento de las cuales rtrestraron influir de forma
estadisticamente significativa sobre el crecimiem@ola cepa. Posteriormente, el
andlisis estadistico basado en el disefio Box-Behngermiti6 hallar las
concentraciones que maximizaban la respuesta,Lerglgerol 1.89, melaza 0.67,
glutamato 0.90, extracto de levadura 0.60 y salés O

El medio —-DR- tardo 8 horas mas que el —LM- pagealoel maximo valor de biomasa,
lo que pudo repercutir en los costos de fermemtasio embargo la disminucion en los
costos de produccion del medio fue cercana al @¥mas no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los recuemdbsnedio —LM- y el -DR-. Por otra
parte, el medio fue apto para el crecimiento dasele rizobios de crecimiento lento,
intermedio y rapido, las cuales difieren en su bwiemo. Finalmente, el medio
mantuvo la poblacién celular sobre turba en el grimes de evaluacion, luego el
medio representa de manera preliminar una opciéa giaminuir los costos de

produccion de un inoculante basado en ésta cepa.
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Recomendaciones

Llevar a cabo la caracterizacion quimica de la ragleuando esta sea cambiada, antes

de ser usada para la elaboracion del medio decculti

Verificar la estabilidad de la bacteria en tiemgal sobre el soporte.

Verificar la efectividad del medio sobre mas ceafmszobios.

Estandarizar el medio —DR- sdlido para la reali@ade los controles de calidad.
Verificar la estabilidad genotipica del banco dease

Verificar que la composiciéon del medio no afectgreteso de nodulacion.
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Anexos

Anexo 1. Curva de peso seco

Masa de los tubos vacios

Tubo X1 X2 X3 ¥ S CV?
1 11,1236 11,1238 11,1236 11,1237 0,0001 0,0009%
2 11,2899 11,2899 11,2896 11,2897 0,0002 0,0018%
3 11,2400 11,2400 11,2398 11,2399 0,0001 0,0009%
4 11,3194 11,3209 11,3209 11,3205 0,0007 0,0064%
5 11,1777 11,1780 11,1780 11,1780 0,0002 0,0022%
6 11,1863 11,1865 11,1865 11,1865 0,0001 0,0011%
7 11,1216 11,1218 11,1218 11,1218 0,0001 0,0009%
8 11,3124 11,3128 11,3126 11,3127 0,0002 0,0020%
9 11,1646 11,1650 11,1648 11,1648 0,0002 0,0015%
10 11,2538 11,2541 11,2541 11,2541 0,0002 0,0018%
11 11,2882 11,2887 11,2887 11,2886 0,0002 0,0021%
12 10,9905 10,9908 10,9910 10,9908 0,0002 0,0020%
13 11,1512 11,1515 11,1517 11,1516 0,0003 0,0024%
14 11,2311 11,2313 11,2312 11,2312 0,0001 0,0009%
15 11,0870 11,0869 11,0872 11,0871 0,0002 0,0020%

Xi es la masa de cada una de las mediciones dettamlaX: media aritmética, SD: Desviacion estandar y CV:
Coeficiente de variacion.

Masa de los tubos luego del secado

Tubo Y Y2t Y3t Y? S C\?
18 11,1902 11,1912 11,1913 11,1909 0,0005 0,0044%
2 11,3787 11,3805 11,3794 11,3795 0,0007 0,0065%
3 11,3206 11,3209 11,3201 11,3205 0,0003 0,0029%
4§ 11,4087 11,4084 11,4078 11,4083 0,0004 0,0033%
5 11,2458 11,2458 11,2457 11,2458 0,0000 0,0004%
6 11,2740 11,2735 11,2737 11,2737 0,0002 0,0018%
7 11,2100 11,2106 11,2092 11,2099 0,0006 0,0051%
g 11,4014 11,4014 11,4011 11,4013 0,0001 0,0012%
9 11,2542 11,2531 11,2536 11,2536 0,0004 0,0040%
10¢° 11,3307 11,3305 11,3307 11,3306 0,0001 0,0008%
11* 11,0666 11,0669 11,0671 11,0669 0,0002 0,0019%
12 11,3643 11,3648 11,3648 11,3646 0,0002 0,0021%
13 11,2393 11,2396 11,2391 11,2393 0,0002 0,0018%
14 11,3072 11,3072 11,3076 11,3073 0,0002 0,0017%
15' 11,1727 11,1725 11,1724 11,1725 0,0001 0,0011%

Yi es la masa de cada una de las mediciones detudamlaY: media aritmética, SD: Desviacion estandar y CV:
Coeficiente de variaciéfMasa de los tubos que tenian la suspensién deletg del secaddMiasa de los tubos que
contenian solucion salina 0.85% luego del secado.

Datos de la curva patron

Concentracion (g/L) Absorbancia
1,230 0,742
0,615 0,406
0,410 0,289

100



0,308
0,246
0,205
0,123
0,062
0,025

0,210
0,196
0,157
0,091
0,043
0,018
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Anexo 2. Curva de crecimiento preliminar

Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. Estandar (g/L) ogl(Xi/Xo)*
0 0,000 0,000 0,000
1 0,001 0,000 0,000
2 0,005 0,000 0,699
4 0,013 0,001 1,123
7 0,022 0,001 1,351
9 0,090 0,011 1,952

10 0,168 0,025 2,224
11 0,297 0,045 2,473
12 0,410 0,056 2,613
13 0,614 0,060 2,788
14 0,862 0,046 2,936
15 0,956 0,006 2,981
16 1,147 0,023 3,059
17 1,138 0,004 3,056
19 1,157 0,020 3,063
22 1,077 0,026 3,032

Log(X/X0) equivale al logaritmo en base 10 de lni@sa en todos los tiempo cuando t>1 dividido la
biomasa de t=1.

