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SÍNTESIS 
 
 
La inoculación de la soya con rizobios, como muchas otras leguminosas, no siempre resulta 

exitosa, por lo que la carencia de nitrógeno redundará en cultivos con muy bajos rendimientos. 

Numerosos factores influyen en el fracaso de esta interacción, pero la producción de factores 

de nodulación por la bacteria constituye una clave importante en el éxito de esta simbiosis. En 

la bibliografía consultada nada se ha encontrado acerca del efecto de los medios de cultivo 

sobre la síntesis de estos lipoquitinoligosacáridos. En este trabajo se determinó el efecto de 

diferentes compuestos y medios de cultivo sobre la producción de los factores Nod y la 

capacidad de nodulación de la soya. Mediante experimentos de nodulación y cromatografías se 

demostró el poder inductor de la semilla de soya molinada y la melaza sobre los factores de 

nodulación de Bradyrhizobium sp. Se diseñó y mejoró un nuevo medio de cultivo para la cepa 

ICA 8001 con la inclusión de estos compuestos en su formulación, lo cual permitió obtener una 

adecuada multiplicación celular, una elevada síntesis de factores Nod y un inóculo con alta 

capacidad de nodulación sobre diferentes variedades de soya. Se demostró que elementos 

hidrosolubles de la semilla de soya pueden actuar como inductores de factores Nod. Los 

experimentos de campo permitieron validar la superioridad del nuevo medio de cultivo sobre la 

nodulación, el crecimiento, el desarrollo y los rendimientos del cultivo de la soya. Se demostró 

la influencia del medio de cultivo sobre la producción de los factores de nodulación en 

diferentes especies del género Bradyrhizobium. Se logró, además, reubicar taxonómicamente a 

la cepa ICA 8001 dentro de la especie Bradyrhizobium  elkanii  mediante la utilización de la 

taxonomía polifásica. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Indudablemente, el uso de las leguminosas como fuente de fibras y alimentos continuará 

incrementándose en el futuro. La soya, en particular, se perfila como uno de estos cultivos con 

grandes posibilidades.  Diversos estudios respaldan los "poderes" conferidos a esta semilla 

que, gracias a la tecnología, ha podido transformarse en gran variedad de productos que 

proporcionan muchos nutrientes al hombre y los animales (Lacasa, 1990; Carrao y Gontijo, 

1995) siendo especialmente rica en proteínas, al punto que muchos países la utilizan como 

fuente principal de este elemento en lugar de la carne, el huevo o la leche. Las proteínas de 

soya son completas, consideradas de calidad biológica semejante a la encontrada en las de 

origen animal. Provee al organismo además de aminoácidos, hierro, calcio y varias vitaminas 

indispensables para el buen funcionamiento del cuerpo.  

Esta leguminosa, cultivada en Asia desde hace 5.000 años, contiene cantidades 

considerables de fibra, pequeñas proporciones de grasa saturada y, por su origen vegetal, no 

contiene colesterol. Proporciona además uno de los aceites alimenticios más abundante y 

menos costoso del mundo (Anónimo, 2002). 

Pero más allá de satisfacer las exigencias del mundo macrobiótico, la soya ha dejado 

asombrada a la comunidad científica al mostrar su amplia gama de propiedades para diversos 

males que roban el aliento a la humanidad (Varela, 2001). Su eficacia para prevenir el cáncer, 

los males cardíacos y la osteoporosis son algunas propiedades demostradas ya, aunque no 

son las únicas afecciones contra las que lucha silenciosamente la soya. Los beneficios 

adicionales de esta leguminosa alcanzan a quienes padecen de intolerancia a la lactosa, 

problemas digestivos, fibrosis quística, males renales y diabetes. 

Sin embargo, nuevos usos en la agricultura pueden alterar la percepción acerca de estas 

plantas asociadas a organismos fijadores de nitrógeno y su importancia en los sistemas 

sostenibles (Vance, 1998). La adopción de nuevos empleos: como la fitoremediación (Shimp y 

col. 1993;  Stomp y col. 1994), la generación de energía eléctrica, así como la elaboración de 
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productos industriales, farmacéuticos y naturales a partir de estas plantas, entre otros, puede 

resultar en incrementos sustanciales de la presencia de estas especies en la biosfera e 

incrementar la diversidad en los sistemas de cultivo.  

Más que cualquier otra tecnología energética, la energía proveniente de la biomasa 

vegetal es capaz de suministrar energía sin contaminación ambiental, pues reduce la 

producción de cenizas, materiales alcalinos, monóxido de carbono y óxidos de nitrógeno  

(DeLong y col. 1995). 

Las rizobiáceas no pueden fijar el nitrógeno del aire de manera independiente, sino en 

asociación con las leguminosas. En el proceso simbiótico ambos participantes se benefician 

pero es altamente costoso para el microasociado. Este fenómeno es la consecuencia de 

complejas interacciones (señales) moleculares planta-microorganismo, en el cual ambos 

simbiontes determinan el resultado final (Madigan, Martinko y Parker, 2003). 

Estos mismos autores indicaron que la interacción de ambos organismos es de gran 

importancia en la agricultura,  pues conlleva a notables incrementos del nitrógeno combinado 

en los suelos. Dado que frecuentemente aparecen deficiencias de este elemento en suelos sin 

fertilizar, aquellas leguminosas noduladas poseen ventajas selectivas en estas condiciones y 

pueden crecer bien en áreas donde otras plantas no pueden hacerlo.  

A pesar de que se han obtenido notables avances en el conocimiento molecular y 

bioquímico de la fijación simbiótica del nitrógeno, éstos no se han traducido en el desarrollo 

esperado. Mucho queda por hacer para poner los conocimientos en función de una agricultura 

eficiente y sostenible.  

 La inoculación de la soya, como muchas otras leguminosas no siempre resulta exitosa, 

por lo que la carencia de nitrógeno redundará en cultivos con muy bajo rendimiento. 

Numerosos factores influyen en el éxito de la interacción, pero la producción de factores de 

nodulación (lipoquitinoligosacáridos) pudiera constituir una clave importante en el éxito de esta 

simbiosis (Hadri y Bisseling, 1998).  
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Si bien se conoce el papel que pueden desempeñar los medios de cultivo en la obtención 

de biopreparados (Bowen y col. 1963) y de cómo es posible modificar la expresión genética  de 

un microorganismo en dependencia de la composición de aquellos, nada se ha publicado 

acerca de su efecto sobre la síntesis de los factores de nodulación. Hasta el presente los 

medios para inocular la soya solo han tenido en cuenta la producción de biomasa bacteriana y 

no la posibilidad de explotar la capacidad fisiológica de la célula para producir estas 

biomoléculas. 

Dada la importancia de esta planta, así como la necesidad de contar con medios de 

cultivo que garanticen biopreparados de máxima calidad, se propone la siguiente hipótesis de 

trabajo: 

La variación en la capacidad fisiológica del microorganismo, influenciada por el medio de 

cultivo, incrementa la efectividad de la nodulación en la simbiosis Bradyrhizobium-soya (Glycine 

max (L.) Merrill). 

Para confirmar o refutar la misma se plantearon los siguientes objetivos de trabajo: 

1. Verificar la ubicación taxonómica de la cepa ICA 8001 dentro del género 

Bradyrhizobium. 

2. Evaluar la influencia de algunos elementos del medio de cultivo sobre el potencial de 

nodulación en diversas cepas de Bradyrhizobium  sp.  

3.  Diseñar un medio de cultivo para Bradyrhizobium sp. con materias primas de 

producción nacional que posea un buen efecto sobre la nodulación. 

4.  Determinar la influencia del medio de cultivo para Bradyrhizobium sp. sobre la 

nodulación, el desarrollo y el rendimiento del cultivo de la soya.  

Como resultado de este trabajo se alcanzaron las siguientes Novedades científicas: 

- Fue reclasificada la cepa ICA 8001 como Bradyrhizobium elkanii.  

- Por primera vez se informa de la influencia del medio de cultivo sobre la producción de 

factores de nodulación en Rhizobiaceae.  
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- Se presenta por vez primera el perfil de factores de nodulación en la cepa ICA 8001.  

- Se demostró que la adición de un amplificador de la inducción de los genes nod, cuando 

existen inductores fuertes en el medio, influye negativamente sobre la producción de los 

factores de nodulación. 

Importancia teórica: En el desarrollo de este trabajo se reclasificó la cepa ICA 8001 

según la nueva taxonomía propuesta para Bradyrhizobium sp. y se determinó el perfil de 

factores de nodulación producidos por esta cepa. Se demostró que para Bradyrhizobium el 

perfil de factores Nod depende del medio de cultivo.  

Importancia práctica: Se demostró la posibilidad de manejar algunas señales 

moleculares relacionadas con la nodulación en beneficio de la interacción Bradyrhizobium - 

soya. Los resultados de este trabajo permitieron proponer un nuevo biopreparado para la 

inoculación de la soya, que incluye un medio de cultivo que mejora la multiplicación celular, que 

es más económico que el medio de Propagación empleado en Cuba. Constituye la Patente de 

Invención No. 22 797, OCPI, Cuba; cuyo título es: “Medio de cultivo para Bradyrhizobium 

japonicum. Biopreparado resultante.” La aplicación de este medio es efectiva para diferentes 

especies y cepas de Bradyrhizobium, así como para diferentes variedades de soya.  

Estos resultados han sido publicados en diferentes revistas, presentados en eventos 

científicos y formaron parte del proyecto: “Desarrollo de tecnologías de biofertilización más 

eficientes a base de Rhizobium sp. mediante la inducción de la síntesis y excreción de los 

factores de nodulación”, correspondiente al PNCT de Biotecnología Agrícola # 00300077. 

Esta tesis fue predefendida ante el Consejo Científico de la Facultad de Biología, 

Universidad de la Habana. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 El cultivo de la soya (Glycine max (L.) Merrill)  

2.1.1 Distribución en el mundo 

Aunque los europeos se enteraron de la existencia de la soya en 1712, por los escritos de 

Engelbert Kaenfer, botánico alemán que conoció el cultivo mientras vivió en Japón (1691 – 

1692), las primeras semillas, traídas desde China, fueron plantadas en 1740 en Paris, en el 

Jardin des Plantes ( Hymowitz y Singh, 1987).  

En 1875 y en los años subsiguientes, Frederick Haberlandt, de Viena, trató de difundir 

este cultivo por Europa pero la producción no se extendió, probablemente por problemas de 

manejo y pobres condiciones climáticas. 

A partir de embarques de grano y productos de soya realizados a Europa cerca de 1908, 

la especie atrajo la atención del mundo. Un detallado relato sobre las primeras introducciones y 

el desarrollo del cultivo en los distintos países asiáticos, Australia, África y las Américas ha sido 

realizado en 1923 por Piper y Morse. 

En el continente americano fue introducida por primera vez en Georgia (EE.UU.) en 1765, 

desde China, vía Londres y, posteriormente, en 1851, en Illinois (EE.UU.), desde donde se 

multiplicó y diseminó. Sin embargo, la gran expansión del cultivo en ese país se inició en la 

década del 40, liderando la producción mundial de soya a partir de 1954.  

En Brasil fue introducida en 1882, pero su difusión se inició a principios del siglo XX y la 

producción comercial comenzó en la década del ‘40 (Fundacao Cargill, 1983), convirtiéndose 

en la actualidad en el segundo productor mundial de grano de soya (Federación Agraria 

Argentina, 1996). 

Argentina es otro de los grandes productores de este cultivo, donde se comenzó con las 

primeras plantaciones en 1862 (Pascale, 1989) y se decretó el interés nacional en el cultivo 



 8

100 años más tarde. En la actualidad ocupa el cuarto lugar mundial como productor del grano 

(Giorda y Baigorri, 1997). 

2.1.2 Importancia del cultivo 

La soya es el grano del cual el hombre obtiene la mayor cantidad de productos, con usos 

muy diversos para su vida y el medio donde se desenvuelve (Giorda y Baigorri. 1997). De ella 

se obtienen productos oleaginosos (glicerol, ácidos grasos, esteroles, aceite de soya refinado, 

productos farmacéuticos, agentes anticorrosivos, combustible ecológico, pinturas, lecitina de 

soya y otros de usos nutricionales, dietéticos y médicos, también agentes antiespumosos, 

pinturas y tintas), integrales (bebidas de leche instantánea, soya cocida, harina de soya 

integral, confituras, productos dietéticos, salsa de soya); proteínicos (pastas alimenticias, 

comidas para niños, productos cárnicos, reactivos para análisis, antibióticos, pesticidas, 

alimentos balanceados para animales) y de la cascarilla se producen alimentos balanceados 

para el ganado lechero, materiales para filtros y pan integral. 

 Entre la diversidad de productos, como los oleaginosos, integrales y proteínicos, cabe 

destacar el uso técnico del aceite refinado como combustible ecológico y la repercusión que 

podría tener en la producción y demanda de soya en el mundo. La soya constituye la fuente de 

aceite y proteínas vegetales de mayor importancia a nivel mundial (Wicox, 1985).  

La proteína de soya se perfila como el único ingrediente comercial producido en 

volúmenes considerables que se utilizará probablemente en el futuro, tanto para fines 

nutricionales como funcionales, como sustituto de las proteínas tradicionales de origen animal. 

La creciente aceptación de este cultivo responde a sus cualidades inigualables: buenas 

propiedades alimenticias y funcionales para aplicaciones en alimentos, alto valor nutricional, 

abundancia, disponibilidad y bajo costo (Sipos, 1990).  

En Cuba, la posibilidad de obtener leche directamente a partir del grano de soya, 

constituyó una valiosa opción para tratar de recuperar la enorme caída de la producción de 

leche de vaca. Su utilización como extensor en la elaboración de productos cárnicos, como 
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alimento animal y humano (Pérez y Rábago, 1992; Pérez, 1995 (a y b); Pérez, 1996 (a y b)), 

que incluye demanda de aceite, han requerido que el país se trace una estrategia para 

incrementar la producción del cultivo.  

Otra ventaja de esta leguminosa es la posibilidad de rotación con cultivos de importancia 

económica como el arroz, la caña de azúcar y el tabaco, en los que permite suplir gran parte de 

sus necesidades reales de N, lo que representa un ahorro considerable en los costos de 

producción en cada campaña (Leyva y Pohlan, 1987).  

2.1.3 La soya en Cuba 

Desde el año 1905 se tiene el primer informe sobre la aclimatación de 50 variedades del 

cultivo en el país (Estación Experimental Agronómica de Santiago de las Vegas, 1905). En 

1955 se edita el folleto titulado “El cultivo del frijol de soya” (Muller, 1955). Así sucesivamente 

se fueron realizando trabajos de extensión que en sus primeros objetivos tenían la extracción 

de aceite para suplir importaciones y el uso de la torta para alimentación del ganado (Díaz, 

1996).  

A partir de la década del ´70 se han venido desarrollando trabajos de mejoramiento 

genético e introducción con el objetivo de obtener variedades que puedan ser sembradas en 

diferentes épocas, productoras de granos, forrajes, o ambos, con características apropiadas 

para la cosecha mecanizada y con buena tolerancia a las principales enfermedades y plagas 

que atacan al cultivo (Cueto, 1977; Díaz, 1992 y Díaz y col. 1994).  

El desarrollo y adaptación de variedades y su potencial agro-fitotécnico se perfeccionaron 

en la década del ‘80 al '90, lo que ha sido impulsado con los programas de investigación, el 

escalado y la producción comercial de inoculantes (López y Pijeira, 1996). De esta forma, la 

producción de derivados de la soya se ha incrementado sostenidamente, existiendo ya 28 

fábricas que producen sus derivados lácteos (Esquivel y col. 1998).  

En el año 2001 se inauguró en Santiago de Cuba una planta procesadora del grano, la 

cual tiene como objetivos principales la introducción de sus derivados en renglones 
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alimentarios vitales como la leche y el yogurt, la obtención de aceite, lecitinas, harinas para 

consumo humano y animal y vegetal proteico. (Radio Reloj Internet, 2001).  

En la actualidad el cultivo de la soya en Cuba se encuentra en fase de generalización. Los 

centros de investigación agrícolas continúan trabajando en la evaluación de las variedades 

para diferentes épocas y ecosistemas, en la producción de semillas básicas y registradas, así 

como en todo lo referente a las tecnologías del cultivo.  

El país tiene interés en ampliar el cultivo comercial de la soya en la medida que se 

demuestre su factibilidad técnica y económica, debido a la alta demanda nacional y los 

elevados precios en el mercado internacional. 

Por la importancia que para el país tiene el cultivo, en 1995 se creó por el Ministerio de la 

Agricultura, un Grupo Nacional para acelerar la introducción de la soya en Cuba, en el cual 

están representados los organismos, institutos de investigaciones y otras entidades 

relacionadas con esta tarea. Este grupo trabaja regularmente e impulsa la transferencia de 

tecnologías (investigación, validación, difusión, adopción), sensibiliza a cuadros y productores 

contribuyendo a buscar las vías para asegurar a los productores el abastecimiento técnico 

material para la siembra, cosecha y beneficio del grano, así como su comercialización. 

Como resultado de lo anterior, anualmente se han sembrado entre 150 y 200 hectáreas 

de frijol de soya nacionalmente, con rendimientos promedios entre 0.5 a 1.0 t.ha-1, con 

tendencia a aumentar, en la medida que se va dominando la tecnología, se introducen 

maquinarias especializadas y se estabiliza el suministro de insumos (Colectivo de autores, 

1998).  

2.1.4 El nitrógeno como requerimiento fundamental del cultivo 

La soya es una especie oleaginosa que presenta una alta acumulación de proteínas en 

las semillas, lo cual la convierte en el cultivo con la mayor demanda de N y la menor 

producción de biomasa de semilla por unidad de fotoasimilado producido (Sinclair y Wit, 1975).  
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El contenido de N en las semillas dependerá de: la tasa de acumulación de N en la planta 

durante el desarrollo de las semillas, la longitud del período de llenado y la cantidad de N 

acumulado previamente en los órganos vegetativos, susceptible de ser translocado a las 

semillas (Quijano y col. 1995). Si no existen limitantes importantes de otra naturaleza 

(radiación, agua o fósforo), el rendimiento de la soya es función directa de la capacidad de 

acumular N que exhiba el cultivo. 

En su carácter de leguminosa, la soya puede cubrir sus requerimientos de N a partir del 

aporte del suelo (por la mineralización de N orgánico), la fertilización y el aire, por medio de la 

fijación biológica de nitrógeno (FBN) (Buttery, Park y Hume, 1991).  

