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RESUMEN

En este trabajo se estudió la obtención de suspensiones dtSinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium 
japonicum , considerando el efecto de la harina de hoja de amaranto sobre el crecimiento celular en me
dios recomendados por distintios autores. Los experimentos se realizaron en erlenmeyers en agitador 
rotatorio a 250 rpm y 2,5 cm de excentricidad. Los estudios realizados permitieron establecer medios de 
cultivo para alcanzar concentraciones celulares del orden de 2 x 1010 células viables/ml. Los resultados 
obtenidos muestran que es posible reemplazar los 4 g/1 de extracto de levadura en los medios típicos por 
4 g/1 de harina de hoja de Amaranthus cruentus o sus extractos acuosos. Con las suspensiones obtenidas 
de cada microorganismo se prepararon inoculantes utilizando como soportes, turba y perlita. La sobre
vivencia de las cepas sobre los soportes indicados, a los seis meses, mostraron una concentración de 
9x109 a 2x1010 células viables/g, manteniendo los microorganismos sus propiedades simbióticas.

Palabras clave. Inoculantes. Sinorhizobium meliloti. Bradyrhizobium japonicum. Factores de 
crecimiento.

THE Bradyrhizobium japoniccum AND Sinorhizobium meliloti 
CULTURES IN THE MEDIA CONTAINING Amaranthus cruentus 

LEAF MEAL AS A GROWTH FACTORS

SUMMARY

In this work the cellular growth of the Sinorhizobium meliloti and Bradyrhizobium japoniccum  
in the culture media using Amaranthus cruentus leaf meal as a growth factors were studied. The 
experiments were performed in erlenmeyers flasks at 28°C in a rotary shaker at 250 rpm and 2,5 cm 
of eccentricity. The results obtained showed that is possible to replace the 4 g/1 the yeast extract the 
traditional medium by 4 g/1 of the Amaranthus cruentus leaf meal or its water estract. The bacterial 
suspensions achieved on the order of 2x 1010 viable cells/ml for both strains. Inoculants prepared with 
both strains suspensions using peat an perlite as carriers showed at six month, a bacterial survival on 
the order of 9x l09 to 2 x l0 10 viable cells/g. The strains maintained their symbiotic proprieties.

Key words. Inoculants. Sinorhizobium meliloti. Bradyrhizobium japonicum. Growth factors.

INTRODUCCIÓN

La obtención de suspensiones de microorganis
mos, con alta concentración celular y a bajo costo, es 
una premisa fundamental en la elaboración de ino
culantes comerciales. Las condiciones de medio y o- 
peración influyen marcadamente en el crecimiento 
de las bacteria (Balatti et al., 1987; Balatti et al., 
1991). Roughley (1985,1988) puntualiza que el éxi
to de los programas de inoculación de leguminosas

depende, entre otros factores, de la concentración de 
microorganismos que tiene el inoculante. En esta re
gión de la provincia de La Pampa está muy difun
dido el cultivo de variedades de leguminosas y para 
su inoculación se utilizan microorganismos que per
tenecen a los géneros Sinorhizobium, Rhizobium y 
Bradyrhizobium. El diseño de medios de cultivo pa
ra el desarrollo de estas cepas ha utilizado tradicio
nalmente extracto de levadura como aporte de fac-
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días fue raleada una planta y a  las 8 semanas de la siembra 
se separó la parte aérea, se secó en estufa con circulación 
de aire durante 72 horas a 60°C y , al cabo de este tiempo, 
se determinó peso seco y porcentaje de nitrógeno por el 
método de Kjeldahl, en un equipo Tecator, Kjeltec Auto 
1030 Analyzer.

Para el cultivo de soja se hicieron 5 repeticiones con 
cuatro plantas cada una, a los 25 días de sembradas las 
semillas, se realizó el raleo de manera de dejar dos plan
tas en cada recipiente y a los 50 días se separó la parte 
aérea, se determinó peso seco y porcentaje de nitrógeno, 
en las mismas condiciones que para el caso de alfalfa.

RESULTADOS
En el Cuadro N° 3 se presentan las máximas con

centraciones de microorganismos alcanzadas con am
bas cepas en medios con extracto de levadura, harina 
de hoja de amaranto en distintas concentraciones, 
como así también su extracto acuoso. Se observa en 
general que a medida que se aumenta la concentración 
de harina de hojas de amaranto se produce una leve 
disminución del número de células viables teniendo 
para ambos microorganismos un comportamiento 
similar. Con extracto acuoso de mayor concentración 
se obtuvieron valores más altos de concentración de 
biomasa.