Estadistica de la cinética

Tabla ANOVA

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 10,4397 15 0,695979 626,18 0,0000

Intragrupos  0,0355667 32 0,00111146

Total (Corr.) 10,4753 47

Contraste Mdltiple de Rangos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Frec. Media Grupos h omogéneos
Hora0 3 0,0001 X
Horal 3 0,0012 X
Hora2 3 0,0052 X
Hora4 3 0,0133333 X
Hora7 3 0,0223333 X
Hora9 3 0,0893333 XX
Horal0 3 0,167667 X
Horall 3 0,297 X
Horal2 3 0,410333 X
Horal3 3 0,614 X
Horal4 3 0,862333 X
Horal5 3 0,956333 X
Horal6 3 1,07733 X
Horal7 3 1,13833 X
Hora19 3 1,147 X
Hora22 3 1,15667 X
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Anexo 3. Linealizacion de la fase exponencial endmética preliminar de

crecimiento.
Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. estandar Logsy*
1 0,001 0,000 0,000
2 0,005 0,000 0,699
4 0,013 0,001 1,123
7 0,022 0,001 1,351
9 0,090 0,011 1,952
10 0,168 0,025 2,224
11 0,297 0,045 2,473
12 0,410 0,056 2,613
13 0,614 0,060 2,788
14 0,862 0,046 2,936
15 0,956 0,006 2,981
16 1,147 0,023 3,059

"L og(X/Xo0) equivale al logaritmo en base 10 de Bnfsa en todos los tiempos cuando t>1 dividido la
biomasa de t=1.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal Y = a + b*X

Variable dependiente: Col_2
Variable independiente: Col_1

Error  Estadist ico
Parametro  Estimacion  estandar T P-Valor
Ordenada 0,346207 0,103092 3,35 823 0,0084
Pendiente 0,18046 0,00926813 19, 471 0,0000

Andlisis de la Varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio Cociente-F P-Valor
Modelo 6,51905 1 6,519 05 379,12 0,0000
Residuo 0,154757 9 0,01719 53

Total (Corr.) 6,67381 10

Coeficiente de Correlacion = 0,988338

R-cuadrado = 97,6811 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 97,4235 porcentaj e
Error estandar de est. =0,131131

Error absoluto medio = 0,0964128

Estadistico de Durbin-Watson = 1,32057 (P=0,0517)

Autocorrelacion residual en Lag 1 = 0,241657

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al mode lo lineal para
describir la relacion entre Log(X/Xo) y Tiempo. La ecuacion del modelo
ajustado es

Log(X/Xo) = 0,346207 + 0,18046*Tiempo
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Anexo 4. Estabilidad de la cepa en crioconservacion

Tabla ANOVA
Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medi

Entre grupos  4,10073E23 6 6,83455E22
Intragrupos  4,13922E22 14 2,95658E21

Total (Corr.)  4,51465E23 20

Contraste Mdltiple de Rango

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Frec. Media Grupos h
Col_7=120d 3 3,E9 X
Col 4=15d 3 2,E11 X

Col 3=8d 3 2,625E11 X
Col 1=0d 3 2,825E11 X
Col 2=1d 3 3,01667E11 X

Col 5=30d 3 3,5E11 XX
Col 6=60d 3 5E11 X
Contraste Diferencia
Col_1-Col 2 -1,91667E
Col 1-Col 3 2,E10
Col 1-Col 4 8,25E10
Col_1-Col 5 -6,75E10
Col_1-Col 6 *2,175E11
Col 1-Col 7 *2,795E11
Col 2-Col_3 3,91667E1
Col_2-Col 4 1,01667E1
Col_ 2-Col 5 -4,83333E
Col 2-Col_6 *.1,98333E
Col 2-Col 7 *2,98667E1
Col_3-Col 4 6,25E10
Col_3-Col 5 -8,75E10
Col_3-Col 6 *.2,375E11
Col 3-Col 7 *2,595E11
Col 4-Col 5 -1,5E11
Col_4-Col 6 *3,E11
Col_4-Col 7 *1,97E11
Col 5-Col_6 -1,5E11
Col 5-Col 7 *3,47E11
Col_6-Col 7 *4,97E11

* indica una diferencia significativa.
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23,12  0,0000

1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11

1,51681E11

1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11
1,51681E11



Anexo 5. Plackett - Burman

Andlisis de la Varianza para Recuento (UFC/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado m
Cl 9,82091E20 1 19,8209
Cc2 9,1708E18 1 9,170

C3 2,13613E21 1 21361
N1 1,93998E20 1 11,9399
N2 1,43023E21 1 11,4302
N3 7225E15 1 7,22

N4 1,30607E20 1 1,3060

S 5,67084E21 1 5,6708
bloques 2,80123E21 2 11,4006
Error Total 4,41008E22 25 11,7640
Total (corr.) 5,74551E22 35

R-cuadrado = 23,243 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 0,500211 por cien
Error Estandar de Est. = 4,20004E10

Error absoluto de la media = 2,8805E10

Estadistico Durbin-Watson = 2,3051 (P=0,1361)
Autocorrelacion residual Lag 1 =-0,181744

Resultados de la Estimacién para recuento (UFC/mL)

Observados  Ajustados Inf. 95,0%

Fila Valor Valor paralaMe

1 1,32E10 3,41239E10 -1,36917
2 2,08E10 146211E10 -3,31944
3 2,52E10 1,78189E10 -2,99967
4 1,84E10 3,66889E10 -1,11267
5 2,76E10 7,25539E10 2,47383
6 4,16E10  3,3865E10 -1,39506