El porcentaje de N que aporta la fijación simbiótica depende de las condiciones físicas y 

químicas del suelo y del suministro de fotoasimilados de la planta. Así, condiciones de alta 

disponibilidad de nitratos en el suelo son inhibitorias para la fijación biológica de N. La fijación 

de N es muy susceptible a la deficiencia hídrica en el suelo, cesando la capacidad de reducir N 

atmosférico cuando el nódulo tiene menos del 80 % del peso fresco del tejido totalmente 

turgente. Con etapas de sequía, el cultivo deberá tomar un porcentaje mayor de N mineral 

presente en el suelo. Otro factor importante que reduce la fijación de N es la falta de aireación 

del suelo, debido a estados de compactación física o a saturación por inundaciones (Raper y 

Kramer, 1987). 

La acumulación de N sigue una función muy similar a la acumulación de materia seca, es 

decir que al principio del cultivo la tasa de asimilación es baja y luego va incrementándose 

hasta llegar a un máximo durante el período de floración y establecimiento de los frutos. 

Cuando comienza el llenado de los granos, la tasa de asimilación de N empieza a declinar. Por 

ello la acumulación de N en las semillas es función de la acumulación de N en los tejidos 

vegetativos. El porcentaje de N acumulado en las semillas respecto al N en el resto de la planta 

en la cosecha (sin considerar las hojas caídas) es de alrededor del 90%, mientras que la 

partición de materia seca oscila entre el 47 y el 56% (Hume y col. 1989). 
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Durante el proceso de llenado de las semillas, la demanda de N es muy alta y una 

importante proporción del N foliar es removilizado hacia las mismas. Una reducida tasa 

asimilatoria de N, ya sea durante el período vegetativo o durante el llenado de los granos, así 

como una redistribución incompleta del mismo, determinan pérdidas en el potencial de 

rendimiento de la soya (Hume y col. 1989). Hanway y Weber (1971) informaron que las 

semillas son el principal destino de acumulación de nitrógeno proveniente de la removilización 

de otras partes vegetativas. 

2.2 Fijación biológica del nitrógeno (FBN) 

Para el año 2025 se espera que la población mundial haya crecido hasta un 40 % 

(Mannion, 1998). Teniendo en cuenta que aproximadamente 11g de N se consumen por 

persona cada día (Frink, Waggoner y Ausubel, 1999) y que las plantas aportan hasta el 80% de 

las necesidades dietéticas en la mayor parte de los trópicos y subtrópicos, se necesitaría para 

entonces un incremento desmesurado en la producción agrícola mundial. 

Deficiencias en N son comunes en los suelos de las regiones tropicales (Graham, 1981; 

Dakora y Keya, 1997). Por constituir este elemento después de la luz y el agua, el principal 

factor limitante para los cultivos, su suministro en forma de fertilizante químico alcanza hoy 

aproximadamente 80 Tg (teragramos, equivalente a 1012 gramos) por año en el mundo (Frink, 

Waggoner y Ausubel, 1999). 

 El empleo elevado de fertilizante nitrogenado representa una carga medioambiental, que 

incluye la contaminación del aire, la lluvia ácida, contaminación del agua por nitrato, así como 

una eutrofización y reducción de la biodiversidad (Socolow, 1999). Grandes aplicaciones de 

fertilizante nitrogenado para maximizar la producción en los países desarrollados sólo 

exacerbarán estos problemas, mientras que en los países subdesarrollados el alto costo y los 

problemas de distribución continuarán siendo las limitantes. Esto indica que la fijación biológica 

del nitrógeno por microorganismos asociados a las plantas, proporciona una alternativa barata 

y ecológicamente sana que pudiera evitar la catástrofe hambruna que se nos avecina.  
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Después de la fotosíntesis, la fijación biológica del nitrógeno -reducción de dinitrógeno 

(N2) atmosférico a dos moléculas de amonio-, constituye el proceso biológico más importante 

sobre la biosfera. En ausencia de fertilizantes modernos  o desechos animales, los 

ecosistemas naturales cuentan con la conversión biológica del dinitrógeno atmosférico a 

formas asimilables por las plantas. Este proceso es realizado exclusivamente por procariontes, 

incluyendo muchos géneros de bacterias, cianobacterias y el actinomiceto Frankia sp. 

(Zuberer, 1998). 

Los microorganismos fijadores de nitrógeno pueden existir como organismos de vida libre 

o en asociaciones de diferentes grados de complejidad con otros organismos, plantas y 

animales. Este rango va desde interacciones menos fuertes como la asociativa hasta 

asociaciones complejas como la simbiótica, en la que la bacteria y la planta se comunican a un 

exquisito nivel molecular y comparten funciones fisiológicas (Zuberer, 1998). Esta última ha 

recibido especial atención por su contribución a la fertilidad de los suelos, a la producción de 

alimentos para el hombre y los animales y a la economía de fertilizantes nitrogenados (Frioni, 

1990). 

Este proceso, que comienza con dos organismos de vida libre y termina con una íntima 

coexistencia celular, permite un intercambio de nutrientes en el cual la bacteria brinda nitrógeno 

fijado a la planta gracias a la acción de la enzima nitrogenasa y recibe de ésta azúcares y otras 

sustancias (Long, 2001).  

Leguminosas en combinación con el cultivo del arroz fijan anualmente hasta 40 Tg de 

nitrógeno (Galloway, 1998). Se cultivan en los trópicos para alimento, forrajes, para servir como 

abonos verdes y tapar cosechas y son utilizados además como suministro de N para otros 

cultivos (Giller, 2001).  

El suministro inadecuado del N en la agricultura constituye uno de los factores más 

importantes de los que contribuyen al hambre humana. A pesar de ser un elemento abundante, 
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que compone casi el 80 % de la atmósfera terrestre, constituye una fuente nutritiva muy escasa 

porque el N atmosférico es inerte y no pueden aprovecharlo la mayoría de los organismos. 

La fisiología de las plantas requiere niveles relativamente altos de nitrógeno para producir 

abundante biomasa o rendimiento. Todas las formas de vida requieren nitrógeno para sintetizar 

proteínas y este elemento es frecuentemente el nutriente limitante para las plantas y el 

crecimiento microbiano en el suelo. En sistemas naturales, el nitrógeno necesario a las plantas 

proviene del suelo, de la lluvia, de otras deposiciones atmosféricas o de la fijación biológica del 

nitrógeno (Vance, 1998). 

La fijación industrial de nitrógeno produce alrededor de 85 millones de toneladas métricas 

por año (Hauck, 1985; Waggoner, 1994) pero requiere altos insumos de energía, usualmente 

en forma de gas natural. Sin embargo, se informan valores de nitrógeno fijado biológicamente 

de alrededor de 100-180 millones de toneladas métricas por año, contribuyendo en un 65% al 

nitrógeno total utilizado en la agricultura (Burris y Roberts, 1993). 

El nitrógeno fijado biológicamente por los microorganismos en simbiosis garantiza una 

fuente directa de este elemento a ser utilizada por la planta, y de esta manera, menos 

susceptible a la volatilización, desnitrificación y a la lixiviación.  

Aproximadamente el 80% del nitrógeno fijado biológicamente en la agricultura, proviene 

de la simbiosis entre las leguminosas y las especies de Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y Allorhizobium (Vance, 1998). De esta unión se 

forma, a nivel radicular, un órgano llamado nódulo dentro del cual se transforma el nitrógeno 

(N2) del aire en amonio (NH4
+), que es una forma asimilable por las plantas.  

El aporte de la FBN representa un ahorro del N del suelo. El porcentaje acumulado de la 

planta que proviene de la fijación presenta una relación inversa con la cantidad de N disponible 

en el suelo, el que constituye la limitación más importante de la FBN (Venturi y Amaducci, 

1985). 
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La mineralización de N orgánico condiciona la magnitud de la FBN a través de un 

complejo sistema de control ejercido a distintos niveles. Entre estos niveles se mencionan la 

formación de nódulos, la regulación de la síntesis y la actividad de la enzima Nitrogenasa, 

presente en todos los rizobios y responsable primaria de la FBN (Postgate, 1982), y por último, 

el balance energético global de la planta, a la cual le resulta más barato, en términos de 

energía gastada, absorber N del suelo cuando dicho elemento está disponible, que fijarlo 

(Atkins, 1984). 

Los requerimientos de N de la planta de soya desde la germinación hasta la floración, son 

bajos. En esta etapa, la acumulación de N está definida por la tasa de crecimiento del cultivo y 

es independiente de la oferta, debido a la reducida demanda. En la etapa que media entre el 

comienzo de la fructificación y la plenitud del llenado de los granos, los requerimientos 

nitrogenados son altos y se observan diferencias en función de la oferta de N, que se 

manifiesta en la definición del rendimiento (Martínez y Caballero-Mellado, 1996). 

 Estos autores expresan que hasta el comienzo de los estadios reproductivos del cultivo el 

suelo puede satisfacer, en líneas generales, los requerimientos de nitrógeno, pero en la 

segunda etapa es necesaria la participación de la FBN que, cuando es eficiente, realiza su 

mayor y más importante aporte. El incremento de la FBN durante el llenado de granos aumenta 

el rendimiento en grano. 

Existen diversos factores ambientales que condicionan la FBN. Cualquier evento 

ambiental (como por ejemplo estrés térmico, sequía, anegamiento prolongado, etc.) que 

comprometa tanto la FBN como la mineralización de N, compromete la acumulación de este 

elemento en la biomasa y, como consecuencia, el rendimiento (González, 1994). 

El sistema simbiótico Rhizobium-soya requiere que no haya limitantes minerales, sea por 

exceso o por defecto, para el desarrollo normal del cultivo. Las carencias de fósforo (P) 

disminuyen notablemente la formación de nódulos y por consiguiente la FBN.  
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El nitrógeno combinado suprime la fijación por inhibición de la síntesis de la nitrogenasa, 

mediante mecanismos de represión de la expresión de los genes responsables de la síntesis 

de los componentes de la enzima (genes nif). En Klebsiella pneumoniae la represión ha sido 

estudiada en detalle y la molécula crucial es una enzima, la glutamino sintetasa, que cataliza el 

primer paso en la síntesis de aminoácidos: el amonio reacciona con el glutamato formando otro 

aminoácido: la glutamina. La mayoría de los otros aminoácidos se forman por transferencia del 

nitrógeno desde la glutamina a otros compuestos. La glutamino sintetasa es regulada por 

inhibición “feed-back” o retroalimentación, por distintos productos finales de la síntesis de 

aminoácidos. Altas concentraciones de glutamina o de algún otro aminoácido disminuye la 

actividad de la enzima y suprime también la producción de aminoácidos adicionales (Brill, 

1977). 

La FBN, cuando ocurre normalmente, aporta entre el 25 y el 84% del nitrógeno total 

absorbido por el cultivo de la soya (Buttery, Park y Hume, 1991). Este aporte es muy variable, 

ya que depende de diversos factores, como la presencia o  no de rizobios y su abundancia en 

el suelo; el género, especie y cepas de rizobios existentes en el suelo o inoculadas; las 

características físico-químicas de los suelos y las condiciones ambientales. En la Argentina se 

citan aportes entre el 30 y el 42% (González, 1994). 

2.2.1 Simbiosis Rhizobiaceae-leguminosas 

Especies de los géneros bacterianos Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, 

Azorhizobium, Mesorhizobium y Allorhizobium, colectivamente denominados como rizobios 

(Young, 1996; de Lajudie y col. 1998), son conocidos por su relación simbiótica con las plantas 

de leguminosas. El rizobio infecta el tejido radical de la planta huésped a través de los pelos 

radicales (aunque se conocen otras vías de infección) e induce la formación de los nódulos. 

Éstos órganos formados sobre la planta constituyen el nicho ecológico preferido por el rizobio, 

en los cuales reduce el nitrógeno atmosférico en amonio, poniéndolo a disposición de la planta 
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hospedera (Spaink, Kondorosi y Hooykaas, 1998; Laeremans y Vanderleyden, 1998; 

Stougaard, 2000; Luyten y Vanderleyden, 2000). 

La simbiosis se caracteriza por un complejo intercambio de señales entre el rizobio y la 

leguminosa. El rango de hospedero del proceso es determinado por el reconocimiento correcto 

de estas señales en ambos simbiontes. La mayoría de los rizobios muestran un rango de 

hospedero limitado y establecen una simbiosis exitosa solamente con uno o unos pocos tipos 

de plantas, mientras que otros exhiben un comportamiento más promiscuo. Rhizobium sp. 

NGR234, por ejemplo, constituye una cepa de amplio rango, produciendo la nodulación de 353 

especies de leguminosas, representadas en 122 géneros (Pueppke y Broughton, 1999). La 

promiscuidad también se presenta en el hospedero: Phaseolus vulgaris, por ejemplo, es 

nodulado por diferentes especies de estas bacterias (Michiels y col. 1998).  

El proceso simbiótico puede ser dividido para su estudio en tres etapas: la etapa de 

preinfección (en el suelo), la etapa de infección (en los hilos de infección) y la etapa de fijación 

(en los nódulos). Durante estas etapas existe una continua interacción y comunicación entre el 

rizobio y la leguminosa (Dombrecht, 2001). 

En el suelo, los rizobios de vida libre encuentran factores bióticos y abióticos que ejercen 

diferentes efectos sobre sus poblaciones (Vlasaak y Vanderleyden, 1997; Sadowsky y Graham, 

1998). Los factores abióticos incluyen acidez del suelo, temperatura, disponibilidad de agua, 

limitaciones de nutrientes, textura del suelo y contenido de materia orgánica. Mientras que los 

bióticos incluyen la producción de antibióticos y bacteriocinas; número y tipo de 

microorganismos residentes y predación selectiva por protozoos. Estos factores influyen sobre 

la capacidad de nodulación de las diferentes poblaciones de rizobios. Adicionalmente, la 

competitividad de nodulación de Rhizobium está determinada por su constitución genética 

(Sadowsky y Graham, 1998; Niner y Hirsch, 1998; Luyten y Vanderleyden, 2000).  

    Los rizobios en la rizosfera son quimiotácticamente atraídos hacia las raíces de las 

leguminosas por ciertos compuestos exudados por la planta, tales como flavonoides, 
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compuestos fenólicos, azúcares, ácidos dicarboxílicos y aminoácidos (Niner y Hirsch, 1998). A 

través de la quimiotaxis, los rizobios se adhieren y colonizan la superficie de las raíces. 

Algunos flavonoides y no flavonoides, exudados por la raíz, inducen una respuesta 

específica en el rizobio. Unido a estos compuestos, la proteína Nod D del rizobio activa los 

genes de nodulación (Long, 1996; Schlaman, Phillips y Kondorosi, 1998; Downie, 1998). Nod D 

actúa sobre la caja Nod y ésta dispone la trascripción de los genes de nodulación (nod, noe y 

nol). Estos genes codifican productos de genes que sintetizan y transportan una clase de 

moléculas llamadas Factores Nod ó lipo-quitin-oligosacáridos, los cuales constituyen 

morfógenos que inician todo el programa de nodulación en el vegetal y permiten a la bacteria 

entrar a su nuevo hábitat (Denarié, Debellé y Promé, 1996; Spaink, 1996).  

Se desconoce aún como la planta percibe los factores Nod, aunque se han propuesto 

varias hipótesis (Cullimore, Ranjeva y Bono, 2001), pero se conoce bien que estas moléculas 

inducen diferentes respuestas sobre las raíces de la leguminosa en un período de tiempo que 

va desde segundos hasta días (Downie y Walker, 1999; Stougard, 2000). A nivel microscópico 

se pueden distinguir tres respuestas claras: la primera es la deformación y enroscamiento de 

los pelos radicales en crecimiento, justo en la zona posterior al extremo (Figura 1B y C). 

Segunda: se percibe una reorganización del citoplasma en las células corticales y se forma una 

estructura de preinfección. Tercera: Las células corticales se diferencian y se concreta la 

división, se establece el primordio nodular (Figura 1D).  
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Figura 1. Invasión de la raíz de leguminosa por rizobios (tomado de Perret, Stahelin y Broughton, 
2000). rh: rizobio; r: pelo radical; ci: centro de la infección; n: núcleo de la célula vegetal; it: cordón de 
infección; rit: ramificación del cordón infeccioso; b: bacteroide; s: simbiosoma; phb: gránulos de poli-
hidroxibutirato; pb: membrana peribacteroide (membrana del simbiosoma); c: corteza; d: vacuola digestiva; 
ep: epidermis; ed: endodermis. Las proporciones relativas de los diferentes elementos no siempre son 
correctas. 

 
La infección comienza cuando el rizobio que está colonizando la raíz queda atrapado en 

el enroscamiento del pelo radical (Figura 1A y B) (Brewin, 1998). La bacteria lisa localmente la 

pared del pelo radical, seguido por una invaginación de la membrana celular de la planta. El 

rizobio entra a esta estructura invaginada en forma de tubo, constituyéndose el cordón 

infeccioso (Figura 1B y C). Éste continúa creciendo y penetrando la corteza radical (Figura 1D) 

hacia las células en división del primordio nodular.  

Se plantea que la matriz del cordón infeccioso es rica en H2O2 y que en ella aparece en 

altas concentraciones una glicoproteína relacionada con la interacción planta-patógeno  

(Wisniewski y col. 2000).  
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Las leguminosas ejercen su respuesta hipersensible sobre el Rhizobium en interacciones 

incompatibles y en menos frecuentes interacciones compatibles (Santos y col. 2001). Esto se 

ilustra por la observación de que solo un pequeño porciento de los eventos de la infección 

bacteriana son exitosos y conllevan hacia nódulos infectados (Baron y Zambryski, 1995).  ß-

glucanos, lipopolisacáridos (LPS), exopolisacáridos (EPS) y polisacáridos capsulares (CPS), 

rodean la bacteria y forman así una barrera estructural que interactúa con la planta durante la 

adhesión, penetración e invasión. Una simbiosis exitosa, dependerá de una adecuada 

composición de ß-glucanos, LPS, EPS y CPS en las células de Rhizobium (Breedveld y Miller, 

1998; Becker y Pühller, 1998; Kannenberg y col., 1998; Laeremans y Vanderleyden, 1998).  

El primordio nodular continúa dividiéndose y diferenciándose hacia un nuevo órgano en la 

planta: el nódulo. Se distinguen dos tipos de nódulos: los determinados y los indeterminados 

(Hadri y Bisseling, 1998).  Los indeterminados son típicos de leguminosas de climas templados 

como el guisante, la alfalfa y el trébol, mientras que los determinados son de leguminosas 

tropicales como la soya y el frijol.  