En las Figuras 1 y 2 se presenta la evolución del 
crecimiento celular durante los procesos, se ve que el 
comportamiento es muy similar para la concentración 
de harina de hoja (4 g/1), su extracto acuoso (40 g/1) y
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el extracto de levadura. Los valores de células viables 
fueron del orden de 10 10 células viables/ml y los valores - 
de tiempo de generación están en el orden de 2,5 horas 
para la cepa de crecim iento rápido (Sinorhizobium me- 
liloti) y 8,5 horas para la cepa de crecimiento lento 
(Bradyrhizobium  japonicum).

E n las F iguras 3 y 4 , se m uestra la evolución de la 
sobrevivencia de las cepas en estudio utilizando ino
culantes obtenidos con diferentes m edios y distintos 
soportes. E n general, se observa al considerar en pri
m er térm ino el m edio de cultivo utilizado, siem pre 
existe una pequeña diferencia a favor de los inoculantes 
con extracto de levadura. Por otra parte, si se considera 
el soporte, en general todos los inoculantes preparados 
con turba m ostraron m ayor sobrevivencia que aquellos 
obtenidos con perlita.

En los C uadros N° 4 y 5 se m uestran los resultados 
del peso  seco y porcen ta je  de n itrógeno, prom edio

de 10 repeticiones por tratam iento , realizado  en  cá
m ara clim atizada con p lantas de alfalfa y S inorh izo 
bium  m eliloti e invernáculo con plantas de soja y 
B radyrhizobiumjapónicum , respectivam ente. En am 
bos casos, realizado el análisis estadístico de acuerdo 
al T est de Tukey (Pim entel, 1978) se com prueba que 
existe un com portam iento sim ilar para todos los ino
culantes, independientem ente de la fuente de facto
res de crecim iento y soporte em pleado.

DISCUSIÓN

L as F iguras 1 y 2 m uestran  que ex is te  una ev o 
lución m uy sim ilar en el c rec im ien to  con am bas ce 
pas, lo cual está  ind icando  que el sum in istro  de fac 
tores de crec im ien to , v itam inas y am inoácidos es 
m uy adecuado , ya sea que  p rovengan  del ex trac to  
de levadura, ho ja  de am aran to  o su ex trac to  acuoso. 
L as concen trac iones alcanzadas y el tiem po  de ge
neración de cada  cepa  están  ind icando  que la harina 
de ho ja  de am aran to  en  concen trac ión  dev4 g/1 y el 
ex tracto  acuoso  de 40 g/1 p roducen  las m ism os e- 
fectos que el ex trac to  de levadura. L a  d ism inuc ión  
ce lu lar que se p roduce  en los cu ltivos u sando  co n 
cen trac iones m ayores de 4 g/1 de harina  de ho ja  se 
puede atribuir, p robablem ente, a que se p roduce un 
aum ento de v iscosidad del m edio  com o conse
cuencia de que este p roducto  se m antiene en suspen
sión, lo cual podría d ism inuir la d isponibilidad de 
oxígeno por parte de las célu las y, por o tra parte, a la 
presencia de algún am inoácido que podría  haber 
lim itado el crecim iento.

Si se analiza  la sob rev ivencia  en los inocu lan tes 
p reparados con  suspensiones ob ten idas en m edios 
d iferen tes y con soportes d is tin to s su rge según se 
ve en las F iguras 3 y 4 que ex is te  una  tendenc ia  a 
m ayor sob rev ivencia  con ex trac to  de levadura  y 
con soporte  a base  de turba. Sin em bargo  estas d ife 
rencias no son sign ificativas.

P or ú ltim o, si se consideran  los estud ios con 
p lan tas, C uadros N° 4 y 5, se m uestra  que no ex iste  
n inguna lim itación  en cuan to  a la  e fic iencia  sim 
b ió tica  de las cepas estud iadas, en razón  de que los 
lotes inoculados presentan  un com portam ien to  sim i
lar, no encon trándose  en tre  e llo s d iferencias sig 
n ifica tivas, com o lo dem uestran  los estud ios esta 
d ísticos realizados.
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CONCLUSIONES  

C om o corolario y conclusión de estos estudios se 
ha com probado, para las cepas ensayadas, que la 
harina de hoja de A m aranthus cruentas y  su extracto 
acuoso pueden ser em pleados en reem plazo del 
extracto de levadura y, por otra parte, tam bién se 
dem uestra que es posible utilizar la perlita, que es un 
material de bajo costo con relación a la turba, com o 
soporte de suspensiones celulares. La investigación

realizada para este tipo de m etodología es orig inal, en 
razón de que no se conocen antecedentes bibliográficos 
y, por otra parte, se debe destacar que el uso de harina 
de hojas de am aranto, que es un producto para aplica
ción industrial, en los m edios de ferm entación cons
tituyen un aspecto que perm itiría considerar en el 
futuro, el estudio del crecim iento de otros m icroor
ganismos que nodulan legum inosas o de otros procesos 
industriales.
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