7 3,76E10 3,77289E10 -1,00867
8 944E10 5,72889E10 9,4733

9 132E10 6,08094E10 1,29939

10 8,4E10 4,06678E10 -7,1477
11 3,4E10 2,52333E10 -2,25822
12 7,84E10 57E10 19,1844

13 4,84E10 4,03322E10 -7,4833
14 352E10 2,08294E10 -2,69861
15 252E10 2,40272E10 -2,37883
16 116E11  4,28972E10 -4,9183
17 6,5E10 7,87622E10 3,09467
18 6,9E10 4,00733E10 -7,7422
19 583E9 4,39372E10 -3,8783
20 7E9 6,34972E10 1,56817
21 148E11 6,70178E10  1,92022
22 2,67E9 4,68761E10 -9,3944
23 2,1E9 3,14417E10 -1,63739
24 3,85E10 6,32083E10 1,53928
25 4E10 551514E10 7,3358
26 9,33E9 3,56486E10 -1,21669
27 583E10 3,88464E10 -8,9691
28 3,02E10 5,77164E10  9,9008
29 125E11 9,35814E10 4,57658
30 2,4E10 5/48925E10 7,0769
31 1,25E11 5,87564E10  1,09408
32 1,25E11  7,83164E10  3,05008
33 9,8E10 8,18369E10 3,40214
34 568E10 6,16953E10 1,38797
35 1,73E10 4,62608E10 -1,5547
36 3,18E10 7,80275E10 3,02119

Coef. de regresion para recuento (UFC/mL)

105

to

CL Sup. 95,0% CL
dia parala Media

E10
E10
E10
E10
E10
E10
E10
3E9
E10
8E9
E10
4E9
4E9
E10
E10
4E9
E10
2E9
4E9
E10
E10
7E8
E10
E10
3E9
E10
7E9
3E9
E10
4E9
E10
E10
E10
E10
2E9
E10

8,19394E10
6,24367E10
6,56344E10
8,45044E10
1,20369E11
8,16806E10
8,55444E10
1,05104E11
1,08625E11
8,84833E10
7,30489E10
1,04816E11
8,81478E10
6,8645E10

7,18428E10
9,07128E10
1,26578E11
8,78889E10
9,17528E10
1,11313E11
1,14833E11
9,46917E10
7,92572E10
1,11024E11
1,02967E11
8,34642E10
8,66619E10
1,05532E11
1,41397E11
1,02708E11
1,06572E11
1,26132E11
1,29653E11
1,09511E11
9,40764E10
1,25843E11



constante =4,97786E10

C1 =-5,22306E9
Cc2 =5,04722E8

C3 =7,70306E9

N1 =-2,32139E9
N2 =-6,30306E9
N3 =-1,41667E7
N4 =1,90472E9

S =-1,25508E10
El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacion de la regresion que se ajustado a

los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Recuento (UFC/mL)= 4,97786E10 - 5,22306E9*C1 + 5,04 722E8*C2 +7,70306E9*C3 - 2,32139E9*N1
- 6,30306E9*N2 -1,41667E7*N3 + 1,90472E9*N4 - 1,255 08E10*S

Efectos estimados para recuento (UFC/mL)

promedio =4,97786E10 +/- 7,00006E9
Cl =-1,04461E10 +/- 1,40001E10
c2 =1,00944E9 +/-1,40001E10
C3 =1,54061E10 +/- 1,40001E10
N1 =-4,64278E9 +/- 1,40001E10
N2 =-1,26061E10 +/- 1,40001E10
N3 =-2,83333E7 +/-1,40001E10
N4 =3,80944E9 +/- 1,40001E10

S =-2,51017E10 +/- 1,40001E10
bloque =-5,74056E9 +/- 1,97992E10
Los errores estandar estan basados en un error tota lcon25g.l.
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Anexo 6. — Screening secundario |

Andlisis de la Varianza para recuento (UFC/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrad
C3 32592E21 1 3,

Cl 142913E19 1 14

N1 552613E21 1 55

N2 4,71016E21 1 47

S 449627E20 1 44

Bloques 2,41022E20 2 1,2

Error Total 1,39797E22 16 8,7

Total (corr.) 2,81801E22 23

R-cuadrado = 50,3916 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 36,6115 por cient
Error Estandar de Est. = 2,9559E10

Error absoluto de la media = 1,8958E10

Estadistico Durbin-Watson = 2,14032 (P=0,2608)
Autocorrelacion residual Lag 1 = -0,200036
Resultados de la Estimacién para recuento (UFC/mL)

Observados  Ajustados Inf. 95,0%

Fila Valor Valor paralaMe

1 3,33E9 -7,82042E9 -4,39985
2 3,6E10 4,73779E10 1,11998
3 4E9 217413E10 -1,44369
4 123E10 3,11846E10 -4,9935
5 7,35E10 6,07463E10 2,45681
6 5E10 5,21613E10 1,59831
7 258E10 2,56863E10 -1,04919
8 1E11 7,38529E10 3,76748
9 2,67E9 -150442E10 -5,12223

10 167E10 4,01542E10 3,9760
11 2,67E9 1,45175E10 -2,16606
12 12E10 2,39608E10 -1,22173
13 7E10 535225E10 1,73444
14 4,82E10 4,49375E10  8,7593
15 6,87E10 1,84625E10 -1,77156
16 2,62E10 6,66292E10 3,04511
17 15E9 -1,38929E10 -5,0071
18 3,12E10 4,13054E10 5,1273
19 1E9 1,56688E10 -2,05094
20 117E10 2,51121E10 -1,1066
21 6,97E10 5,46738E10 1,84956
22 5E7 4,60888E10 9,9106
23 142E10 1,96138E10 -1,65644
24 127E11  6,77804E10 3,16023

Coef. de regresion para recuento (UFC/mL)

constante = 3,36842E10

C3 =-1,16533E10
C1l =7,71667E8
N1 =1,51742E10
N2 =1,40092E10
S =4,32833E9

El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacion de la regresion
los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Recuento (UFC/mL) = 3,36842E10 - 1,16533E10*C3 + 7,