Las bacterias son liberadas desde el cordón infeccioso al citoplasma de las células del 

nódulo mediante un proceso parecido a la endocitosis (Figura 1E) (Brewin, 1998; Oke y Long, 

1999). En el citoplasma, las bacterias son rodeadas por un plasma derivado de la membrana 

vegetal, a lo que se le llama membrana peribacteroide o membrana del simbiosoma. Una vez 

en las células de la planta, la bacteria sufre cambios fisiológicos, estructurales y morfológicos y 

se diferencia en bacteroides (Quispel, 1998; Oke y Long, 1999). Una célula madura puede 

contener miles de éstos. Observaciones recientes sugieren que simbiosomas multibacteroides 

en los nódulos determinados pueden originarse mediante fusión de los simbiosomas (Cermola 

y col. 2000). Los bacteroides tienen la capacidad de fijar el nitrógeno.  

El medio microaerobio del nódulo es la señal que induce la expresión de los genes de 

fijación de nitrógeno en la bacteria (nif y fix) (Kaminski, Batut y Boistard, 1998).  Los genes nif y 
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fix codifican para la compleja enzima nitrogenasa (y las proteínas accesorias) que catalizan la 

siguiente reacción:  

N2 + 16 MgATP + 8e- + 8 H+        2 NH3 + 16 MgADP + 16 Pi + H2

La planta leguminosa se beneficia de esta simbiosis por la asimilación del nitrógeno fijado, 

mientras que el rizobio se provee de un hábitat exclusivo, tan largo como la simbiosis dure. 

Después de algún tiempo, los nódulos degeneran y se vuelven senescentes. Durante la 

senescencia, la producción de especies de oxígeno reactivas se incrementa significativamente, 

lo que resulta en un estrés oxidativo para el bacteroide (Becana y col. 2000). Esto causa la 

muerte de casi todos los bacteroides dentro del nódulo (Brewin, 1998).  

No está bien definido si los bacteroides son capaces de continuar el crecimiento 

vegetativo en el suelo después de la muerte del nódulo (Oke y Long, 1999). La pregunta que se 

mantiene es cómo el Rhizobium, como población, realmente se beneficia desde la simbiosis. 

Trabajos recientes de Timmers y col. (2000), muestran que parte del rizobio indiferenciado 

(célula vegetativa) en la estructura nodular puede sobrevivir saprofíticamente, lo que sugiere 

que sólo se compromete en la simbiosis para crear un hábitat saprofítico en el cual prosperar.  

2.2.2 Características de la familia Rhizobiaceae 

Hellriegel y Wilfarth (1888) por primera vez establecieron claramente que eran 

microorganismos los que, en los nódulos radiculares, permitían a las leguminosas obtener 

nitrógeno atmosférico mientras que otras plantas no podían. En 1890, Beijerinck aisló y cultivó 

la bacteria a partir de nódulos, denominándola Bacillus radicicola. Casi al mismo tiempo, Frank 

(1889) la había denominado como Rhizobium leguminosarum, nombre que se mantiene 

actualmente (Young y Haukka, 1996;  Sprent, 2001). 

Fred y col. en 1932 editaron un libro acerca del rizobio, donde se hace una revisión 

exhaustiva de los conocimientos existentes y propusieron una nomenclatura basada en las 

características fisio-bioquímicas de esta bacteria, que prácticamente no admitió cambios hasta 

1982. Ellos reconocieron 6 especies: Rhizobium  leguminosarum, causante de nodulación en 
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los géneros Lathyrus, Pisum, Vicia y Lens; R. trifolii en Trifolium; R. phaseoli en Phaseolus; R. 

meliloti en Melilotus, Medicago, Trigonella; R. japonicum en Glycine max y R. lupin en Lupinus. 

En esta caracterización, lo más importante era el rango de hospedero de la leguminosa, 

aunque también se describían diferencias morfológicas y fisiológicas entre las especies (Young 

y Haukka, 1996). 

Los métodos moleculares, como la amplificación y la secuenciación de genes del ARN 

(ácido desoxiribonucleico) 16S ribosómico, así como la homología ADN (ácido nucleico)-ADN 

revolucionaron la clasificación de los rizobios reconociéndose en el momento las siguientes 

especies: Rhizobium leguminosarum, R. tropici, R. etlii, R.(Agrobacterium) rhizogenes; 

Sinorhizobium meliloti, S. fredii, S. saheli, S. teranga, S. medicae, Rhizobium loti, R. huakii, R. 

ciceri, R. tianshanens, R. mediterraneum, R. galegae, Bradyrhizobium  japonicum, B. elkanii, B. 

liaoningense, Bradyrhizobium sp., Azorhizobium caulinodans (adaptado de Young y Haukka, 

1996 por Bécquer, 2002). Otras doce especies nuevas han sido propuestas en los últimos 

cinco años. 

De forma general, estas bacterias son bacilos Gram negativos, de 0.5 a 0.9 micras de 

ancho por 1.2 a 3.0 micras de largo, aislados o en pares, generalmente móviles cuando son 

jóvenes por flagelos peritricos polares o subpolares. No forman endosporas y sus células 

contienen gránulos de ácido poli-beta-hidroxibutírico (PHB) que se tiñen de negro con sudán 

negro y aparecen refráctiles al microscopio de fase. Algunas cepas poseen gránulos 

metacromáticos de polifosfatos y la mayoría producen abundantes polisacáridos extracelulares 

mucilaginosos de composición variable según la cepa y el medio de cultivo. Son organismos 

aerobios, los cuales, sin embargo, son capaces de crecer a una tensión de oxígeno menor de 

0.001 atm en las condiciones del nódulo en presencia de la leghemoglobina (Frioni, 1990). 

 En base a sus propiedades culturales se les puede diferenciar en dos grupos: los de 

crecimiento rápido, con un tiempo de generación entre 3 y 4.5 horas, acidifican el medio y 
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liberan abundante cantidad de polisacáridos, y los de crecimiento lento, con un tiempo de 

generación que oscila entre 6 y 8 horas, producen menos polisacáridos y alcalinizan el medio. 

El aspecto de las colonias depende del medio de cultivo y de la especie. En medio de 

extracto de levadura-manitol-agar (YEM) (Vincent, 1970) las cepas de crecimiento rápido 

originan colonias de 1 a 5 mm luego de 3 a 5 días de incubación, mientras que las de 

crecimiento lento no exceden un diámetro de 1 mm en un período de 10 días. Su forma varía 

desde plana a convexa, su color puede ser de blanco opaco a blanco lechoso, poco gomosas, 

translúcidas, con abundante cantidad de polisacáridos (Frioni, 1990).  

2.2.2.1 Género Bradyrhizobium 

Desde el punto de vista taxonómico, existen tres especies descritas capaces de nodular la 

soya y reconocidas a nivel internacional: B. japonicum (Jordan, 1982); B. elkanii (Kuykendall y 

col. 1992) y Sinorhizobium fredii (Scholla y Elkan, 1984). 

Las células bacterianas de este género son bacilos de 0.5-0.9 x 1.2-3.0 µm, aerobias, 

Gram-negativas, con un flagelo polar o subpolar. Generalmente contienen gránulos de poli-ß-

hidroxibutirato, los cuales son refráctiles por microscopía de contraste de fase (Holt y col. 

1994). Requieren de 3-5 días para provocar turbidez moderada en medio líquido y tienen un 

promedio de multiplicación de 6-8 h. Su crecimiento en medio sólido enriquecido con levadura 

es pobre y lento. Son pleomórficas y no forman esporas (Jordan y Allen, 1980). Pueden formar 

colonias de tipo seco, opacas y frecuentemente punctiformes (La Favre y col. 1991). 

La formación de polisacáridos extracelulares es común en Bradyrhizobium (Jain, Prévost y 

Bordeleau, 1990), así como la producción de álcali, lo cual puede estar relacionado conque las 

cepas de este género son generalmente más tolerantes a los suelos ácidos que las de rápido 

crecimiento (Bordeleau y Prévost, 1994). Muchas cepas crecen mejor en pentosa como única 

fuente de carbono (Somasegaran y Hoben, 1994). Elkan y Kuykendall en 1981 señalan que la 

arabinosa es la fuente de carbono preferida por las especies de este género. 
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Owen y Wright (1965) afirman que algunas cepas de Bradyrhizobium producen un 

aminoácido llamado rhizobiotoxina y está asociado a cierta clorosis de la soya. En tal sentido, 

Teaney III y Fuhrmann (1993) determinan que la presencia de NO3
-
  en el suelo puede reducir el 

efecto de este aminoácido en la planta. La secreción de la toxina está relacionada con el 

género (La Favre y Eaglesham, 1986).  

El género Bradyrhizobium presenta una gran heterogeneidad, la cual ha servido como 

base para la propuesta de varias especies, como son B. elkanii (Kuykendall y col. 1988; 1992),  

B. liaoningense (Young y Haukka, 1996) y Bradyrhizobium  sp. (Young, 1996). 

 La taxonomía de Bradyrhizobium se encuentra actualmente en un estado de revisión 

(Young y Haukka, 1996). Según criterios de estos autores, incluso las cepas pertenecientes a 

Bradyrhizobium japonicum son aún muy diversas y se necesita investigar más en ellas y en las 

que aún se desconocen para ser reconocidas taxonómicamente. 

Se reconocen hasta el momento las especies: Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1984): 

rizobio de crecimiento lento en YEM, productor de álcali. Forma nódulos efectivos solamente en 

Glycine max. B. elkanii (Kuykendall y col. 1992). Fue propuesto en base al grupo II de cepas de 

B. japonicum. No se ha formulado aún su formal descripción. B. liaoningense (Xu y col. 1995). 

Esta especie se ha definido como un rizobio de crecimiento extra lento, y al igual que el 

anterior, su caracterización está basada principalmente en análisis de homología del ADN, así 

como la secuencia de los genes del ARN 16S ribosómico. Bradyrhizobium sp. (Young, 1996) 

abarca aquellas cepas que pertenecen a Bradyrhizobium, pero que no forman nódulos en la 

soya, aunque sí en otras leguminosas. No existen especies definidas aún para este grupo, 

solamente son conocidas como Bradyrhizobium sp. seguido por el género de la leguminosa 

hospedera en paréntesis (Young y Haukka, 1996).  

Otros autores (Bécquer, 1998; Prévost y col. 1998, Bécquer y col. 2000a, 2000b; Bécquer 

y col. 2002) han aislado y caracterizado cepas a partir de nódulos efectivos en leguminosas 

forrajeras nativas de Cuba (Centrosema plumieri, C. pubescens, C. virginianum; Neonotonia 
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wightii y Stylosanthes viscosa). Se comprobó que estas cepas pertenecen a Bradyrhizobium, 

pero con caracteres fenotípicos y genotípicos a nivel intraespecífico, diferenciados del resto de 

las especies conocidas, por lo que se infiere la presencia de una nueva especie de 

Bradyrhizobium.  

La reclasificación de las cepas mediante técnicas de avanzada, constituye una tendencia 

mundial para todos los rizobiólogos (Velázquez y col. 2001; Laguerre y col. 2001; Bécquer y 

col. 2002). La cepa ICA 8001 se ha nombrado como B. japonicum, antes de 1990, pero no se 

ha realizado una caracterización reciente según los nuevos métodos de clasificación, por lo que 

su ubicación filogenética en esta especie pudiera estar desactualizada. 

2.2.2.1.1 Efecto de Bradyrhizobium sobre la soya 

Las bacterias del género Bradyrhizobium inducen la formación de nódulos en las raíces 

de la soya, sitio donde transforman el N2 atmosférico en compuestos nitrogenados disponibles 

para el crecimiento y desarrollo del vegetal. Sin el nitrógeno proporcionado por estas bacterias, 

los costos de producción de la soya se incrementarían por la necesidad de agregar fertilizante 

químico para lograr rendimientos aceptables.    

Numerosos trabajos refieren los beneficios que le brinda al cultivo la inoculación con estos 

microorganismos. El estado de Iowa, por ejemplo, refiere una población dadivosa de 

Bradyrhizobium japonicum en la mayoría de sus suelos, siempre que se haya cultivado soya 

durante los últimos años, ello hace que la respuesta del rendimiento a la inoculación no sea 

significativa. Sin embargo, condiciones como diluvios pueden reducir la población bacteriana 

significativamente, por lo que entonces la inoculación representa una forma barata de asegurar 

la nutrición del cultivo (Whigham, 1994). 

Investigaciones realizadas en los estados de Kansas y Ohio, en los Estados Unidos, han 

demostrado incrementos en los rendimientos a un nivel significativo cuando los cultivos son 

inoculados con Bradyrhizobium (Beuerlein, 2001). En Ohio, siete años de estudios de 

inoculación de soya indicaron que la inoculación es una práctica altamente aprovechable. 
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Aunque los resultados no siempre han sido positivos, el resultado a largo plazo es una 

ganancia de más del 400%.  

En Cuba, a partir del año 1995 se incrementa la producción de inoculantes. En 1996 se 

diversifica en cuatro provincias del país para garantizar, conjuntamente con los factores 

integrales de manejo, preparación de los productores y la integración agricultura-industria, el 

incremento sostenido de la siembra de soya. La inoculación permite ahorrar entre 517 500 y 1 

069 500 USD por concepto de sustitución del fertilizante nitrogenado (más de 1 000 000 de Kg 

de nitrógeno aportado al sistema) y facilita el maximizar la producción utilizando la fijación 

biológica del nitrógeno como una forma natural de fertilización nitrogenada, económicamente 

ventajosa y ecológicamente deseable (López, 1996). 

Muchas compañías y productos han entrado en el mercado, manifestándose un interés 

renovado en la inoculación de semillas, incluso en campos que tienen una historia de 

producción del cultivo. Los Laboratorios del estado de Urbana, por ejemplo, son acreedores de 

una licencia exclusiva para producir y vender una patente a base de B. japonicum (Vitosh, 

2000).  

2.2.3 Factores de nodulación 

Los flavonoides liberados en los exudados de la planta se unen a la proteína Nod D 

presente en la membrana del rizobio y conjuntamente activan la transcripción de los genes de 

nodulación (Long, 1996; Schlaman y col. 1998; Downie, 1998), genes que codifican para las 

enzimas involucradas en la síntesis de los factores de nodulación. De esta forma, la interacción 

flavonoide - NodD representa el primer paso específico para el hospedero en el establecimiento 

de la simbiosis.  

La estructura de los Factores Nod consiste en un oligosacárido de 2 a 6 unidades de N-

acetil glucosamina unidas por enlace ß,1-4 y llevan una cadena de N-acil en el extremo no 

reductor (Figura 2). Algunos grupos se añaden a la estructura básica mediante la acción de 

enzimas específicas, determinando la actividad biológica de estas moléculas. Los factores de 
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nodulación son los principales determinantes del rango de hospedero en la simbiosis: 

solamente tipos y mezclas específicas de factores Nod permitirán al rizobio nodular 

determinada leguminosa (Spaink y col. 1995). Relic y col. en 1994 caracterizaron a estas 

moléculas como “la llave para la puerta leguminosa”.  

 

 

 

Figura 2. Posibles estructuras del factor Nod (tomado de Bladergroen y Spaink, 1998). Ac: acetilo; Cb: 
carbamoilo; Me: metilo; Fuc: fucosilo; Man: manosilo; Ara: arabinosilo; Gro: glicerol. 
  

 

Se ha demostrado que estos factores inducen varias respuestas en la planta, las que 

incluyen el enroscamiento y deformación de los pelos radicales, la formación del cordón de 

infección, la despolarización de membranas, la división celular en la corteza, la formación de 

nuevos flavonoides, la inducción de genes nodulin y la formación de raíces finas y cortas (Vijn y 

col. 1993; Stokkermans y Peters, 1994; Heidstra y col. 1997). 
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En la producción de tan importantes biomoléculas participan varias enzimas. El primer 

paso en la síntesis del factor Nod es llevado a cabo por una N-acetilglucosaminiltransferasa 

codificada por nod C (Geremia y col. 1994). La elongación de la cadena por Nod C tiene lugar 

en el terminal no reductor. La desacetilasa Nod B remueve el ácido graso N-acetilo del extremo 

no reductor del oligosacárido (Kamst y col. 1997; 1999). Finalmente una aciltransferasa, 

codificada por nod A, une la cadena acil al carbono C-2 libre de acetilo del terminal no reductor 

del oligosacárido (Debellé y col. 1996). La estructura básica es modificada por la acción de 

otras proteínas Nod que sintetizan o añaden varias sustituciones. Nod I y Nod J parecen estar 

involucradas en la exportación del Factor Nod al exterior de la célula bacteriana (Cárdenas y 

col. 1996; Fernández-López y col. 1996).  

La expresión de nod ABC es suficiente para la síntesis del esqueleto N-acetil-D-

glucosamina acilado, el cual posee actividad simbiótica sobre ciertas plantas. El resto de las 

sustituciones o decoraciones que posee la molécula desempeñan un papel más sutil en la 

nodulación, tal vez permitiendo la interacción con ciertas especies o protegiendo al factor Nod 

de la degradación. Perret, Stahelin y Broughton (2000) las han denominado como decoraciones 

barrocas, ya que ellas resaltan y no sostienen la estructura básica de la molécula. 

Cada cepa produce una familia de factores Nod, algunas en mayor medida como 

Rhizobium sp. NGR234, a lo que se le adjudica el amplio rango de hospederos que la 

caracteriza (Price y col. 1992). Sin embargo, rizobios que muestran un rango de hospedero 

estrecho también producen mezclas de factores Nod, sugiriéndose que diversas moléculas 

pueden actuar cooperativamente para inducir la nodulación (Minami y col. 1996). 

No se han identificado moléculas con estructura similar a los factores de nodulación en 

otros organismos. En algún momento esto sugirió que tales estructuras estuviesen 

involucradas solamente en la interacción de Rhizobium con las leguminosas, sin embargo, 

investigaciones posteriores demostraron que pueden ser reconocidas por plantas que no son 

capaces de interactuar con dicho microsimbionte. Por ejemplo, la expresión de los genes nod A 
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y/o nod B  afecta el desarrollo de plantas de tabaco (Schmidt y col.  1993). Factores Nod 

purificados son capaces de inducir división celular en protoplastos de este cultivo, activando la 

respuesta auxínica (Röhrig y col. 1994). En cultivos celulares de tomate estimulan una rápida 

alcalinización del medio (Staehelin y col. 1994) y en determinada línea celular de zanahoria, 

también han rescatado la posibilidad de formar embriones somáticos (De Jong y col. 1993). 