1,51742E10*N1 + 1,40092E10*N2 + 4,32833E9*S
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2592E21 3,73 0,0713
2913E19 0,02 0,8998
2613E21 6,32 0,0230
1016E21 5,39 0,0338
9627E20 051 0,4835
0511E20 0,14 10,8722
3732E20

CL Sup. 95,0% CL
dia parala Media

E10 2,83577E10
E10 8,3556E10

E10 5,79194E10
3E9 6,73627E10
E10 9,69244E10
E10 8,83394E10
E10 6,18644E10
E10 1,10031E11
E10 2,11339E10
6E9  7,63323E10
E10 5,06956E10
E10 6,01389E10
E10 8,97006E10
9E9 8,11156E10
E10 5,46406E10
E10 1,02807E1l
E10 2,22852E10
1E9  7,74835E10
E10 5,18469E10
E10 6,12902E10
E10 9,08519E10
4E9  8,22669E10
E10 5,57919E10
E10 1,03959E11

que se ajustado a

71667E8*C1 +



siendo los valores de las variables especificados e
originales.

Efectos estimados para recuento (UFC/mL)

promedio = 3,36842E10 +/- 6,0337E9
C3 =-2,33067E10 +/- 1,20674E10

C1 =1,54333E9 +/-1,20674E10
N1 =3,03483E10 +/- 1,20674E10
N2 =2,80183E10 +/- 1,20674E10
S =8,65667E9 +/- 1,20674E10

bloque =-558333E9 +/- 1,70659E10
bloque =-3,28083E9 +/- 1,70659E10

Los errores estandar estan basados en un error tota
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Anexo 7. Screening primario Il

Andlisis de la Varianza para recuento (UFC/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrad
C3 6,28376E21 1 6,2

N1 3,12987E21 1 31

N2 483205E21 1 48

bloques 148429E21 2 74

Error Total 521377E21 9 57

Total (corr.) 2,09437E22 14

R-cuadrado = 75,1058 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 68,3165 por cient
Error Estandar de Est. = 2,40688E10

Error absoluto de la media = 1,61787E10
Estadistico Durbin-Watson = 2,61984 (P=0,0379)
Autocorrelacion residual Lag 1 = -0,340221

Resultados de la Estimacién para recuento (UFC/mL)

Observados  Ajustados Inf. 95,0%
Fila Valor Valor paralaMe

1 8,25E10  9,086E10 5,43354
2 1,45E10 4,96E9 -3,15646
3 113E10 3,176E10 7,410
4 45E10 1,27933E10 -2,37312
5 55E9 1,84267E10 -1,80979
6 1,25E11 1118E11 7,52754
7 1,53E10 2,59E10 -1,06246
8 3,1E10 527E10 2,83503
9 2,15E10 3,37333E10 -2,7912
10 7,07E10 3,93667E10 2,8421
11 11E11  11212E11 7,55954
12 3E10 2,622E10 -1,03046
13 8,43E10  5302E10 2,86703
14 168E10 3,40533E10 -2,4712
15 2,4E10 3,96867E10  3,1621

Promedio de puntos centrales de 3 = 4,22E10
Promedio de modelos de predicciones al centro = 4,5

Coef. de regresion para recuento (UFC/mL)

constante =4,58267E10
C3 =-2,28833E10
N1 =1,615E10

N2 =-2,00667E10

El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacion de la regresion
los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Recuento (UFC/mL) = 4,58267E10 - 2,28833E10*C3 + 1,
2,00667E10*N2

siendo los valores de las variables especificados e
originales.

Efectos estimados para recuento (UFC/mL)

promedio =4,58267E10 +/- 6,21454E9
C3 =-4,57667E10 +/- 1,38961E10
N1 =3,23E10 +/-1,38961E10
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8376E21 10,85 10,0093
2087E21 540 0,0452
3205E21 8,34 10,0179
2145620 1,28 10,3239
9308E20

CL Sup. 95,0% CL
dia parala Media

E10 1,27385E1l
E10 4,14846E10
3E9 5,61097E10
E10 4,93179E10
E10 5,49512E10
E10 1,48325E11
E10 6,24246E10
E10 7,70497E10
2E9  7,02579E10
2E9  7,58912E10
E10 1,48645E11
E10 6,27446E10
E10 7,73697E10
2E9  7,05779E10
2E9  7,62112E10
8267E10

que se ajustado a

615E10*N1 -

n sus unidades



N2 =-4,01333E10 +/- 1,38961E10
bloque =1,37467E10 +/-1,75774E10
bloque =1,43867E10 +/-1,75774E10

Los errores estandar estan basados en un error tota lcon9g.l
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Anexo 8. Box—Behnken

Andlisis de la Varianza para recuento (UFC/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrad
A: N1 589694E21 1 58
B: N2 2,78361E21 1 27
C:C3 95948E21 1 95
AA 192874E21 1 19
AB 7,75361E21 1 77
AC 6,35582E21 1 6,3
BB 8,00046E20 1 8,0
BC 6,09188E20 1 6,0
CcC 11117420 1 11
bloques 414778E21 2 20
Error Total 3,76859E22 33 1
Total (corr.) 7,78548E22 44

R-cuadrado = 51,5946 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 39,1475 por cient

Error Estandar de Est. = 3,37935E10
Error absoluto de la media = 2,38172E10

Estadistico Durbin-Watson = 1,85746 (P=0,2261)

Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,0688816

Resultados de la Estimacién para recuento (UFC/mL)

Observados  Ajustados Inf. 95,0%
Fila Valor Valor paralaMe

1 1,35E10 2,62372E10 -1,10703
2 75E9 1,15797E10 -2,57278
3 43E10 8,23761E9 -2,90699
4 2,18E10 1,55268E10 -2,17807
5 753E10 3,72073E10 1,00906
6 5E10 3,39768E10 -3,3307
7 3/47E10 1,12255E11 7,49472
8 35E10 2,13905E10 -1,5917
9 1,11E11  9,3768E10 5,64605
10 5,02E10 4,09155E10  3,6080
11 132E10 3,72073E10 1,00906
12 2,03E10 3,72073E10 1,00906
13 6,83E9 4,08789E10  3,5713
14 7,37E10 6,97659E10  3,24584
15 6,5E10 3,48764E10 -2,4311
16 7,83E9 3,53505E10 -1,9569
17 7E9  2,0693E10 -1,66145
18 102E10 1,73509E10 -1,99566
19 128E10 246401E10 -1,26674
20 9E10 4,63207E10 1,92039
21 712E10 4,30901E10 5,7826
22 9,E10 1,21368E11  8,40605
23 4,45E10 3,05039E10 -6,8036
24 126E11 1,02881E11 6,55739
25 495E10 5,00289E10 1,27214
26 3,87E10 4,63207E10 1,92039
27 3,5E10 4,63207E10 1,92039
28 18E10 4,99922E10 1,26847
29 6,93E10 7,88793E10 4,15718
30 8,77E10  4,39897E10 6,682
31 2,02E10 4,95685E10  1,2261
32 118E10 3,4911E10 -2,3964
33 3,27E10 3,15689E10 -5,7385
34 158E10 3,88581E10  1,5506
35 102E11 6,05387E10 3,34219
36 4,18E10 5,73081E10 2,00006
37 1,75E11 1,35586E11 9,82785
38 58E10 4,47219E10 7,4143
39 175E11 1,17099E11 7,97919
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9694E21 5,16
8361E21 244
948E21 840 O
2874E21 1,69
5361E21 6,79
5582E21 5,57
0046E20 0,70
9188E20 0,53
1174E20 0,10
7389E21 1,82
142E21

CL Sup. 95,0% CL
dia parala Media

E10
E10
E10
E10
E10
2E9
E10
E10
E10
3E9
E10
E10
6E9
E10
4E9
7E9
E10
E10
E10
E10
1E9
E10
4E9
E10
E10
E10
E10
E10
E10
2E9
E10
7E9
5E9
1E9
E10
E10
E10
6E9
E10

6,35447E10
4,88872E10
4,55451E10
5,28343E10
6,43241E10
7,12843E10
1,49562E11
5,8698E10

1,31076E11
7,8223E10

6,43241E10
6,43241E10
7,81864E10
1,07073E11
7,21839E10
7,2658E10

5,80005E10
5,46584E10
6,19476E10
7,34374E10
8,03976E10
1,58676E11
6,78114E10
1,40189E11
8,73364E10
7,34374E10
7,34374E10
8,72997E10
1,16187E11
8,12972E10
8,6876E10

7,22185E10
6,88764E10
7,61656E10
8,76554E10
9,46156E10
1,72894E11
8,20294E10
1,54407E11



40 125E11 6,42469E10 2,69394
41 3,02E10 6,05387E10 3,34219
42 2,75E10 6,05387E10 3,34219
43 32E10 6,42102E10 2,69027
44 7E10 9,30973E10 5,57898
45 54E10 5,82077E10  2,09002

Coef. de regresion para recuento (UFC/mL)

constante =4,80222E10

A =1,5675E10

B: =1,07696E10
C: =-1,99946E10
AA =1,31956E10
AB =2,54192E10
AC =-2,30142E10
BB =-8,49861E9
BC =-7,125E9
ccC = 3,16806E9
El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacion de la regresion
los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Recuento (UFC/mL) = 4,80222E10 + 1,5675E10*A + 1,07

1,99946E10*C + 1,31956E10*A"2 +
2,54192E10*A*B - 2,30142E10*A*C -
8,49861E9*B"2 - 7,125E9*B*C + 3,16806E9*C"2

siendo los valores de las variables especificados e
originales.

Efectos estimados para recuento (UFC/mL)

promedio =4,80222E10 +/- 1,12645E10

A =3,135E10 +/-1,37961E10

B =2,15392E10 +/- 1,37961E10
C =-3,99892E10 +/- 1,37961E10
AA =2,63911E10 +/- 2,03073E10
AB =5,08383E10 +/-1,95107E10
AC =-4,60283E10 +/- 1,95107E10
BB =-1,69972E10 +/- 2,03073E10
BC =-1,425E10 +/-1,95107E10
CcC =6,33611E9 +/- 2,03073E10

bloque =-3,40311E9 +/- 1,42486E10
bloque =2,50329E10 +/- 1,42486E10

Los errores estandar estan basados en un error tota
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E10
E10
E10
E10
E10
E10

1,01554E11
8,76554E10
8,76554E10
1,01518E11
1,30405E11
9,65152E10

que se ajustado a

696E10*B -

n sus unidades

lcon 33g.l.