Tales estudios demuestran que también algunas plantas no leguminosas son capaces de 

reconocer y responder ante los factores Nod. 

Los lipoquitinoligosacáridos caracterizados en Bradyrhizobium elkanii varían en el tamaño 

de su estructura básica, en el tipo de ácido graso, en la presencia de acetilo y carbamilo o un 

N-metilo sobre el terminal no reductor y en la presencia de 2-O-metilfucosa o fucosa y glicerol 

sobre el extremo reductor. Carlson y col. en 1993 identificaron 10 estructuras diferentes de 

estas moléculas en B. elkanii USDA 61 a partir de varias fracciones obtenidas por 

cromatografía líquida de alta presión: 

NodBj-V(C18:1,MeFuc) NodBj-IV(C18:1,MeFuc) NodBj-IV(C18:1,NMe,Fuc,Gro) 

NodBj-V(Ac,C18:1,MeFuc) NodBj-IV(Cb,C18:1,MeFuc) NodBj-IV(Cb,C18:1,NMe,Fuc,Gro) 

NodBj-V(Cb,C18:1,Nme,MeFuc) NodBj-IV(C18:1,Fuc,Gro)  

NodBj-V(Ac,Cb,C18:1,MeFuc) NodBj-IV(Cb,C18:1,Fuc,Gro)  

Stokkermans y Peters en 1994 demostraron que las tres fracciones que contenían estas 

estructuras ejercían actividad biológica sobre Glycine soja Siebold et Zucc. Posteriormente, en 

1996 Stokkermans y col., completaron los estudios de caracterización química de los factores 

Nod producidos por esta cepa, purificando los picos de menor absorbancia. Estructuras 

similares fueron identificadas, pero con combinaciones singulares de los sustituyentes: 

NodBe-V(Cb,C16:0,MeFuc) NodBe-V(Cb,C16:0,Nme,MeFuc) NodBe-V(C18:1, Fuc,Gro) 

NodBe-IV(C16:0,NMe,Fuc,Gro) NodBe-IV(Ac,C16:0, Fuc,Gro) NodBe-V(Ac,C18:1,MeFuc) 

NodBe-V(C16:0, Fuc,Gro) NodBe-V(Ac,2Cb,C18:1,MeFuc)  

NodBe-V(2Cb,C16:0,MeFuc) NodBe-V(2Cb,C18:1,MeFuc)  
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Esta variabilidad permite potencialmente la formación de al menos 96 estructuras 

diferentes, de las cuales 23 ya han sido identificadas, demostrando la diversidad metabólica de 

esta especie (Stokkermans y col. 1996). La significación biológica de la producción de tantas 

estructuras diferentes por B. elkanii y la capacidad de responder de las leguminosas 

hospederas a todas ellas es algo que aún está por determinarse. 

2.2.3.1 Inductores de la síntesis de los factores de nodulación 

Se plantea que los principales compuestos con poder de inducción sobre los genes de 

nodulación en Rhizobiaceae son los flavonoides. 

La exudación de flavonoides por las raíces de la planta es el paso inicial en el intercambio 

recíproco que se establece entre el macro y el microsimbionte en la simbiosis rizobio-

leguminosa (Rolfe, 1998; Peters y Verma, 1990). El microsimbionte compatible es capaz de 

reconocer compuestos flavonoides específicos mediante su proteína Nod D, la cual, como 

consecuencia, dispara la expresión de los genes de nodulación (Mulligan y Long, 1985). Los 

flavonoides son intermediarios en las vías para la biosíntesis de compuestos fenólicos en la 

planta, incluyendo las moléculas de fitoalexinas involucradas en el sistema de defensa (Vickery 

y Vickery, 1981). 

La tabla 1 muestra los principales flavonoides inductores de los genes de nodulación en 

algunas de las especies de (Brady)Rhizobium. 

 
Tabla 1. Principales compuestos fenólicos encontrados como fuertes inductores de los genes de nodulación 
en (Brady)Rhizobium. 
 

Rhizobium ó 
Bradyrhizobium spp. 

Inductores más potentes Referencia 

R. leguminosarum bv. 
viciae 

Apigenina, Naringenina, Luteolina, 
7,3´,4´trihidroxiflavona; hesperitina 

Dénarié, Debellé y Rosenberg, 
1992. 

R. leguminosarum bv. 
trifolii 

Luteolina, Apigenina, 7,4-
´dihidroxiflavona 

Dénarié, Debellé y Rosenberg, 
1992 

R. leguminosarum bv. 
phaseoli 

Apigenina, Luteolina, Genisteína, 
Naringenina 

Davis y Johnston, 1990 

             
            R. meliloti 

Luteolina, 4,4-´dihidroxi-7,4-
´dihidroxiflavona; 7,4-
´dihidroxiflavanona;  7,3´,4-
´trihidroxiflavona, 2´metoxichalcona 

Dénarié, Debellé y Rosenberg, 
1992; Dharmatilake y Bauer, 1992. 

Bradyrhizobium Genisteina, Daidzeina, Isoliquiritigenina Stacey y col. 1995 
Rao y Cooper, 1995 
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Además de los flavonoides, se han identificado otros compuestos inductores de los genes 

de nodulación que no pertenecen a esta clase de compuestos fenólicos. Para Bradyrhizobium, 

por ejemplo, se conoce que compuestos como los ácidos ferúlico y clorogénico, así como el 

coniferilalcohol, ejercen una actividad de inducción nod tan fuerte como el cumestrol. Los 

ácidos cafeico y cumárico son menos activos, pero aún inductores (Kape, Parniske y Werner, 

1991). 

Recientemente se ha descubierto una nueva familia de inductores para Mesorhizobium 

loti, Rhizobium lupini y Sinorhizobium meliloti: los ácidos aldónicos (Gagnon e Ibrahim, 1998). 

Dado que los flavonoides pueden causar inducción de los genes nod a concentraciones 

en el rango micromolar y nanomolar, los agrónomos pudieran manipular el efecto de estos 

compuestos mediante su aplicación directa, seleccionando combinaciones de cepas-

hospederos que estimulen el incremento en la síntesis y liberación de los inductores.  Como 

resultado de ello podría incrementarse la nodulación, la fijación del nitrógeno y los rendimientos 

del grano (Dakora, 1995).  

En este sentido, Pan, Zhang y Smith en 1998, estudiaron el efecto de la genisteína 

añadida al medio de cultivo de plántulas de soya y encontraron que la adición de este 

isoflavonoide incrementó el tamaño de los nódulos, su número y masa por planta y la 

concentración de nitrógeno en los retoños. 

Similares y alentadores resultados fueron encontrados también por Hungria y Stacey 

(1997) en suelos de Brasil al inocular semillas de soya y frijol sumergidas en una solución 40 

µM de genisteína. Estos tratamientos produjeron plantas con un número de nódulos 

significativamente superior: 15 y 20 % para soya y frijol, respectivamente. 

Abdala (1994) demostró que la irrigación de plantas de soya con compuestos fenólicos 

también provocó un incremento en la nodulación, así como en la actividad de las enzimas 

NADH-GOGAT y NADH-GDH. 
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Estos resultados sugieren que es posible incrementar la nodulación en especies de 

leguminosas mediante la adición de inductores exógenos de los genes nod. Tales inductores 

pudieran obtenerse a partir de fuentes naturales, dentro de las cuales de destacan las semillas 

y los exudados radicales, o sintetizados químicamente. Teniendo en cuenta que tales 

compuestos son activos a bajas concentraciones, su adición a los inoculantes pudiera llevarse 

a cabo con un bajo costo. 

2.3 Medios de cultivo 

Cada organismo requiere encontrar en su medio todas las sustancias necesarias para la 

generación de energía y la biosíntesis celular. Los elementos de ese medioambiente que son 

utilizados para el crecimiento celular se refieren como nutrientes (Todar, 2001). Los 

requerimientos nutricionales de una célula bacteriana son revelados por su composición 

elemental, la cual se compone de C, H, O, N, S, P, K, Mg, Fe, Ca, Mn y trazas de Zn, Co, Cu y 

Mo. Estos elementos se encuentran en forma acuosa, iones inorgánicos, pequeñas moléculas 

y macromoléculas, las cuales desempeñan un papel estructural o funcional en la célula. Las 

funciones fisiológicas generales de estos elementos se resumen en la tabla 2. 

Los elementos traza son iones metálicos requeridos por ciertas células en cantidades tan 

pequeñas que resulta difícil detectarlos o medirlos, no es necesario adicionarlos al medio como 

nutrientes, pues están presentes como “contaminantes” del agua u otros componentes. Actúan 

como cofactores de reacciones enzimáticas en la célula. 

Tabla 2. Principales elementos requeridos por un microorganismo para su crecimiento, porciento que 
representa en la célula, fuente y función fisiológica que desempeña (Todar, 2001). 
 

Elemento % de la masa 
seca celular 

Fuente Función 

Carbono 50 Compuestos orgánicos 
o CO2

Constituyente fundamental del material 
celular 

Oxígeno 20 H2O, compuestos 
orgánicos, CO2 y O2

Constituyente del material celular y el agua 
en la célula, aceptor de electrones en la 
respiración aerobia 

Nitrógeno 14 NH3,NO3
-, compuestos 

orgánicos, N2

Constituyente de aminoácidos, ácidos 
nucleicos, nucleótidos y coenzimas 

Hidrógeno 8 H2O, compuestos 
orgánicos, H2

Principal constituyente de los compuestos 
orgánicos y del agua en la célula 
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Elemento % de la masa 
seca celular 

Fuente Función 

Fósforo 3 Fosfatos inorgánicos 
(PO4

3-) 
Constituyente de ácidos nucleicos, 
nucleótidos, fosfolípidos, LPS, ácidos 
teicoicos 

Azufre 1 SO4
2-, H2S, S0, 

compuestos orgánicos 
sulfurados 

Constituyente de cisteína, metionina, 
glutation y varias coenzimas 

Potasio 1 Sales de potasio Principal catión inorgánico celular y 
cofactor de ciertas enzimas 

Magnesio 0.5 Sales de magnesio Catión inorgánico celular y cofactor de 
ciertas reacciones enzimáticas 

Calcio 0.5 Sales de calcio Catión inorgánico celular, cofactor de 
ciertas enzimas y componente de 
endosporas 

Hierro 0.2 Sales de hierro Componente de citocromos y ciertas 
hierro-proteínas, cofactor de algunas 
reacciones enzimáticas 

 

Para crecer, ya sea en la naturaleza o en condiciones de laboratorio, las células necesitan 

de una fuente de energía, de carbono y de otros nutrientes, así como de condiciones tales 

como concentración de oxígeno, temperatura y pH.  

Los medios de cultivo, ya sean preparaciones sólidas, semisólidas o líquidas, constituyen 

el micromundo de los microorganismos en condiciones de laboratorio, intentando ser un  reflejo 

de su hábitat natural con relación a la satisfacción  de sus más vitales y principales 

necesidades como ser vivo (Herrera, 1985). El diseño de un medio de cultivo responderá 

entonces a las exigencias del microorganismo en cuestión y a la finalidad que se persigue con 

su multiplicación. 

Dependiendo de su composición o finalidad los medios de cultivo pueden ser clasificados 

en diferentes categorías: un medio químicamente definido (sintético) es aquel en el cual se 

conoce la composición química exacta y uno indefinido es aquel en el cual no se conoce. Los 

medios complejos contienen compuestos de origen biológico tales como sangre, leche, extracto 

de levadura o extracto de carne, de los cuales, la composición química exacta obviamente es 

indeterminada. Este tipo de medio frecuentemente proporciona el rango completo de factores 

de crecimiento que pueden ser requeridos por un organismo (Madigan, Martinko y Parker, 

2003). 
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Los rizobios son organismos heterótrofos (utilizan como fuente de energía compuestos 

orgánicos), exigentes que se desarrollan en medios ricos, aunque existen gran variedad de 

cepas que difieren en sus requerimientos nutricionales, necesitando en el medio vitaminas y 

aminoácidos (Frioni, 1990). 

Según la finalidad que se persiga, los medios a emplear para el cultivo de estos 

microorganismos pueden ser complejos o definidos. Los complejos son los más comúnmente 

empleados, sobre todo en la preparación de inoculantes. Un ejemplo de este tipo de medio es 

el Medio YEM (extracto de levadura-manitol-agar) (Vincent, 1970). 

Los rizobios de crecimiento rápido utilizan una mayor variedad de fuentes carbonadas, 

siendo la sacarosa y el manitol los sustratos de preferencia. El glicerol y las pentosas (L-

arabinosa, xilosa, ribosa) son preferidas por los rizobios de crecimiento lento (Graham, 1975). 

El catabolismo de la glucosa, fructosa, sacarosa, manosa, gluconato y arabinosa fue 

estudiado en diferentes especies (Arias, Gardiol y Martínez-Drets, 1982), demostrándose en 

extractos acelulares la presencia de enzimas de las vías Entner-Doudoroff (ED), de pentosa-

fosfato (PF) y del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ATC) en especies de crecimiento rápido y 

de enzimas de la vía ED y ATC en especies de crecimiento lento. 

Los requerimientos en nitrógeno no son específicos; el nitrato y el amonio pueden ser 

empleados por la mayoría de las cepas, pero a menudo se obtienen mejores crecimientos con 

aminoácidos como glutamato y aspartato. 

Muchas especies de Rhizobium son estimuladas por factores de crecimiento como 

biotina, tiamina, riboflavina o pantotenato de calcio. El requerimiento es variable y algunas 

especies y aun cepas se desarrollan mejor sin el agregado de ellos (Frioni, 1990). Para el 

desarrollo bacteriano se requieren también algunos aniones y cationes como K+, Mg2+, PO4
3-, 

SO4
2-, Cl-; además de trazas de Co2+, Ca2+ (relacionado con la estructura de la pared). 

Los medios definidos, en los cuales el extracto de levadura es reemplazado por 

compuestos nitrogenados inorgánicos, aminoácidos y cofactores, se emplean para determinar 
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en esta especie los requerimientos nutritivos, los productos del catabolismo, las vías 

metabólicas y la identificación de mutantes (Vincent, 1977).  

La composición del medio de cultivo puede influir sobre diferentes aspectos en la 

fisiología del microorganismo: su nutrición, multiplicación, la producción de metabolitos 

primarios y secundarios (Bernal, Illanes y Ciampi, 2002). Por ello, desde hace muchos años se 

diseñan medios con fines prácticos: para fermentar poblaciones microbianas, desde levaduras 

para la obtención de alcohol, lactobacillus para yogurt, virus para vacunas, hasta bacterias 

radicales para la inoculación de semillas (Bowen y col. 1963). 

Gurusiddaiah y Singh en 1988 patentaron la producción del antibiótico Treponemycina a 

partir de cepas de Streptomyces albovinaceous, cuando se cultivan en medio líquido con 

avena. Villar y Zúñiga (1999) encontraron un marcado efecto de diferentes medios de cultivo 

sobre la interacción de Azotobacter-Rhizobium y su efecto sobre la nodulación, el crecimiento y 

desarrollo del trébol. 

En las investigaciones llevadas a cabo con la cepa ICA 8001 en Cuba comúnmente se ha 

empleado el medio YEM (Vincent, 1970) y para la producción de inoculantes el medio 

Propagación (López, 1990), por lo que ambos son considerados como medios tradicionales 

para el cultivo de esta cepa. 

Los medios de cultivo antes mencionados son considerados complejos. En el primero el 

extracto de levadura le imprime esta característica, mientras que en el medio Propagación la 

melaza además del extracto de levadura aporta varios compuestos a su complejidad.  Ambos 

medios han permitido durante años la multiplicación celular de la cepa ICA 8001 y la obtención 

de inóculos con fines prácticos sobre la fertilización de la soya, con resultados satisfactorios. 

Sin embargo, no se ha tenido en cuenta en el diseño de estos medios de cultivo la posibilidad 

de inducir a una expresión más elevada  los genes de nodulación en la bacteria, lo cual sin 

dudas, los haría más eficientes. 
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Por lo anterior se hace necesaria la optimización o diseño de medios de cultivos que 

tengan como objetivos ambas características: alta obtención de biomasa y de producción de 

factores Nod. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Los experimentos fueron realizados en el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), 

perteneciente al Ministerio de Educación Superior y situado en el Municipio de San José de las 

Lajas, Provincia de La Habana y en el Centro de Genética Microbiana y de las Plantas (CMPG), 

perteneciente a La Universidad Católica de Leuven, en Bélgica. Parte del estudio de ubicación 

taxonómica de la cepa Bradyrhizobium japonicum ICA 8001 se llevó a cabo en el Centro de 

Investigación sobre Fijación de Nitrógeno de la Universidad Autónoma de México (UNAM). 

Material microbiano 

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron las cepas que se mencionan en la tabla 3. 

Tabla 3: Cepas empleadas en el desarrollo del trabajo según su procedencia y hospedero. 
 

Cepas Procedencia Hospedero 
Bradyrhizobium japonicum ICA 8001 Cuba Soya 

Bradyrhizobium elkanii LMG 6134 EE.UU. Soya 
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5019 Brasil Soya 

Bradyrhizobium elkanii USDA 76 EE.UU. Soya 
Bradyrhizobium japonicum USDA 136 EE.UU. Soya 
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 EE.UU. Soya 

Bradyrhizobium sp. (cepa 70) México Lupinus 
Bradyrhizobium sp. (cepa 90) México Lupinus 

 

Las bacterias fueron cultivadas en los diferentes medios de cultivo en condiciones de 

agitación ó estáticos, según lo requiriera el ensayo, a 30 °C. Para su conservación se 

mantuvieron a 4 °C en medio Manitol extracto de levadura (YEM) (Vincent, 1970) y a –80 °C en 

medio TY (Behringer, 1974)-glicerol al 50%.  

El trabajo con los microorganismos se llevó a cabo en condiciones asépticas, empleando 

un flujo laminar ANALIS tipo AB 180. 

 
Medios de cultivo 

 
Durante la ejecución de los experimentos se utilizaron los siguientes medios de cultivo: 

Medio PY ó TY (Behringer, 1974). 

Medio Agar agua (Atlas, 1993). 
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Medio Manitol Extracto de Levadura (YEM) (Vincent, 1970)

Manitol            10,0 g·L-1

Extracto de   levadura   1,0 g·L-1

K2HPO4   0,5 g·L-1

MgSO4.7H2O                0.2 g·L-1

NaCl       0,1 g·L-1

CaCO3   0,25 g·L-1

pH 6,8 
 

Medio de Propagación (López, 1990) 

Melaza      10,0 g·L-1

Extracto de levadura          5,0 g·L-1

(NH4)2 SO4                                       0,5 g·L-1

K2HPO4  0,5 g·L-1

MgSO4.7H2O                      0,2 g·L-1

NaCl     0,1 g·L-1

CaCO3  1,0 g·L-1

pH  6,8 
 
Medio de Propagación modificado (este trabajo) 

Para el molinado de la soya se tomaron semillas frescas de la variedad Cubasoy 23 y se 

procesaron en un molino foliar. La melaza utilizada provino del Complejo Agroindustrial Héctor 

Molina, ubicado en la Provincia La Habana, zafra 1995.  

Material Vegetal. Condiciones de crecimiento y desarrollo 

Se utilizaron las variedades de soya William´82, procedente de EE.UU.; Cubasoy´23 del 

INIFAT, Cuba; Incasoy´24 del INCA, Cuba, así como Tapachula de México y Suprema, de 

Brasil. Se emplearon semillas certificadas provenientes del Banco de Semillas del INCA y las 

plantas fueron cultivados en dependencia de las condiciones de cada ensayo.  

3.1 Caracterización taxonómica de la cepa ICA 8001 

Se determinaron las características culturales, morfológicas y tintoriales de la cepa B. 

japonicum ICA 8001 mediante microscopía estereoscópica (microscopio estereoscópico XL11-

3) y óptica (microscopio óptico OLYMPUS) según su crecimiento en medio YEM sólido a 30 ºC 

después de 7 días, pH 6.8 y la característica de modificación de pH del entorno en este mismo 

medio con 0.5 % de indicador bromocresol púrpura en hidróxido de sodio (0.016 N), a pH 5.5. 
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Para la diferenciación de las células se empleó la tinción de Gram, variante de Jensen (Collins, 

1969).  

El ADN de las diferentes cepas estudiadas se amplificó por PCR empleando los 

cebadores fD1 (5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) y rD1 

(5´AAGCTTAAGGAGGTCATCCAGCC-3´) diseñados por Weisburg y col. 1991, bajo las 

condiciones de amplificación de van Berkum, Beyene y Eardly (1996). Estos cebadores 

amplifican para casi todo el ARNr 16S de eubacterias, obteniéndose aproximadamente 1500 

pb. Volúmenes de 10 µL de los amplicones fueron chequeados por electroforesis en geles de 

agarosa al 1 %. Los resultados del PCR se digirieron con las enzimas de restricción DdeI, 

MspI, Sau3AI, HinfI, RsaI y HhaI y fueron visualizados en geles de agarosa al 3% según se 

describe por Laguerre y col. en 1994, empleando un marcador (ladder) de 1 kb (100 pb por 

banda) (Pharmacia Biotech). Como patrones para comparar se emplearon las cepas B. 

japonicum USDA 110, B. elkanii USDA 76 y Bradyrhizobium sp. (cepas 90 y 70 de Lupinus).  

El porciento de homología entre las cepas, según la distribución de los fragmentos de 

restricción, fue calculado de forma automatizada utilizando el paquete de programas NTSYS, 

versión 1.70.  

Se obtuvo un dendrograma a partir de los resultados del RFLP, mediante el programa 

SPSS versión 10.0 para Windows, y se realizó el análisis de la medida de los clusters por el 

método de enlace de grupos, utilizando como matriz de similitud el coeficiente de Jaccard. 

3.2 Ensayos de nodulación in vitro 

3.2.1 Aspectos generales 

Para los estudios de nodulación en condiciones de laboratorio se realizaron experimentos 

con diseño completamente aleatorizado, en los cuales se utilizaron 10 plantas por tratamiento. 

Los datos se sometieron a la prueba de normalidad (test de Bartlett) y homogeneidad de 

varianza (test de Kolmogorov-Smirnov) y se aplicó análisis de varianza de clasificación simple, 



 40

utilizando la prueba de rangos múltiples de Duncan (P<0.05) para discriminar diferencias entre 

medias (Sigarroa, 1985). 

Se emplearon semillas de soya de la variedad “William 82”, las que se desinfectaron en 

etanol al 70 % durante 30 segundos y posteriormente en bicloruro de mercurio al 0.2 % (v/v) 

durante 90 segundos. Se enjuagaron 10 veces con agua destilada estéril y se dejaron reposar 

por una hora en agua destilada estéril para estimular la germinación. Se colocaron 10 semillas 

por placa Petri sobre medio Agar agua, se recubrieron con papel de aluminio y se incubaron 

durante 4 días a 30 °C. Se emplearon 10 placas por experimento. 

Las semillas pregerminadas, con aproximadamente 20 mm de raíz emergente, fueron 

colocadas en frascos de 250 mL de volumen que contenían 150 mL de medio Norris y Date 

semisólido (Norris y Date, 1976), a razón de una semilla por frasco. Las raíces de las plántulas 

se inocularon descargando con micropipeta 200 µL de los inóculos obtenidos con la cepa B. 

japonicum ICA 8001 en los diferentes medios de cultivo en concentración celular  de 1.5 x 108 

UFC.mL-1, correspondiente a D.O = 0.1, λ=600 nm. Un tratamiento de plantas sin inocular se 

utilizó como control en cada ensayo.   

Las plantas se cultivaron en un cuarto de crecimiento con un fotoperíodo de 12 h luz/12 h 

oscuridad, a una temperatura día/noche de 26ºC/22ºC y humedad relativa del 70 %, según la 

técnica descrita  por Michiels y col. en 1998.  

Cuatro semanas posteriores a la inoculación, se determinó el número de nódulos por 

planta, la masa fresca y seca de los nódulos, así como la capacidad de fijación de nitrógeno de 

las plantas mediante el ensayo de reducción del acetileno, empleando un cromatógrafo de 

gases (5890 A; Hewlett-Packard, equipado con una columna de CHROMPACK “PLOT” (Porous 

Layer Open Tubular), 50 metros x 0.32 mm con Al2O3/KCl 5.0 µm a 60 °C) según se describe 

en Dombrecht (2001). La temperatura del horno fue de 130 °C, el flujo de N2 de 50 mL. min-1 y 

el de aire e hidrógeno fue de 300 mL. min-1. 
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Las plantas fueron cortadas dejando sólo el sistema radical con los nódulos. Los frascos 

se sellaron con tapas herméticas de goma a través de las cuales se inyectaron 10 mL de 

acetileno. Se incubaron durante 15 minutos para medir entonces la cantidad de etileno formado 

extrayendo 100 µL de gas e inyectándolo en el cromatógrafo. Como referencia se utilizó un 

estándar interno de 100 µL de gas propano por frasco. Los valores obtenidos se expresaron 

como micromoles de etileno producidos por planta por hora (µmol C2H4 . pl-1.h-1). 

3.2.2 Efecto de la semilla de soya molinada (Sm) y de la melaza (M) en diferentes 

concentraciones en el medio de cultivo en la nodulación 

Se utilizaron los siguientes tratamientos: 

T1: medio base Manitol-extracto de levadura (YEM) 

T2: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 5 g.L1 (YEM+Sm/5) 

T3: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 10 g.L1 (YEM+Sm/10) 

T4: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 15 g.L-1  (YEM+Sm/15) 

T5: medio YEM con melaza a la concentración de 5 g.L-1 (YEM+M/5) 

T6: medio YEM con melaza a la concentración de 10 g.L-1 (YEM+M/10) 

T7: medio YEM con melaza a la concentración de 15 g.L-1  (YEM+M/15)

T8: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 10 g.L-1 y melaza a la  

                           concentración de 5 g.L-1 (YEM+Sm/10+M/5)

T9: medio YEM con frijol de soya molinado y melaza a la concentración de 10 g.L-1   

                                           (YEM+Sm/10+M/10)  

T10: control sin inocular (Control s.i.) 

3.2.3 Influencia de diferentes medios de cultivo sobre la nodulación de la soya 

         Se utilizaron los siguientes tratamientos: 

T1: medio Manitol-extracto de levadura (YEM) 

T2: medio YEM con genisteína 10 µM (YEM+G/10) 

T3: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 10 g.L-1 (YEM+Sm/10) 
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T4: medio YEM con frijol de soya molinado y tratado enzimáticamente a la concentración       

de 10 g.L-1 (YEM+Sm/10+Ez) 

T5: medio YEM con melaza a la concentración de 10 g.L-1 (YEM+M/10)

T6: medio Propagación (Propagación) 

T7: medio Propagación modificado (P. modificado) 

T8: control sin inocular (Control s.i.) 

Para el tratamiento enzimático de la soya se empleó como buffer de reacción la mezcla 

KH2PO4 0.1 M y 300 µL de H2SO4 (96%), a un pH de 4.0. Se adicionó la soya a razón de 20 g 

por litro, homogeneizándose dos veces durante 5 minutos a velocidad máxima en licuadora 

doméstica Osterizer. Se esterilizó esta mezcla en autoclave a 121ºC, durante 25 minutos y una 

vez a temperatura ambiente se añadieron los complejos enzimáticos Ultrazym y Viscozyme 

(Novozyme) a razón de 1 g y 2 mL, respectivamente. La mezcla de reacción se incubó a 45 ºC 

con agitación constante en agitador magnético durante 24 horas. Pasado este tiempo se filtró a 

través de un embudo con placa filtrante de 0,5 micrones. Este filtrado se adicionó al medio a 

una concentración final de 10 g.L-1.  

3.2.4 Efecto inductor de las células bacterianas o de sus productos metabólicos en 

la nodulación de la soya 

Se emplearon los medios de cultivo Propagación y Propagación modificado para obtener 

los inóculos según se describe en 3.2.1.  

En una parte del experimento, correspondiente a la mitad del total de las plantas, se 

adicionó el caldo de fermentación completo con las células a cada planta. En la otra mitad se 

añadió el fermento de cada medio libre de bacterias, para lo cual se filtró el medio fermentado a 

través de filtros de nitrocelulosa de 0.2 µm. 

El experimento se llevó a cabo en  condiciones controladas utilizando un experimento con 

diseño completamente aleatorizado con descomposición factorial en los factores medio de 

cultivo y presencia o ausencia de células a  dos niveles.  
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3.3 Producción de factores de nodulación por Bradyrhizobium en presencia de 

diferentes sustratos y medios de cultivo 

 Los factores de nodulación fueron aislados, purificados e identificados siguiendo la 

metodología descrita por Laeremans y col. (1998). Se marcaron radioactivamente con ácido 

acético 14C[2-14C] en forma de sal de sodio para su caracterización mediante cromatografía de 

capa delgada y para su determinación mediante cromatografía líquida de alta resolución las 

células fueron cultivadas en 1 litro de medio sin marcaje radioactivo. 

3.3.1 Detección de la producción de factores de nodulación en la cepa B. japonicum 

ICA 8001 mediante cromatografía de capa delgada (TLC) 

Se estudió el perfil de factores de nodulación producidos y excretados por la cepa B. 

japonicum ICA 8001 en los medios de cultivo YEM, Propagación y Propagación modificado y 

los sustratos soya molinada y melaza a la concentración de 10 g.L-1 y genisteína 10 µM, 

añadidos al medio YEM. La soya fue utilizada en las variantes cruda y tratada 

enzimáticamente. Se utilizó además la genisteína 10 µM como amplificador de la respuesta de 

inducción en todos los extractos. 

3.3.2 Detección de la producción de factores de nodulación en la cepa B. japonicum 

ICA 8001 mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en fase normal 

Se determinó la producción de factores de nodulación por la cepa ICA 8001 en los medios 

YEM, Propagación y Propagación modificado, así como en este último medio con la adición de 

genisteína como amplificador a la concentración de 10 µM. Los factores Nod purificados se 

redisolvieron en 100 % acetonitrilo y se inyectaron en una columna de fase normal Ultropac 

TSK OH-120 5um LKB con dimensiones de 4.6 x 250 mm; el flujo del solvente: 1 mL.min-1; 

como solventes se emplearon: acetonitrilo (A): agua (B); el detector: un espectrofotómetro UV a 

206 nm y una celda de 10 mm, el Gradiente en una bomba Knauer: 0/0 10/0 70/20 t/%B y con 

una Inyección de 250 µL en 100 % de acetonitrilo. El tiempo de corrida en todos los casos fue 
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de 70 minutos. Se evaluó el perfil cromatográfico de los factores de nodulación producidos 

según el número, distribución e intensidad relativa de los picos obtenidos. 

3.3.3 Efecto de diferentes inductores y sus concentraciones en la producción de los 

factores de nodulación para cepas de Bradyrhizobium de diferentes orígenes 

Se determinó mediante cromatografía de capa delgada la producción de factores Nod por 

las cepas B. elkanii SEMIA 5019, B. japonicum USDA 136 y B. japonicum ICA 8001, en 

presencia de genisteína 5 y 10 µM, melaza, y soya molinada, ambas a 5 y 10 g.L-1. Se utilizó el 

medio YEM como base y no se empleó amplificador de respuesta. 

3.4 Efecto de diferentes medios de cultivo en la multiplicación celular de 

Bradyrhizobium 

Se utilizaron los medios YEM (Vincent, 1970); Propagación (López, 1990) y Propagación 

modificado para estudiar la dinámica de crecimiento de Bradyrhizobium con las cepas B. 

japonicum ICA 8001 y B. elkanii LMG 6134. Se evaluó el efecto de los factores medio de cultivo 

y cepas, con tres y dos niveles respectivamente, empleándose 5 réplicas por tratamiento en un 

diseño completamente aleatorizado. 

Como inóculo estas cepas fueron cultivadas durante 3 días en medio YEM, a 30 ºC y en 

condiciones de agitación. Los precultivos se diluyeron en MgSO4 (10 mM), hasta un valor de 

densidad óptica de 0.3 a λ=595 nm (dilución aproximada de 10 veces; espectrómetro Lambda-

2, Perkin Elmer, UV/VIS). Posteriormente, los inóculos con igual número de bacterias, se 

diluyeron 100 veces en los diferentes medios de cultivo bajo estudio y 300 µL de cada una de 

las suspensiones bacterianas se inocularon en los pozos de una placa de microtítulo.  

Las bacterias se cultivaron a 30ºC durante 6 días a 230 rpm y su multiplicación fue 

medida automáticamente cada 30 minutos en un Bioscreen C (Labsystems, Helsinki, 

Finlandia), a una longitud de onda de 595 nm. Para cada punto se calculó la densidad óptica 

promedio y se graficaron los valores cada 120 min, después de lo cual se calculó la velocidad 

específica de crecimiento µ (h-1) en la fase lineal del crecimiento exponencial según: 
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                          ln (DO2 / DO1) 
                µ  =  ----------------------- 
                               ( t2 – t1)     
3.4.1 Influencia de los medios Propagación y Propagación modificado en la 

producción de factores de nodulación por B. elkanii LMG 6134 

Se estudió el perfil de factores de nodulación producidos y excretados por la cepa B. 

elkanii LMG 6134 según se describe en 2.3 mediante cromatografía de capa delgada, en los 

medios de cultivo Propagación y Propagación modificado. No se utilizó amplificador de la 

respuesta de inducción. 

3.5 Extracción de los posibles inductores en varios solventes 

Se utilizaron diferentes solventes para obtener extractos de la soya molinada: 

dimetilsulfóxido (DMSO) al 2% (v/v) (Reagent), metanol y etanol al 75% (v/v) (Merck) y agua 

destilada. Cada suspensión se homogenizó con agitador magnético durante 2 horas a 

temperatura ambiente y pH libre.  

Los extractos en cada solvente se filtraron por algodón y los filtrados se incluyeron en el 

medio Propagación modificado en sustitución de la soya molinada en proporción igual a una 

concentración de sólidos totales iniciales de 10 g.L-1 , para estudiar la capacidad de inducción 

de la síntesis de factores de nodulación en la cepa Bradyrhizobium japonicum ICA 8001, según 

se describe en 3.3.  

Diferentes concentraciones del extracto que mostró mayor producción de factores Nod en 

el medio Propagación modificado se emplearon para evaluar, mediante un diseño 

completamente aleatorizado de clasificación simple (Sigarroa, 1985), su efecto sobre el 

crecimiento de la cepa B. japonicum ICA 8001, comparándose entre sí y con el frijol de soya 

molinado íntegro contenido en el mismo medio de cultivo. Se emplearon 5 réplicas por 

tratamiento y el crecimiento fue seguido por densidad óptica según se describe en 3.4. 

3.6 Influencia del medio de cultivo en la nodulación, el crecimiento y desarrollo del 

cultivo de la soya en condiciones semicontroladas 



 46

Se llevaron a cabo dos experimentos, uno con la variedad Suprema y el otro con semillas 

de la variedad Cubasoy 23, bajo condiciones semicontroladas, en el Área Central del Instituto 

Nacional de Ciencias Agrícolas durante la época de primavera. En cada uno de ellos se utilizó 

un diseño completamente aleatorizado con 3 tratamientos y 8 repeticiones cada uno. Los datos 

se sometieron a la prueba de normalidad y homogeneidad de varianza y se aplicó análisis de 

varianza simple, utilizando la prueba de rangos múltiples de Duncan (P<0.05) para discriminar 

diferencias entre medias (Sigarroa, 1985). 

Se utilizaron macetas de 5 Kg con suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico éutrico (según 

Hernández y col. 1999) cuyas características químicas principales se muestran en la Tabla 4. 

Tabla 4. Algunos componentes de la fertilidad del suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico éutrico del Área Central del 

INCA. (0-20cm). 

 

MO pH      P(P2O5)          Ca         Mg 
       (%)          (H2O)       (ppm) (cmol.Kg-1) 
      3.29         6.6        75.0         10.6         1.8 

 
MO: Materia Orgánica(%): Walkley-Black (Jackson, 1970) 
pH(H2O): potenciométricamente 
P(ppm): Oniani, 1964 
Cationes intercambiables (cmol.Kg-1): acetato de amonio 1N, pH 7, fotometría de llama. (Jackson, 1970) 
 

La cepa B. japonicum ICA 8001 se cultivó en los diferentes medios de cultivo líquidos que 

se citan a continuación, durante 50 horas a 30 °C, con agitación orbital de 230 rpm. La 

concentración celular de los caldos se ajustó a 108 UFC.mL-1 de medio en todos los casos y la 

inoculación se realizó de forma directa sobre la semilla en el momento de la siembra a razón de 

1 mL de inóculo por semilla. Los tratamientos ensayados fueron los siguientes: 

T1: control sin inocular 

T2: medio Propagación  

T3: medio Propagación modificado 

No se empleó fertilización alguna. 