Anexo 9. Linealizacion de la fase exponencial destimiento en el medio —LM-

Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. Est Log(Xi/¥o)
3 0,001 0,000 0,000
5 0,002 0,000 0,301
7 0,003 0,000 0,477
9 0,038 0,005 1,578
11 0,190 0,090 2,278
13 0,620 0,301 2,792
15 0,839 0,333 2,924
17 1,197 0,529 3,078

Log(X/X0) equivale al logaritmo en base 10 de tanmsa en todos los tiempos cuando t>3 dividido la
biomasa de t=1.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal Y = a + b*X

Variable dependiente: Biomasa
Variable independiente: Tiempo

Error  Estadist ico
Parametro  Estimaciéon  estandar T P-Valor
Ordenada  -0,839714  0,273724  -3,06 774 0,0220
Pendiente 0,251821 0,024884 10,1 198 0,0001

Andlisis de la Varianza

Fuente

Suma de cuadrados GL Cuadrado medio Cociente-F P-Valor

Modelo 10,6536 1 10,6536 102,41 0,0001
Residuo 0,624167 6 0,104028

Total (Corr.) 11,2777 7

Coeficiente de Correlacion = 0,971934

R-cuadrado = 94,4655 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 93,5431 porcentaj e
Error estandar de est. = 0,322533

Error absoluto medio = 0,235321

Estadistico de Durbin-Watson = 1,28857 (P=0,0449)

Autocorrelacion residual en Lag 1 = 0,244328

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al m odelo lineal para
describir la relacion entre Col_2y Col_1. La ecua cion del modelo
ajustado es

Col_2 =-0,839714 + 0,251821*Col_1
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0.01, existe

relacién estadisticamente significativa entre Col_2 y Col_1 paraun
nivel de confianza del 99%.
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Anexo 10. Linealizacién de las fases exponenciatkscrecimiento en el medio

alterno.

Linealizacion de toda la fase exponencial:

Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. Est (g/L) LOG(XD)*
3 0,001 0,000 0,000
5 0,002 0,000 0,301
7 0,003 0,000 0,477
9 0,016 0,024 1,206
11 0,018 0,017 1,249
13 0,122 0,002 2,088
15 0,401 0,026 2,604
17 0,432 0,014 2,636
19 0,707 0,033 2,850

21 0,889 0,037 2,949
23 1,024 0,040 3,010
25 1,186 0,106 3,074

"L og(X/X0) equivale al logaritmo en base 10 de Bnfsa en todos los tiempos cuando t>3 dividido la

biomasa de t=1.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal Y = a + b*X

Variable dependiente: Col_2
Variable independiente: Col_1

Error  Estadist
Parametro  Estimacion  estandar T

Ordenada -0,29302  0,217568 -1,3
Pendiente  0,154529  0,0139379 11,0

Andlisis de la Varianza

Fuente  Sumade cuadrados GL Cuadrado medi

Modelo 13,6588 1 13,6588
Residuo 1,11119 10 0,111119
Total (Corr.) 14,77 11

Coeficiente de Correlacion = 0,961648

R-cuadrado = 92,4767 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 91,7244 porcentaj
Error estandar de est. = 0,333346

Error absoluto medio = 0,261376

Estadistico de Durbin-Watson = 0,755454 (P=0,0016)
Autocorrelacion residual en Lag 1 = 0,49838

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al m
describir la relacion entre Col_2y Col_1. La ecua
ajustado es

Col_2 =-0,29302 + 0,154529*Col_1
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a

relacién estadisticamente significativa entre Col_2
nivel de confianza del 99%.
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P-Valor
468 0,2078
869 0,0000

122,92  0,0000

odelo lineal para
cion del modelo

0.01, existe
y Col_1 paraun



Linealizacion de la fase exponencial en el medierad antes de la diauxia.

Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. Est (g/L) LOGXd)
3 0,001 0,000 0,000
5 0,002 0,000 0,301
7 0,003 0,000 0,477
9 0,016 0,024 1,206
11 0,018 0,017 1,249
13 0,122 0,002 2,088
15 0,401 0,026 2,604

"Log(X/Xo) equivale al logaritmo en base 10 de nfasa en todos los tiempos cuando t>3 dividido la
biomasa de t=1.

Anédlisis de Regresion - Modelo Lineal Y =a + b*X

Variable dependiente: Biomasa (g/L)
Variable independiente: Tiempo (h)

Error  Estadist ico
Parametro  Estimaciéon  estandar T P-Valor
Ordenada  -0,821617 0,195799  -4,19 623 0,0085
Pendiente 0,217098 0,0198804 10,9 202 0,0001

Andlisis de la Varianza

Fuente  Sumade cuadrados GL Cuadrado medi o Cociente-F P-Valor
Modelo 5,27871 1 5,27871 119,25 0,0001
Residuo 0,221328 5 0,0442656

Total (Corr.) 550004 6

Coeficiente de Correlacion = 0,979673

R-cuadrado = 95,9759 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 95,1711 porcentaj e
Error estandar de est. = 0,210394

Error absoluto medio = 0,153691

Estadistico de Durbin-Watson = 2,23481 (P=0,1693)

Autocorrelacion residual en Lag 1 =-0,247321

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al m odelo lineal para
describir la relacion entre Col_4y Col_3. Laecua cion del modelo
ajustado es

Col_4=-0,821617 + 0,217098*Col_3
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0.01, existe

relacién estadisticamente significativa entre Col_4 y Col_3 paraun
nivel de confianza del 99%.

Linealizacion de la fase exponencial en el mediesrad después de la diauxia.

Tiempo (i) (h) Biomasa (g/L) Desv. Est (g/L) LOGXd)
17 0,432 0,014 2,636
19 0,707 0,033 2,850
21 0,889 0,037 2,949
23 1,024 0,040 3,010
25 1,186 0,106 3,074
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L og(X/Xo) equivale al logaritmo en base 10 de tnfssa en todos los tiempos cuando t>17 dividido la

biomasa de t=1.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal Y = a + b*X

Variable dependiente:Biomasa (g/L)
Variable independiente: Tiempo (h)

Error  Estadist

Parametro  Estimacion  estandar T
Ordenada 1,81522  0,188877 9,6
Pendiente  0,0518345 0,00891366 5,81

Andlisis de la Varianza

Fuente  Sumade cuadrados GL Cuadrado medi
Modelo 0,107473 1 0,107473

Residuo 0,0095344 3 0,00317813

Total (Corr.) 0,117007 4

Coeficiente de Correlacion = 0,958392

R-cuadrado = 91,8514 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 89,1352 porcentaj
Error estandar de est. = 0,0563749