Las plantas se cultivaron hasta la etapa de floración: correspondiente a los 35 días para la 

variedad Cubasoy 23 y a los 45 días para la variedad Suprema. Se determinó la altura de la 
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planta, el número de trifoliolos, la masa fresca y seca de la parte aérea y de las raíces, así 

como el contenido de fósforo y nitrógeno en la parte aérea del vegetal. De los indicadores de la 

nodulación se evaluaron: número de nódulos, masa fresca y seca nodular, así como su 

efectividad por planta, según el método visual de la eficiencia de los nódulos (FAO, 1985). 

3.7 Efecto del inóculo obtenido en diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento 

y desarrollo de la soya en condiciones de campo 

Se realizaron tres experimentos con dos tratamientos cada uno, siguiendo un Diseño de 

Bloques al Azar con 6, 6 y 4 réplicas, respectivamente. Los dos primeros se llevaron a cabo 

durante la primavera de 1996 en el área experimental de la Sede Central del INCA (Las 

Papas), sobre un suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico éutrico, (Hernández y col. 1999), cuyas 

características principales  se describen en la Tabla 5. Se emplearon las variedades Cubasoy 

23 e Incasoy 24, respectivamente, y como tratamientos a comparar inóculos procedentes de B. 

japonicum ICA 8001 en los medios Propagación y Propagación modificado, con títulos de 108 

UFC.mL-1, según la metodología propuesta en el experimento llevado a cabo en condiciones 

semicontroladas. En estos experimentos no se aplicó fertilización alguna. 

Las semillas se inocularon antes de la siembra mediante recubrimiento con los inóculos 

obtenidos en ambos medios de cultivos e inmovilizados en turba molinada, tamizada y estéril 

como soporte sólido, según la tecnología descrita por Gómez y col. (1996). Se empleó una 

dosis de 500 g.ha-1 de producto sólido. Se utilizaron de 25-30 semillas por metro lineal en forma 

de chorrillo, con distancia de 0.70 m entre surcos, utilizando parcelas con una superficie de 

11.2 m2 (2.80 m x 4 m) con 4 surcos, tomando los dos centrales (5.6 m2) como área de cálculo. 

Se evaluó la altura de 10 plantas en la floración y en la cosecha, el número de vainas por 

plantas, el peso de 100 granos tomados al azar y el rendimiento.  

El tercer experimento se desarrolló en el verano de 1996 sobre una extensión de 2 ha de 

suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico dístrico (según Hernández y col. 1999) (ver características 

en la Tabla No.5), en la Estación Experimental de Agricultura Sostenible del INCA (Bainoa), 
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empleándose la variedad Tapachula. Los tratamientos fueron los mismos del ensayo anterior y 

la inoculación se realizó conforme a dicho experimento.  

Se utilizaron parcelas con una superficie de 14 m2 (2.80 m x 5 m) con 4 surcos, tomando 

los dos centrales (7 m2) como área de cálculo. Se empleó superfosfato sencillo como portador 

de fósforo en el momento de la siembra a razón de 50 Kg.ha-1. Se determinó el efecto de los 

tratamientos sobre el rendimiento del cultivo.  

Los datos obtenidos se sometieron a la prueba de normalidad y homogeneidad de 

varianza y de acuerdo al diseño empleado, se aplicó análisis de varianza de clasificación 

simple, utilizando la prueba de rangos múltiples de Duncan (P<0.05) para discriminar 

diferencias entre medias (Sigarroa, 1985). 

   Tabla 5: Características de los suelos empleados en la ejecución de los experimentos de campo (0-20 cm).  
 

K Ca Mg Área 
agrícola 

Tipo de suelo pH 
(H20) 

P 
(ppm) 

Materia 
Orgánica 

(%) (cmol⋅Kg-1) 

Las Papas Ferralítico Rojo Lixiviado 
típico éutrico 

7.2 417.0 3.2 0.45 11.7 1.60 

Bainoa Ferralítico Rojo Lixiviado 
típico dístrico 

6.6 
 

29.2 3.2 0.23 7.58 1.36 

 
MO: Materia Orgánica (%): Walkley-Black (Jackson, 1970) 
pH(H2O): potenciométricamente 
P(ppm): Oniani, 1964 
Cationes intercambiables (cmol.Kg-1): acetato de amonio 1N, pH 7, fotometría de llama. (Jackson, 1970) 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Caracterización taxonómica de la cepa ICA 8001 

Teniendo en cuenta el estado de revisión en que se encuentra la taxonomía de la familia 

Rhizobiaceae; la importancia de la cepa ICA 8001, utilizada en la mayor parte de los 

inoculantes para soya producidos en Cuba y el hecho de que su ubicación fue realizada 

fundamentalmente según criterios de especificidad con el hospedero, se consideró necesario 

llevar a cabo la caracterización taxonómica de esta cepa. Esto se hizo según el sistema de 

clasificación actual para rizobios, el cual toma en consideración la taxonomía polifásica, que 

incluye criterios culturales, morfológicos, bioquímicos, fisiológicos y genéticos.  

Se obtuvo lo siguiente: es una bacteria que coloniza y forma nódulos efectivos en soya 

(Glycine max.) Las colonias crecidas en el medio YEM después de siete días de incubación a 

30 ºC y pH 6,8 se caracterizaron por ser circulares, convexas, muy pequeñas con alrededor de 

1 mm de diámetro como promedio, de color blanco a crema. La observación al microscopio 

óptico de las células teñidas, reveló bacilos pequeños Gram negativos. El crecimiento en medio 

YEM con bromocresol púrpura, produjo alcalinidad, con un cambio de color en el medio de 

habano a morado intenso, resultados que coinciden con las características descritas por Holt y 

col. (1994) para el género Bradyrhizobium.  

Las características anteriores la diferencian de la otra rizobiácea descrita en ese manual 

con capacidad para nodular la soya: Rhizobium fredii (Scholla y Elkan, 1984), ahora 

Sinorhizobium  fredii (de Lajudie y col. 1994), la cual cuando se cultiva en condiciones similares 

muestra colonias de color beige, circulares, convexas, pero de mayor tamaño con 2-4 mm de 

diámetro a partir de 3-5 días de incubación. Al crecer en este medio con bromocresol púrpura 

produce acidez, con un consiguiente cambio de color a amarillo (Holt y col. 1994). 

Las pruebas anteriores no conducen a la diferenciación de especies en éstos géneros con 

cercanía genética tan estrecha y además, en Bradyrhizobium se han establecido dos nuevas 

especies: B. elkanii y B. liaoningense, la primera de ellas a partir del grupo II de Bradyrhizobium 
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japonicum (Bécquer, 2002). Es por ello que una vez ubicada la cepa dentro del género 

Bradyrhizobium, se hizo necesaria la aplicación de técnicas moleculares para la determinación 

de la especie. 

La amplificación por PCR de los ADN de las diferentes cepas estudiadas ofrecieron 

productos de amplificación entre 240 y 1480 pb, como era de esperar para los cebadores 

empleados (Weisburg y col. 1991; Daneshvar y col. 2001; Krasova-Wade y col. 2003).  

En la figura 3 se muestran los fragmentos del ARN ribosomal 16S de cada cepa 

generados por la digestión con la enzima Dde1. Se obtuvo un patrón de cinco bandas para B. 

japonicum USDA 110, cuatro para cada una de las dos cepas aisladas de Lupinus y seis que 

coincidieron en posición para la ICA 8001 y B. elkanii USDA 76.  

                 
                        1    2     3      4     5     6         

 

1: B. japonicum USDA 110  
2: ICA 8001 
3: B. elkanii USDA 76 
4: Aislado 90 de Lupinus 
5: Aislado 70 de Lupinus 
6: Marcador (100 pb)  

 
 Figura 3. Polimorfismo de los fragmentos de ADN correspondiente al ARNr 16S de diferentes cepas de 

Bradyrhizobium empleando la enzima Dde1. 
 
La digestión con las diferentes enzimas de restricción produjo 3 patrones de bandas de 

restricción que pudieron ser claramente definidos como Grupo I, correspondiente a la cepa 

USDA 110, Grupo II en el que se encuentran las cepas ICA 8001 y USDA 76 y Grupo III en el 

que se agrupan las cepas de Lupinus (Tabla 6). 

 
 
 



 51

Tabla 6. Patrones de restricción determinados mediante análisis de PCR-RFLP al ADN de 
diferentes cepas de Bradyrhizobium. 

 
Cepas 

Tamaño de los fragmentos de restricción (pb) 
Grupo I Grupo II Grupo II Grupo III 

 
 

Enzima de 
restricción B. japonicum  

USDA 110 ICA 8001 B. elkanii  
USDA 76 

Bradyrhizobium sp. 
Cepas 70 y 90 

Dde1 60, 100, 240, 360, 400 60, 120, 240, 300, 360, 
400 

60, 120, 240,300,  360, 
400 

60, 240, 360, 400 
 

Msp1 80, 150, 210, 300, 500 50, 80, 110, 150, 210, 
300, 500 

50, 80, 110, 150, 210, 
300, 500 

50, 80, 150, 210, 300, 
500 

Sau3A1 60, 80, 180, 210 
 

60, 80, 110, 180, 210, 
520 

60, 80, 110, 180, 210, 
520 60, 180 

Rsa1 60, 180, 380 60, 180, 510, 600 60, 180, 510, 600 
 60, 180 

Hinf1 180, 400, 600 180, 250, 380, 400 50, 180, 250, 380, 400 50, 180, 400, 600 
 

Hha1 40, 60, 80, 100, 150, 
300, 650 

40, 60, 80, 100, 150, 
300, 400 

60, 80, 100, 150, 300, 
400 

60, 80, 300, 650 
 

 

Al hacer un análisis del polimorfismo de los fragmentos de restricción con las diferentes 

enzimas empleadas, la cepa ICA 8001 mostró un 97 % de homología con la cepa B. elkanii 

USDA 76, un 72 % con la cepa B. japonicum USDA 110 y sólo un 59 % con las cepas aisladas 

de Lupinus. Estas homologías y diferencias también se manifiestan en cuanto a plantas 

hospederas. Así, por ejemplo, las cepas 70 y 90 que corresponden a Bradyrhizobium sp., no 

forman nódulos en la soya, mientras que las cepas USDA 110, ICA 8001 y USDA 76 nodulan 

este cultivo (Young, 1996).  

El dendrograma realizado (Figura 4) a partir de los resultados del RFLP mostró la similitud 

existente entre las cepas USDA 76 (B. elkanii) e ICA 8001 agrupadas en un cluster (Grupo II), 

en otro diferente las dos cepas de Lupinus (Grupo III) y otro grupo bien diferenciado de los 

anteriores, con la cepa USDA 110 (B. japonicum) en el Grupo I. De estos resultados se infiere 

que la cepa ICA 8001 es cercana taxonómicamente a B. elkanii USDA 76, con una 

diferenciación alta de la cepa B. japonicum USDA 110, lo cual refuerza lo demostrado 

anteriormente en los porcientos de homología. 
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                               % de desagregación 
 
                  0         5        10        15        20        25 
  Cepas      Num  +---------+---------+---------+---------+---------+ 
 
  Aislado 90   3   

 
  Aislado 70   4                                                   
  USDA 76      2                    
 

  ICA 8001     5                                 
  USDA 110     1    
 
Figura 4. Dendrograma obtenido a partir del análisis de RFLP, donde se muestra la posición filogenética de 
la cepa ICA 8001 con relación a las cepas de referencia USDA 76 (B. elkanii) y USDA 110 (B. japonicum). Se 

utilizó como matriz de similitud el coeficiente de Jaccard para estimar la distancia entre los clusters. 
 

Al comparar los resultados del genotipo con los morfo-culturales, es evidente que la cepa 

ICA 8001 debe ser reubicada en la especie Bradyrhizobium elkanii en lugar de B. japonicum, 

en la que hasta el momento había sido ubicada taxonómicamente. El hecho de compartir un 72 

% de similitud con esta última especie responde a que B. elkanii fue justamente propuesto 

como nueva especie a partir del grupo II de B. japonicum (Bécquer, 2002), por lo que es lógico 

que compartan cierto número de características comunes. 

4.2 Ensayos de nodulación in vitro 

4.2.1 Efecto de la semilla de soya molinada (Sm) y de la melaza (M) en diferentes 

concentraciones en el medio de cultivo en la nodulación 

El efecto in vitro de diferentes concentraciones de soya y melaza sobre el número de 

nódulos de la soya inducidos por B. elkanii  ICA 8001 se muestra en la Figura 5.  

Al evaluar el número de nódulos desarrollados en los diferentes tratamientos se 

obtuvieron resultados significativamente superiores para todos los compuestos y 

concentraciones empleados como posibles inductores con respecto al medio YEM basal.  
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Figura 5. Efecto de la adición al medio YEM de soya y melaza en diferentes co
de nódulos de la soya, variedad William´82.  
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES*** = 2.4126 
n=10 
 
El efecto positivo ejercido por todos los tratamientos con s

formación de los nódulos evidenció el poder inductor de estos el

incorporados, solos ó combinados, al medio de cultivo. Ambos com

actividad similar de inducción nodular para todas las concentraciones

diferencias significativas para las diferentes concentraciones, indica qu

máximo poder inductor de estos compuestos. No existen referencias d

melaza en función de la inducción de la síntesis de los factores de nodu

La figura 6 representa el efecto de los tratamientos sobre la masa

forma que en la variable anterior, el empleo de los diferent

concentraciones mostraron ser significativamente superiores al medio Y

significativas entre ellos. Esto sugiere que la presencia de la soya y la

cultivo le confiere al microorganismo una mayor capacidad para ind

nódulos y establecerse dentro de ellos. 
Leyenda: 
T1: (YEM) 
T2: (YEM+Sm/5)
T3: (YEM+Sm/10) 
T4: (YEM+Sm/15)
T5: (YEM+M/5)
T6: (YEM+M/10)
T7: (YEM+M/15)
T8: (YEM+Sm/10+M/5) 
T9:(YEM+Sm/10+M/10)   
T10: Control s.i. 
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Leyenda: 
T1: (YEM) 
T2: (YEM+Sm/5)
T3: (YEM+Sm/10) 
T4: (YEM+Sm/15)
T5: (YEM+M/5)
T6: (YEM+M/10)
T7: (YEM+M/15)
T8: (YEM+Sm/10+M/5) 
T9:(YEM+Sm/10+M/10)   
T10: Control s.i. 

Figura 6. Efecto de la soya y la melaza a diferentes concentraciones en el medio YEM sobre la masa fresca 
de los nódulos desarrollados en la soya variedad William´82. 
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES*** = 0.0177 
n=10 
 

El análisis de la masa seca de los nódulos (Figura 7) mostró un comportamiento 

diferenciado entre los tratamientos. Se destacó en su efecto el tratamiento donde se aplicó la 

soya a la concentración de 10 g.L-1 (T3), significativamente diferente del medio YEM. También 

resultaron interesantes los tratamientos con soya a 15 g.L-1 y la melaza a razón de 10 g.L-1, (T4 

y T6, respectivamente), que no se diferenciaron del mejor tratamiento, aunque tampoco lo 

hicieron del resto, excepto del control absoluto (T10).   

La variable masa seca indica esencialmente la proporción de material biológico presente 

en el nódulo. Por tanto, el hecho de que los tratamientos T2, T5, T7, T8 y T9, que para las 

variables número de nódulos y masa fresca de los mismos (Figuras 5 y 6), se comportaron 

superiores al control utilizado (medio YEM), pero que en esta variable no mostraron diferencias 

significativas con él, sugiere que éstos tratamientos produjeron nódulos más turgentes, con un 

alto contenido de agua y con menor proporción en biomasa seca. 
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Leyenda: 
T1: (YEM) 
T2: (YEM+Sm/5)
T3: (YEM+Sm/10) 
T4: (YEM+Sm/15)
T5: (YEM+M/5)
T6: (YEM+M/10)
T7: (YEM+M/15)
T8: (YEM+Sm/10+M/5) 
T9:(YEM+Sm/10+M/10)   
T10: Control s.i. 

Figura 7. Efecto de la soya y la melaza a diferentes concentraciones en el medio YEM sobre la masa seca de 
los nódulos desarrollados en la soya variedad William´82.  
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES** = 0.0067 
n=10 

 
Los resultados correspondientes a la actividad de reducción del acetileno (Figura 8) 

muestran el efecto destacado del tratamiento donde se aplica la soya a la concentración de 10 

g.L-1 (T3), de la melaza a la misma concentración (T6) y de la combinación soya-melaza 10-5 

g.L-1 (T8). Estos tratamientos no mostraron diferencias significativas entre sí, pero todos fueron 

significativamente superiores al resto. Las otras concentraciones y combinaciones no difirieron 

entre ellos, pero sí con el medio YEM y resultaron en valores de fijación superiores. 

Si bien no hubo grandes diferencias en el efecto de la mayor parte de los tratamientos 

con los compuestos y concentraciones sobre la masa seca de los nódulos desarrollados con 

respecto al medio YEM solo, su capacidad de fijar nitrógeno sí se vio positivamente 

aumentada. El efecto de un inductor de los genes de nodulación repercute en la consecuente 

síntesis de los factores de nodulación y se ha demostrado que estas moléculas influyen 

positivamente sobre el establecimiento de los bacteroides y la eficiencia en su capacidad de 

fijación biológica del nitrógeno (Spaink y col. 1995). 
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Leyenda: 
T1: (YEM) 
T2: (YEM+Sm/5)
T3: (YEM+Sm/10) 
T4: (YEM+Sm/15)
T5: (YEM+M/5)
T6: (YEM+M/10)
T7: (YEM+M/15)
T8: (YEM+Sm/10+M/5) 
T9:(YEM+Sm/10+M/10)   
T10: Control s.i. 

Figura 8. Efecto de las diferentes concentraciones de cada compuesto sobre la actividad de 
reducción del acetileno.  
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES*** = 0.3119 
n=10 

 
El tratamiento 4 (YEM + Sm/15), que se destacó por la proporción de material biológico en 

los nódulos por él desarrollados, evidenció, sin embargo, una menor actividad de fijación de 

nitrógeno. Mientras que el T8 (YEM + S/10-M/5) tuvo una menor proporción de biomasa, pero 

con mayor actividad biológica.  

A excepción de algunos tratamientos al analizar la masa seca nodular, el resto de las 

determinaciones demostraron el efecto positivo de la soya y la melaza sobre la inducción 

nodular y sobre la fijación biológica del nitrógeno, ésta, como variable esencial a tener en 

cuenta en el éxito de esta interacción. 

Se destaca el efecto de la soya y la melaza en el medio de cultivo a la concentración de 

10 g.L-1 y de la combinación de ambos compuestos a razón de 10 y 5 g.L-1, respectivamente. 

De manera general en este primer bloque de experimentos se demostró la influencia de la 

composición del medio de cultivo y el aporte de la soya molinada, la melaza y la combinación 
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de ambos compuestos  sobre la inducción de la nodulación. Los diferentes indicadores 

muestran que esta influencia es, sobre todo, en el aumento de la capacidad fisiológica del 

microorganismo para la formación del nódulo y en su actividad de fijación, significativamente 

diferente de la aportada por el medio YEM solo.   

4.2.2 Influencia de diferentes medios de cultivo sobre la nodulación de la soya  

La evaluación de la influencia de diferentes medios de cultivo sobre la nodulación de la 

soya se realizó en un segundo bloque de experimentos (Figuras 9-12) sobre la base de los 

resultados anteriores. Se diseñó un nuevo medio de cultivo a partir del medio Propagación, en 

el cual se incluyó la semilla de soya molinada a la concentración de 10 g.L-1, se redujo la 

melaza a 5 g.L-1 y se eliminó el extracto de levadura. 

Para el número de nódulos (Figura 9), se encontró, que los tratamientos presentaron 

diferencias significativas entre sí. Los mejores tratamientos fueron T2 (YEM + genisteína), T3 

(YEM + soya molinada) y T4 (YEM + soya tratada enzimáticamente), seguidos por T7 (medio 

Propagación modificado), que no se diferenció  significativamente de T2 y T4. Los tratamientos 

T5: (YEM+M/10) y T6: (Propagación) fueron inferiores y estadísticamente similares al T1 

(medio YEM), quienes sólo superaron al control sin inóculo. El menor número de nódulos en los 

tratamientos T1 y T6 pudiera estar asociado a la ausencia en ellos de los inductores portados 

por la soya.  
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Figura 9. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la nodulac
William´82.    Letras comunes no difieren significativamente

ES*** = 2.1870 
n=10 

 

Es de destacar que la adición de soya molinada se manifiesta

adición de genisteína al medio de cultivo,  alcanzando valores de nod

no diferentes estadísticamente.   

La Figura 10 muestra la influencia de los tratamientos sobre la m

mejores resultados se alcanzaron en los tratamientos con genisteína,

enzimáticamente y el medio Propagación modificado, que no difirieron

si. El tratamiento enzimático de la soya disminuyó su efecto sobre esta

A excepción de la soya molinada sin tratar enzimáticamente (T3

tampoco se diferenciaron de los T4 (YEM + soya molinada tratada

(YEM + melaza 10). Éstos últimos fueron estadísticamente similares

YEM y Propagación quienes sólo superaron al control absoluto. 
Leyenda: 

T1: (YEM) 
T2: (YEM+G/10) 
T3: (YEM+Sm/10)
T4: (YEM+Sm/10+Ez) 
T5: (YEM+M/10)
T6: (Propagación) 
T7: (P. modificado) 
T8: (Control s.i.) 
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Leyenda: 

T1: (YEM) 
T2: (YEM+G/10) 
T3: (YEM+Sm/10)
T4: (YEM+Sm/10+Ez) 
T5: (YEM+M/10)
T6: (Propagación) 
T7: (P. modificado) 
T8: (Control s.i.) 

Figura 10. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la masa fresca de los nódulos 
desarrollados sobre  la soya variedad William´82. 
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES*** = 0.0172 
n=10 
 
Los nódulos desarrollados por el inóculo en el medio Propagación modificado, si bien 

fueron inferiores en número a los producidos por el tratamiento con soya molinada (Figura 8), 

mostraron un tamaño mayor, lo que los hace estadísticamente similares al analizar la variable 

masa fresca nodular (Figura 10). 

Cuando se analizó la variable masa seca de los nódulos (Figura 11), resaltaron como 

superiores los efectos de la adición de genisteína, de la soya sin tratamiento enzimático, de la 

melaza y del medio Propagación modificado. Los tratamientos T4 (soya tratada 

enzimáticamente) y T6 (medio Propagación)  no difirieron del control YEM (T1) y sólo 

superaron al control sin inoculación.  

El tratamiento enzimático en la soya afectó negativamente su influencia sobre la masa 

seca nodular. 
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bre la masa seca de los nódulos 

 no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
= 0.0054 

n=10 
 

En cuanto a la actividad de reducción del acetileno (Figura 12), los inductores genisteína, 

soya sin tratar, melaza y el medio Propagación modificado, mostraron resultados superiores y 

estadísticamente diferentes al resto de los tratamientos. Una vez más se destaca el efecto de 

la adición de soya y/o melaza en el medio de cultivo, comparable a la acción de la genisteína, 

sobre la modificación de la capacidad de la bacteria de fijar nitrógeno, con respecto a otros 

medios de cultivo. 

La digestión enzimática de la soya antes de añadirla al medio de cultivo influyó 

negativamente sobre la capacidad de fijación biológica, haciéndola significativamente diferente 

al efecto de la soya sin digerir y similar al de los medios YEM y Propagación. 

Al relacionar los resultados con la digestión enzimática de la soya se constató que la 

misma no afectó el número de nódulos mientras que disminuyó significativamente la masa 

nodular y su eficiencia. Estos resultados pudieran deberse a que la hidrólisis fue sobre aquellos 

 

Leyenda: 

T1: (YEM) 
T2: (YEM+G/10) 
T3: (YEM+Sm/10)
T4: (YEM+Sm/10+Ez) 
T5: (YEM+M/10)
T6: (Propagación) 
T7: (P. modificado) 
T8: (Control s.i.) 

Figura 11. Efecto de diferentes medios de cultivo so
desarrollados sobre  la soya variedad William´82.  
Letras comunes
ES*** 
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inductores o precursores sensibles a este tipo de enzimas, al ser degradado alguno o algunos 

de los componentes de la semilla de soya que participan en el establecimiento de los 

bacteroides, mientras que otros componentes de la semilla (Hasler, 1998), que no fueron 

degradados, pueden también influir en la colonización y efectividad de la cepa bacteriana 

(Kape, Parniske y Werner, 1991). 

 

 

Leyenda: 

T1: (YEM) 
T2: (YEM+G/10) 
T3: (YEM+Sm/10)
T4: (YEM+Sm/10+Ez) 
T5: (YEM+M/10)
T6: (Propagación) 
T7: (P. modificado) 
T8: (Control s.i.) 

Figura 12. Influencia de diferentes medios de cultivo sobre la fijación nitrogenada en los nódulos 
desarrollados sobre la soya variedad William´82.  
Letras comunes no difieren significativamente (Duncan, P<0.05). 
ES*** = 0.3464 
n=10 
 
Al comparar la influencia de los tratamientos T5 (YEM con melaza) y T6 (medio 

Propagación, que contiene melaza en igual proporción) se apreció que sobre el número y masa 

nodular el comportamiento fue muy similar, pero sobre la fijación del nitrógeno (ARA), el medio 

YEM con melaza superó al Propagación. Esto indica que no sólo la melaza manifiesta 

influencia, también hay que tener en cuenta el papel de los otros componentes del medio de 

cultivo y el posible efecto sinérgico o antagónico que puedan ejercer. Las levaduras, por 

ejemplo, poseen en su pared polímeros de N acetilglucosamina (Lipke y Ovalle, 1998; Kapteyn, 

1999), los que durante el proceso de hidrólisis para la obtención del extracto, pueden ser 
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liberados como oligómeros y al estar contenidos de esta forma en el medio de cultivo pudieran 

actuar como precursores de la síntesis de los factores de nodulación por Bradyrhizobium 

(Carlson, Price y Stacey, 1994). De esta forma, incrementos en la producción de determinadas 

estructuras de estas biomoléculas conducirían a una mayor eficiencia nodular. En el medio 

Propagación estos compuestos se encuentran en concentración cinco veces más alta que en el 

medio YEM, lo cual pudiera producir inhibición por exceso de este compuesto. 

Es de resaltar la influencia de la melaza en la actividad de reducción del acetileno, similar 

a lo acontecido en el experimento anterior, donde no ejerció una función destacada en cuanto 

al número ni masa fresca de los nódulos, pero sí en la masa seca de los mismos y en su 

actividad de fijación. Esto sugiere que este compuesto influye menos en la inducción de la 

formación de los nódulos, pero se destaca en el establecimiento de los bacteroides y en su 

función dentro del nódulo. 

En resumen, los resultados sugieren que la integración de la semilla de soya molinada y 

la melaza en la composición del medio de cultivo Propagación modificado, condujo a la bacteria 

a un estado fisiológico que se tradujo en resultados significativamente superiores de su 

actividad biológica sobre la planta de soya, en comparación con los medios tradicionales. 

4.2.3 Efecto inductor de las células bacterianas o de sus productos metabólicos en 

la nodulación de la soya 

Al evaluar el efecto de los medios de cultivo con o sin células bacterianas, se apreció que 

no hubo diferencias significativas para la interacción entre los factores medio de cultivo-

presencia o ausencia de células. Se observó un efecto muy significativo del factor medio de 

cultivo sobre el número de nódulos. Sin embargo, la presencia o no de las células en el 

momento de la inoculación no diferenció estadísticamente la respuesta de la nodulación.  

Estos resultados indican que determinados productos solubles de la fermentación son los 

responsables de inducir la formación de los nódulos, lo que coincide con lo planteado por 

algunos autores que adjudican esta función directamente a los lipoquitinoligosacáridos o 
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factores de nodulación producidos por Rhizobium (Relic y col. 1994; Bassier, 1999; Day y col. 

2000; Loh y col. 2001). 

Se conoce además que la quimiotaxis es otro fenómeno que ocurre en la rizosfera y que 

constituye el eslabón inicial en la asociación planta – rizobacteria promotora del crecimiento de 

las plantas (PGPR) (Gao y col. 2001). Sobre este fenómeno, Adler, en 1969, demostró que el 

mecanismo de quimiosensibilidad era explicado a través de quimiorreceptores. En la simbiosis, 

como expresión más elevada de la asociación planta–PGPR, las señales son emitidas por 

ambos simbiontes con diferente finalidad: los exudados por la planta son para garantizar la 

especificidad y los producidos por el microsimbionte son para la formación del nicho ecológico 

de intercambio (nódulo) en el cual él se instalará.  

De esta forma, lo más importante para la inducción de la formación de los nódulos en esta 

interacción es la señal constituida por el factor de nodulación y no necesariamente la presencia 

celular, que lógicamente desempeñará su papel posteriormente en la infectividad de los 

nódulos y el proceso de fijación biológica del nitrógeno.  

Se corrobora el efecto diferenciado del medio de cultivo sobre la nodulación (Tabla 7) y la 

producción de los factores Nod, con ventajas para el medio Propagación modificado.  

Tabla 7: Efecto de los medios de cultivo sobre la nodulación de la soya. 
 

Medio de cultivo No. nódulos.pta-1

Propagación 10.1 
Propagación modificado 18.8 

Esx 1.09** 
                                      **P<0.01 

 
Los resultados demuestran que una misma cepa, en función del medio de cultivo donde 

se propague, estará en mejores condiciones para inducir la nodulación y su efectividad;  

probablemente debido a la producción de diferentes factores de nodulación. 
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4.3 Producción de factores de nodulación por Bradyrhizobium en presencia de diferentes 

sustratos y medios de cultivo 

4.3.1 Detección de la producción de factores de nodulación en la cepa B. japonicum 

ICA 8001 mediante cromatografía de capa delgada (TLC) 

Los perfiles de los factores de nodulación producidos por esta cepa ante los diferentes 

compuestos y medios de cultivos evaluados en el ensayo de nodulación se muestran en la 

Figura 13. La cepa exhibió una variedad de perfiles según el inductor empleado para la 

activación de sus genes nod.  

    
        -       +        -        +          -       +             -       +           -       +         -         +         -         + 
       YEM           Y + G            Y + S             Y+S+E           Y + M      Propagación  Prop. modif.  

 
Leyenda: 
-: Extractos sin inducir 
+: Extractos inducidos con genisteína 10 µM 
YEM: medio Manitol-extracto de levadura 
Y+G: medio YEM con genisteína 10 µM  
Y+S: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 10 g.L-1 

Y+S+E: medio YEM con frijol de soya molinado a la concentración de 10 g.L-1  
y tratado enzimáticamente  
Y+M: medio YEM con melaza a la concentración de 10 g.L-1 

Propagación: medio Propagación 
Prop. modif.: medio Propagación modificado 
 
Figura 13. Perfil de factores Nod producidos por  B. elkanii  ICA 8001 ante diferentes inductores. 
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El medio YEM solo, indujo la producción de 8 manchas cromatográficas, cuando la 

genisteína fue utilizada como inductor mostró 6 manchas y se destacaron por su intensidad 

aquellas con menor movilidad según TLC.  

La muestra de soya sin tratar enzimáticamente superó en número e intensidad las 

manchas cromatográficas de la soya tratada enzimáticamente, lo mismo que sobre algunos 

caracteres de la nodulación (Figuras 10, 11 y 12). Se presentaron 6 manchas en la soya cruda, 

todas en igual posición que las que aparecen con la genisteína pero esta vez las de mayor 

intensidad fueron las de mayor movilidad. 

La melaza, por su parte, mostró cuatro compuestos o grupos de compuestos, la mayor 

parte de ellos en gran concentración y aunque sólo dos en posición similar a los de la soya, 

coincidentemente los de mayor intensidad correspondieron a los de mayor movilidad.  

De igual forma a lo obtenido en los ensayos de nodulación, la soya y la melaza 

constituyeron compuestos que se destacaron en la producción de metabolitos Nod con la 

síntesis de un gran número de compuestos con la mayor intensidad.  

El medio de Propagación modificado superó marcadamente al medio de Propagación con 

la producción de 8 entes cromatográficos, algunos de ellos en elevada concentración. Este 

medio provoca la producción de la mayor parte de los factores Nod mostrados por los restantes 

inductores por separado, lo que resulta lógico dada su composición química, en la que están 

incluidos todos ellos.  

Al  analizar el medio YEM y el medio Propagación se observó que el primero superó al 

último en cuanto a la producción de estos compuestos, sin embargo, no mostraron diferencias 

significativas en los resultados de la nodulación.  

La mayor producción de factores Nod (evidenciados en el TLC) en el medio YEM no se 

tradujo en una mayor eficiencia de la nodulación, cuando se compararon estos resultados con 

los ensayos de nodulación in vitro, lo que sugiere que no todas las moléculas representadas 
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tuvieron idéntica actividad biológica. Se conoce que no todos los factores Nod producidos y 

excretados poseen una actividad biológica significativa (Spaink y col. 1995), resultado de 

diferentes modificaciones a una molécula basal o factor Nod común (Carlson, Price y Stacey, 

1994). Pero además, pudieran influir otros factores, como la producción de sustancias 

promotoras del crecimiento vegetal, exopolisacáridos, entre otros, en dependencia del estado 

fisiológico de la bacteria conferido por el medio de cultivo.  

La literatura indica el empleo de la genisteína como amplificador de la inducción para 

Bradyrhizobium, al constituir el mejor inductor informado para esta especie. Sin embargo, los 

resultados de este trabajo demostraron que su aplicación a una concentración de 10 µM como 

amplificador de la síntesis de estas biomoléculas tuvo un efecto negativo sobre el 70 % de las 

muestras ensayadas, lo que es resultado de una inhibición de la producción de estos 

compuestos. Sólo en aquellos casos que no manifestaron una producción apreciable de 

factores Nod (soya digerida enzimáticamente y medio Propagación) se presentó el efecto 

amplificador de la genisteína.  

El resto de las muestras que revelaron una clara síntesis de éstas biomoléculas sin la 

ayuda de la genisteína, exhibieron una represión en su producción cuando este isoflavonoide 

estuvo presente. Esto se debe, al parecer, a un fenómeno de inhibición por exceso de inductor 

(similar a lo que ocurre en la inhibición por exceso de sustrato) ejercido por la suma de los 

inductores contenidos en el medio de cultivo más la genisteína aplicada. No se han encontrado 

referencias de este fenómeno en la literatura consultada, en la cual siempre estos inductores 

se utilizan en medios basales, libres de cualquier otra inducción. 

De manera general, los resultados de la producción de factores Nod por esta cepa 

tuvieron relación directa con los ensayos de nodulación. 
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4.3.2 Detección de la producción de factores de nodulación en la cepa B. japonicum 

ICA 8001 mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en fase normal 

  El análisis de los perfiles obtenidos mediante cromatografía líquida reveló marcadas 

diferencias entre el número de picos cromatográficos y su intensidad relativa para los diferentes 

medios de cultivo (Figura 14). 

En todos los perfiles se presentaron picos menos resueltos en los menores tiempos de 

retención (tr), los que corresponden a moléculas más hidrofóbicas. 

 El menor número de picos se encontró en el medio Propagación (Figura 14 B), seguido 

por el medio YEM (Figura 14 A). Entre estos medios existe una pequeña diferencia en cuanto a 

la distribución de picos y al área bajo la curva, con cuatro picos en el medio Propagación y seis 

en el YEM, de los cuales tres coinciden entre sí.  

La mayor cantidad de picos y con mayor área bajo la curva se apreció en el medio 

Propagación modificado (Figura 14 C). En cada uno de los tres picos mayoritarios el área es 

mucho mayor que el área total de todos los picos presentes en cada una de las restantes 

muestras. Esto indica una mayor producción de factores Nod en este medio.  

Cuando se añadió genisteína a esta composición de medio de cultivo se observó la 

depresión de las áreas cromatográficas, o sea que se reprimió la producción de estos factores  

Nod, además de que se produjo un cambio en la distribución de los picos (Figura 14 D). Bajo 

estas condiciones desaparecieron algunos picos de los mayoritarios y uno de ellos (el de tr. = 

27, 63 min) disminuyó a un tercio, mientras que otro (el de 28,8 min), aumentó diez veces. 