Error absoluto medio = 0,0390288

Estadistico de Durbin-Watson = 1,62579 (P=0,0701)
Autocorrelacion residual en Lag 1 =-0,0767905

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados del ajuste al m
describir la relacion entre Col_6y Col_5. La ecua
ajustado es

Col_6=1,81522 + 0,0518345*Col_5
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a

relacion estadisticamente significativa entre Col_6
nivel de confianza del 95%.
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P-Valor
106 0,0024
518 0,0101

33,82 0,0101

odelo lineal para
cion del modelo

0.05, existe
y Col_5 para un



Anexo 11. Estabilidad de la cepa C50 en turba

Comparacion de la estabilidad en el medio inoculemo el medio alterno vs.

tradicional:

Resumen Estadistico

Frecuencia Media  Varianza Desviacion tipica  Minimo
DRO 3 3,91667E12 1,00208E25 3,16557E12 15E12
DR15 4  1,4625E12 1,08729E24 1,04273E12 55E11
DR30 5 221E12 1,81925E24 1,3488E12 5E11
YMAO 3 3El12 3,25E24 1,80278E12 1,5E12
YMA15 4  2,1125E12 1,48958E23 3,85951E11 1,65E12
YMA30 5 1,33E12 3,0575E23 5,52947E11 75E11
Total 24  2,19792E12 2,41315E24 1,55343E12 5E11

Méximo  Rango Asimetria tipi. Curtosis tipificada
DRO 75E12 6,E12 1,01343
DR15 2,7E12 2,15E12 0,343184 -1,44706
DR30 34E12 29E12 -0,501758 -1,21387
YMAO 5E12 35E12 0,814636
YMA15 25E12 85E11 -0,299579 -1,08444
YMA30 2,15E12 14E12 0,751823 -0,0902142

—————————————————————————— Total
75E12 7,E12 3,87822 517131
Tabla ANOVA

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado
Entre grupos 1,6752E25 5 3,3504E

Intra grupos 3,87504E25 18 2,1528E
Total (Corr.) 5,565024E25 23

Contraste Mdltiple de Rango

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Frec. Media Grupos h
YMA30 5 1,33E12 X
DR15 4 1,4625E12 X
YMA15 4 2,1125E12 X
DR30 5 2,21E12 X
YMAO 3 3,E12 X
DRO 3 3,91667E12 X
Contraste Diferenc
DRO - DR15 2,45417E
DRO - DR30 1,70667E
DRO - YMAO 9,16667E
DRO - YMA15 1,80417E
DRO - YMA30 2,58667E
DR15 - DR30 -7,475E1
DR15 - YMAO -1,5375E
DR15 - YMA15 -6,5E11
DR15 - YMA30 1,325E11
DR30 - YMAO -79E11
DR30 - YMA15 9,75E10
DR30 - YMA30 8,8E11
YMAO - YMA15 8,875E11
YMAO - YMA30 1,67E12
YMAL5 - YMA30 7,825E11
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24
0omogéneos
ias +/- Limites

12 3,56261E12
12 3,40651E12
11 3,80859E12
12 3,56261E12
12 3,40651E12
1 3,12908E12
12 3,56261E12
3,29833E12
3,12908E12
3,40651E12
3,12908E12
2,95012E12
3,56261E12
3,40651E12
3,12908E12

el



* indica una diferencia significativa.

Tabla de Medias
con 95,0 intervalos HSD de Tukey

Error Estandar

Frec. Media (s agrupada)

DRO
DR15
DR30
YMAO
YMA15
YMA30

3 391667E12 8,47113E11
4 14625E12 7,33621E11
5 221E12 6,56171E11
3 3E12 847113E11

4 21125E12 7,33621E11
5 133E12 6,56171E11

Total

24 2,19792E12
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Limite inf.  Limite sup.

2,01237E12 5,82096E12
1,86667E11 3,11167E12
7,3494E11 3,68506E12
1,09571E12 4,90429E12
4,63333E11 3,76167E12
-1,4506E11 2,80506E12



Anexo 12. Crecimiento de las cepas de rizobios sel®l medio de cultivo alterno

1. Estadistica sobre la cepa JO1

Resumen Estadistico

DRJ01 LM'JO01
Frecuencia 8 8
Media 1,96875E10 2,225E10
Varianza 5,63839E18 3,21429E18
Desviacion tipica 2,37453E9 1,79284E9
Minimo 1,45E10 2,05E10
Méximo 2,25E10 2,5E10
Rango 8,E9 4,5E9
Asimetria tipi. -1,82559 1,145
Curtosis tipificada 2,14095 -0,265838

Comparacion de Medias

95,0% intervalo de confianza para la media de DR'J0 1: 1,96875E10 +/- 1,98516E9
[1,77023E10,2,16727E10]
95,0% intervalo de confianza para la media de LMJO 1: 2,225E10 +/- 1,49886E9
[2,07511E10,2,37489E10]
95,0% intervalos de confianza para la diferencia de medias:

suponiendo varianzas iguales: -2,5625E9 +/- 2,25 62E9 [-4,8187E9,-3,06301E8]

contrastes t de comparacién de medias
Hipdtesis nula: medial = media2
Hipdtesis alt.: medial <> media2
suponiendo varianzas iguales: t = -2,4359 7 P-Valor=0,0288108

Comparacion de Desviaciones Tipicas

DRJ01 LMJ01
Desviacion Tipica 2,37453E9 1,79284E9
Varianza 5,63839E18 3,21429E18
GL 7 7

Cociente de varianzas = 1,75417
95,0% Intervalos de Confianza
Desviacién Tipica deDR'J01: [1,56998E9,4,83281 E9]
Desviacion Tipica deLM'JO1: [1,18538E9,3,64892 E9]
Cociente de varianzas: [0,351191,8,7619]
Contrastes F para comparar varianzas
Hipdtesis nula: sigmal = sigma2

(1) Hipdtesis alt.: sigmal <> sigma2
F=1,75417 P-Valor =0,475854

2. Estadistica sobre la cepa C2

Resumen Estadistico

DR'C2 LM'C2
Frecuencia 7 7
Media 2,15E10 4,71429E9
Varianza 1,36667E19 1,82143E18
Desviacion tipica 3,69685E9 1,3496E9
Minimo 1,7E10 3,5E9
Méaximo 2,7E10 7,5E9
Rango 1,E10 4,E9
Asimetriatipi.  0,325489 1,8486

Curtosis tipificada -0,705759 1,98978
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Comparacion de Medias

95,0% intervalo de confianza para la media de DR'C2

[1,8081E10,2,4919E10]

95,0% intervalo de confianza para la media de LM'C2

[3,46611E9,5,96246E9]

95,0% intervalos de confianza para la diferencia de
suponiendo varianzas iguales: 1,67857E10 +/- 3,2

contrastes t de comparacion de medias

Hipétesis nula: medial = media2
Hipdtesis alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = 11,2847

Comparacion de Desviaciones Tipicas

DR'C2 LM'C2
Desviacion Tipica 3,69685E9 1,3496E9
Varianza 1,36667E19 1,82143E18
GL 6 6

Cociente de varianzas = 7,50327

95,0% Intervalos de Confianza

Desviacion Tipica deDR'C2: [2,38222E9,8,14069E
Desviacién Tipica deLM'C2: [8,69675E8,2,97191E

Cociente de varianzas: [1,28927,43,6672]
Contrastes F para comparar varianzas
Hipétesis nula: sigmal = sigma2

(1) Hipdtesis alt.: sigmal <> sigma2
F=7,50327 P-Valor=0,0270609

3. Estadistica sobre la cepa T14

Resumen Estadistico

DRT14 LMT14
Frecuencia 6 6
Media 4,525E10 2,9E10
Varianza 1,56675E20 3,862E20
Desviacion tipica 1,2517E10 1,9652E10
Minimo 3,3E10 1,05E10
Méximo 6,65E10 5,25E10
Rango 3,35E10 4,2E10
Asimetriatipi.  1,08421 0,283296
Curtosis tipificada 0,265843 -1,31691

Comparacion de Medias

95,0% intervalo de confianza para la media de DRT1

[3,21142E10,5,83858E10]

95,0% intervalo de confianza para la media de LMT1

[8,37646E9,4,96235E10]

95,0% intervalos de confianza para la diferencia de
suponiendo varianzas iguales: 1,625E10 +/- 2,119

contrastes t de comparacién de medias

Hipdtesis nula: medial = media2
Hipdtesis alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = 1,70836

Comparacion de Desviaciones Tipicas

2,15E10 +- 3,41902E9
4,71429E9 +/- 1,24818E9

medias:
4094E9 [1,35448E10,2,00267E10]

P-Valor = 9,56171E-8

9
9
4: 4525E10 +/- 1,31358E10
4. 29E10 +/- 2,06235E10
medias:

42E10 [-4,94423E9,3,74442E10]

P-Valor = 0,118369



DR'T14 LMT14
Desviacion Tipica 1,2517E10 1,9652E10
Varianza 1,56675E20 3,862E20
GL 5 5

Cociente de varianzas = 0,405684
95,0% Intervalos de Confianza
Desviacién Tipica deDR'T14: [7,8132E9,3,06993E
Desviacion Tipica deLM'T14: [1,22669E10,4,8198
Cociente de varianzas: [0,0567674,2,89918]
Contrastes F para comparar varianzas
Hipdtesis nula: sigmal = sigma2

(1) Hipdtesis alt.: sigmal <> sigma2
F =0,405684 P-Valor =0,344642

4. Estadistica sobre la cepa C50

Resumen Estadistico

LM'C50 DR'C50
Frecuencia 6 8
Media 2,94167E10 2,24375E10
Varianza 2,70742E20 4,40313E19
Desviacion tipica 1,64542E10 6,6356E9
Minimo 1,35E10 1,35E10
Méximo 5,E10 3,E10
Rango 3,65E10 1,65E10
Asimetria tipi.  0,713665 -0,537547

Curtosis tipificada -0,946392 -1,13929

Comparacion de Medias
95,0% intervalo de confianza para la media de LM'C5
[1,2149E10,4,66844E10]
95,0% intervalo de confianza para la media de DR'C5
[1,689E10,2,7985E10]
95,0% intervalos de confianza para la diferencia de

suponiendo varianzas iguales: 6,97917E9 +/- 1,38

contrastes t de comparacién de medias
Hipdtesis nula: medial = media2

Hipdtesis alt.: medial <> media2
suponiendo varianzas iguales: t = 1,09811

Comparacion de Desviaciones Tipicas

LM'C50 DR'C50

Desviacion Tipica 1,64542E10
Varianza 2,70742E20
GL 5 7

6,6356E9
4,40313E19

Cociente de varianzas = 6,14885
95,0% Intervalos de Confianza
Desviacién Tipica deLM'C50: [1,02709E10,4,0355
Desviacién Tipica deDR'C50: [4,38729E9,1,35053
Cociente de varianzas: [1,1634,42,1388]
Contrastes F para comparar varianzas
Hipétesis nula: sigmal = sigma2

(1) Hipdtesis alt.: sigmal <> sigma2
F=6,14885 P-Valor=0,337725
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10]
7E10]
0: 2,94167E10 +/- 1,72677E10
0: 2,24375E10 +/- 5,54752E9
medias:

478E10 [-6,8686E9,2,08269E10]

P-Valor = 0,293703

9E10]
E10]