Dada la similitud en el tiempo de retención para ambas muestras, deben corresponder a 

similares estructuras de factores Nod presentes en ellas, aunque frente a la genisteína se 

presentaron en menor concentración.  

Resultados diferentes fueron encontrados por Carlson y col. (1993); López-Lara y col. 

(1995) y Cárdenas y col. (1995), donde perfiles de estas moléculas con mayor número e 

intensidad de picos caracterizaron las muestras inducidas con genisteína y naringenina, 
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respectivamente. Las muestras cromatografiadas por ellos, sin embargo, procedían de un 

medio basal que no contenía inductores, por tanto no se produjo el efecto de represión. 

Si bien no es posible establecer una relación exacta entre el número de manchas 

obtenidas por el TLC y el número de picos hallados mediante HPLC, debido a que el primer 

método es mucho más específico, pues marca radioactiva y selectivamente los factores Nod, 

mientras que el HPLC resulta más potente en cuanto a la separación de los productos, los 

resultados obtenidos por ésta última, confirmaron en general, los encontrados con la 

cromatografía de capa delgada.  

Mediante ambas técnicas se pudo constatar la influencia del medio de cultivo sobre los 

perfiles de factores de nodulación. También se observó la tendencia a la inhibición o represión 

de su síntesis en presencia de un exceso de  inductor en el medio de cultivo.  

Como la adición de genisteína en el medio de cultivo resulta en una inhibición de la 

síntesis de los factores Nod, en lo adelante, solo se utilizaron extractos sin amplificador.  

4.3.3 Efecto de diferentes inductores y sus concentraciones sobre la producción de 

los factores de nodulación para cepas de Bradyrhizobium de diferentes orígenes  

Identificadas la soya y la melaza como elementos inductores en B. elkanii ICA 8001, 

resultó interesante esclarecer su papel inductor sobre otras cepas aisladas de diferentes 

condiciones edafoclimáticas. Se presenta el efecto de estos compuestos en dos 

concentraciones (5 y 10 g.L-1) comparados con la genisteína (5 y 10 µM) sobre las cepas de B. 

elkanii  ICA 8001, SEMIA 5019, y sobre B. japonicum USDA 136  (Figura 15). Se encontró que 

las diferentes cepas respondieron de manera diferenciada ante los inductores y 

concentraciones  ensayados. 

La cepa B. elkanii ICA 8001 produjo tres manchas tenues cuando se utilizó la genisteína a 

la concentración de 5 µM, mientras que se mostraron seis estructuras a la mayor concentración 

empleada. 
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El comportamiento para el medio con soya fue similar en ambas concentraciones, con la 

síntesis de entre cinco y seis estructuras, pero todas las manchas presentes en la 

concentración de 5 g.L-1 del compuesto, aparecieron con mayor intensidad cuando se utilizaron 

10 g.L-1. Algo similar se presentó cuando la cepa fue cultivada en ambas concentraciones de 

melaza. La síntesis de cuatro manchas se mantuvo pero favorecida por la mayor 

concentración. 

     
 Y+G 5µM          Y+G 10µM        Y+S 5g.L-1           Y+S 10g.L-1       Y+M 5g.L-1         Y+M 10g.L-1                 

 
Leyenda: 

Y+G: medio YEM con genisteína  
Y+S: medio YEM con frijol de soya molinado 
Y+M: medio YEM con melaza 

 
Figura 15. Efecto de dos concentraciones de cada inductor sobre la síntesis de factores 

Nod en tres cepas de Bradyrhizobium.  
 

La cepa SEMIA 5019 mostró un comportamiento similar frente a las dos concentraciones 

de genisteína ensayadas, con la producción de dos manchas en similar intensidad. A su vez 

produjo 4 manchas frente a las concentraciones de soya y ante la melaza sintetizó al menos 3 

productos de movilidad diferente. 

En el caso de la USDA 136, cuando se utilizó el inductor genisteína a razón de 5 µM 

mostró una producción de 2 manchas, pero no se encontró inducción frente a la concentración 

de 10 µM. Quizás para esta cepa 10 µM constituye una concentración elevada e inhibitoria, por 

lo que resulta necesario evaluar el efecto de menores concentraciones. Zhang y Smith en 1998 



 70

encontraron que la adición de 5 µM de este isoflavonoide fue suficiente para incrementar la 

cantidad de nódulos y la fijación del nitrógeno en B. japonicum USDA 110. El comportamiento 

de esta cepa fue similar ante ambas concentraciones de soya, con la síntesis clara de 4 

manchas, aunque fueron menos intensas cuando se empleó la menor concentración de este 

inductor.  

Cuando la cepa USDA 136 se cultivó ante las diferentes concentraciones de melaza 

mostró una respuesta muy diferente. Se revelaron 6 factores Nod a la menor concentración 

empleada, mientras que solamente dos manchas se presentaron a la concentración de 10 g.L-1 

y con movilidades diferentes a las encontradas anteriormente.  

Este estudio muestra que el número de manchas correspondientes a moléculas o grupos 

de moléculas conocidas como factores Nod, su concentración, masa molecular, polaridad y por 

consiguiente actividad biológica, dependen del tipo de inductor empleado, de su concentración 

y de la cepa en cuestión.  

La capacidad de inducción de la melaza y la soya es marcada para todas las cepas 

estudiadas, por lo que constituyen inductores de la producción de factores de nodulación en el 

género Bradyrhizobium, además de la genisteína, que ya se ha informado como uno de los 

más potentes inductores para este género. Quizás este resultado constituya el punto de partida 

en el hallazgo de nuevos inductores para estas bacterias.  

Sobresale la cepa B. elkanii ICA 8001 en su capacidad de síntesis de factores de 

nodulación, lo que pudiera ser un elemento a su favor en la competitividad por el hospedador y 

a tener en cuenta en la producción de inoculantes. La gran variedad de factores Nod 

producidos por esta cepa pudiera ayudar a explicar su capacidad de nodular numerosas 

variedades de soya (Pijeira y col. 1996). 

Aunque los resultados de los experimentos de nodulación no mostraron diferencias 

significativas entre la combinación de soya-melaza y sus componentes separados (Figuras 5-

8), el análisis de la figura 14 demostró una diversificación cualitativa de los factores Nod. Así,  
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el hecho de que el empleo de la soya en el medio de cultivo induzca diferentes compuestos 

respecto a la melaza, ofrece la posibilidad de ampliar el rango de hospedador para disímiles 

cepas cuando estos inductores se emplean combinados en el medio de cultivo. Esto 

garantizaría una mayor utilización de este biopreparado en diferentes combinaciones cepa - 

variedades de soya. Además, se demuestra que su uso combinado no produce inhibición de la 

producción de factores Nod.  

4.4 Efecto de diferentes medios de cultivo en la multiplicación celular de 

Bradyrhizobium elkanii 

Al evaluar la dinámica de crecimiento de las cepas B. elkanii  ICA 8001 y B. elkanii  LMG 

6134 frente a los medios YEM,  Propagación y Propagación modificado, se encontró 

interacción entre los factores medio de cultivo - cepa de Bradyrhizobium, con diferencias 

altamente significativas para el factor medio de cultivo y no significativas para el factor cepa.  

El medio nuevo “Propagación modificado” mostró una clara superioridad en su capacidad 

de permitir una multiplicación celular mayor, con respecto a los medios tradicionales para las 

dos cepas estudiadas (Figura 16). 

Si se comparan los medios tradicionales, para la cepa LMG 6134 el medio Propagación 

superó en velocidad específica de crecimiento al medio YEM, sin embargo, para la cepa ICA 

8001 el comportamiento en estos medios fue similar. 

La dinámica de la cepa ICA 8001 en el medio Propagación modificado mostró la fase de 

latencia entre las 0 y las 8 horas, la exponencial entre las 8 y las 55 horas y la estacionaria a 

partir de este momento y hasta las 72 horas, tiempo en el cual comienza la fase de declinación 

o muerte (según otros ensayos realizados no mostrados en este documento). El máximo de 

población se obtuvo alrededor de las 55 horas de cultivo, con un valor de densidad óptica de 

1.60 en longitud de onda 595 nm y la velocidad máxima de crecimiento se observó 

aproximadamente a las 31 horas.  
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        Leyenda:  
Prop: medio Propagación    P.m: medio Propagación modificado    YEM: medio YEM 
ES*** = 0.0027 
P< 0.001 
n=5 
 

Figura 16. Dinámica de crecimiento de las cepas ICA 8001 y LMG 6134 en diferentes medios de 
cultivo.  
 

La velocidad específica del crecimiento para esta cepa en este medio fue de 0.067 h-1, 

mientras que en los medios tradicionales YEM y Propagación fue de 0.018 h-1 y 0.020 h-1, 

respectivamente. 

Se evidenció un comportamiento similar de la cepa 6134 al presentado por la cepa ICA 

8001 en cuanto a las diferentes fases del crecimiento frente a todos los medios de cultivo. En el 

medio Propagación modificado esta cepa alcanzó el máximo de la fase exponencial del 

crecimiento a las 50 horas del cultivo, con una velocidad específica de 0.0563 h-1. 

Al comparar la dinámica de ambas cepas en el medio Propagación modificado se apreció, 

que si bien la cepa ICA 8001 tuvo una fase de adaptación mayor, fisiológicamente sus enzimas 

respondieron mejor con un mayor aprovechamiento del sustrato, lo que se expresó en una 
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velocidad específica del crecimiento superior, resultado que se ratificó para la segunda fase de 

crecimiento. Se debe tener en cuenta que la velocidad específica de crecimiento es función de 

la concentración de sustrato dentro de un rango y de las propiedades de cada cepa en cuanto 

a la utilización del mismo (Monod, 1949), razones que diferencian ambas cepas aunque son de 

la misma especie. 

Para las dos cepas en el medio Propagación modificado se apreció una curva bifásica de 

multiplicación celular a partir de las 85 horas de cultivo para LMG 6134 y a partir de las 108 

horas para ICA 8001. Este perfil bifásico recuerda una curva diáuxica, que pudiera justificarse 

si se tiene en cuenta que el sustrato soya molinada presenta compuestos complejos que 

pueden ser utilizados por las células como fuentes de carbono y energía al agotarse las fuentes 

más asequibles (Madigan, Martinko y Parker, 2003). También este comportamiento pudiera 

estar relacionado con la formación de mucílago a partir de la fuente carbonada (Jain, Prévost y 

Bordeleau, 1990) o con la acumulación de poli-ß-hidroxibutirato como cuerpos de inclusión 

(Holt y col. 1994), lo que cambiaría las propiedades ópticas del cultivo, dando lugar a una 

aparente curva bifásica de multiplicación.  

El desplazamiento en tiempo de la aparición de la curva bifásica entre las dos cepas 

estudiadas puede deberse a la diferencia en la dinámica de multiplicación de las mismas, 

donde la cepa B. elkanii LMG 6134 arriba a los diferentes estadios con antelación, señal, como 

ya se refirió, de un aprovechamiento diferenciado de los sustratos entre las cepas.  

Tampoco se conoce si esta bifase pudo estar relacionada con la respuesta a una 

expresión genética del microorganismo que se manifestó frente a determinado componente 

presente en el medio de cultivo Propagación modificado (se supone que la soya molinada sea 

el efector) y no está presente en los medios YEM y Propagación. La falta de aparición de esta 

bifásica en estos medios de cultivo pudo deberse a que en ellos la multiplicación celular es más 

lenta y no llegó a registrarse este momento en los tiempos evaluados, pero no es posible 

predecir si pudo aparecer más tarde.  
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Entre los tres medios de cultivo se apreciaron diferencias entre las velocidades 

específicas de crecimiento, las cuales se considera que se deben a las diferencias en la  

composición de los mismos. El medio YEM (Vincent, 1970), por ejemplo, contiene la fuente 

carbonada por excelencia del género Rhizobium: el manitol (Frioni, 1990), además de 

hidrolizado de levadura como componente que brinda nucleótidos, vitaminas y otros probióticos 

no definidos (Atlas, 1993), los que le permiten crecer y producir factores de nodulación 

satisfactoriamente.  

La menor velocidad de crecimiento y rendimiento en biomasa de este medio con respecto 

al medio Propagación modificado, puede radicar en la menor eficiencia del manitol frente a la 

melaza, ya que existen referencias de que aquel, aunque ampliamente utilizado para 

rizobiáceas, no siempre es quien produce las más altas velocidades de crecimiento o de 

rendimientos en biomasa (Careaga, 1999, Lasala, 2000). 

En el medio Propagación (López, 1990), por su parte, se incrementa la concentración del 

hidrolizado de levadura y se introducen, con la melaza, muchos azúcares que pueden ser 

utilizados, como la sacarosa, rafinosa, fructosa y la glucosa, además de aminoácidos, ácidos 

carboxílicos, vitaminas y proteínas (Biart, Serrano y Conde, 1982), que sin dudas contribuyen al 

incremento en la velocidad de crecimiento con respecto al medio YEM. Este medio ha sido 

utilizado tradicionalmente para la producción masiva de inoculantes para soya (López, 1996; 

López y Pijeira, 1996). En la Figura 17 se muestra por primera vez la producción de factores de 

nodulación en este medio de producción.  

Las diferencias del medio Propagación con respecto al medio Propagación modificado, 

pueden ser también imputables a la fuente de carbono, pues en el primero se hallan a 

concentraciones elevadas. Aquí se pudiera explicar mediante el fenómeno de la inhibición por 

exceso de sustrato (Aiba, Humphrey y Millis, 1973; Colectivo de autores, 1990), dado por los 

diferentes azúcares que componen las melazas. Por otra parte, en las melazas existen además 

compuestos como los fenólicos, que presentan actividad inhibitoria sobre el crecimiento de 
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muchos microorganismos (Herald y Davidson, 1983; Bornemann, 1986), los cuales a tan 

elevada concentración pudieran también estar influyendo en estos resultados de menor 

multiplicación. 

El medio Propagación modificado, por su parte, contiene extracto de soya en sustitución 

de la levadura, el cual es rico en lípidos, aminoácidos, proteínas y vitaminas (Smith, 2001) que 

favorecen la multiplicación celular acortando la fase de adaptación y permitiendo un 

crecimiento acelerado de los cultivos.  

La disminución de la concentración de azúcares en este medio, resultó en valores 

superiores de multiplicación celular, lo que pudiera deberse a que se eliminó con ello la 

inhibición por exceso de sustrato y se diluyó el efecto de los inhibidores presentes. Además de 

que este medio le brinda al microorganismo  la posibilidad de aprovechar los otros nutrientes 

presentes en la soya. Lee en 1996, observó que el suplemento de medios semidefinidos o 

complejos con compuestos como la triptona, el extracto de levadura, peptona, casaminoácidos, 

hidrolizado de semillas de algodón, extracto de carne, hidrolizado de caseína, hidrolizado de 

colágeno o licor de remojo de maíz, aumentan el crecimiento celular de Escherichia coli, debido 

a que dichos sustratos aportan directamente los aminoácidos necesarios para el desarrollo 

celular y ello supone un ahorro energético para la bacteria.     

El medio nuevo propuesto evidenció su superioridad sobre el resto de los medios en 

permitir una mayor velocidad específica de crecimiento y mayor biomasa, no sólo para la cepa 

ICA 8001, sino también para la cepa LMG 6134. Otra diferencia notable de este nuevo medio 

es que produce un perfil de factores de nodulación cualitativa y cuantitativamente diferentes de 

los otros medios empleados como se pudo apreciar en la Figura 13. 
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4.4.1 Influencia de los medios Propagación y Propagación modificado en la 

producción de factores de nodulación por B. elkanii LMG 6134  

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en la multiplicación celular de 

Bradyrhizobium elkanii con los diferentes medios de cultivo, y los efectos de esos medios sobre 

la producción de factores de nodulación en la cepa ICA 8001, se estudió la respuesta de la 

cepa de referencia LMG 6134 en la síntesis de factores de nodulación cuando fue cultivada en 

los medios Propagación y Propagación modificado. Los resultados para esta cepa corroboraron 

lo obtenido anteriormente con la ICA 8001 (Figura 17). 

Cuando se cultivó la cepa ICA 8001 en el medio de Propagación se obtuvieron 3 

manchas tenues correspondientes a factores Nod sintetizados y excretados por la cepa, 

mientras que en Propagación modificado esta cepa fue capaz de producir 8 

lipoquitinoligosacáridos diferentes parcialmente definidos por cromatografía. 

      Cepa ICA 8001                               Cepa LMG 6134                        
    Propag. P.modif.                                                              Propag. P. modif. 
  
Figura 17. Perfil de factores Nod producidos por B. elkanii ICA 8001 y B. elkanii LMG 6134 ante los 
medios de cultivo Propagación y Propagación modificado.      
            
En el caso de B. elkanii LMG 6134 el número de factores Nod producidos fue menor que 

con la ICA 8001. El medio tradicional de Propagación apenas mostró producción de estos 
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metabolitos Nod, pero el medio Propagación modificado presentó una mancha intensa y otras 

dos en menor concentración. 

Para ambas cepas el medio Propagación modificado superó al medio Propagación 

además de en la reproducción celular en la inducción de la producción de factores de 

nodulación. Ello sugiere que el nuevo medio además de contener elementos nutritivos 

superiores en calidad para esta especie, contiene elementos inductores de los genes nod en 

cantidades adecuadas que superan los contenidos en el medio Propagación. Estos resultados 

avalan el empleo efectivo de este nuevo medio no sólo para la cepa que más se utiliza en 

Cuba, sino también para otras cepas de Bradyrhizobium sp. 

4.5 Extracción de los posibles inductores en varios solventes  

  La literatura refiere que entre los componentes de la soya se encuentran sustancias 

como los ácidos fenólicos (clorogénico, ferúlico, gentísico, isoclorogénico, siríngico, salicílico, 

vainílico y cinámico), que se encuentran unidos a oligoazúcares como la estaquiosa y la 

rafinosa, las cuales componen más del 50 % de los compuestos solubles del frijol de soya 

(Hasler, 1998). Kape, Parniske y Werner (1991), refieren actividad inductora sobre los genes de 

Bradyrhizobium, de algunos elementos solubles de este grano como los ácidos fenólicos. 

La soya molinada fue sometida a extracción con solventes que van desde muy polar como 

el agua hasta menos polares como el metanol y el etanol.  

A partir de la Figura 18, que muestra los factores de nodulación producidos cuando B. 

elkanii se cultiva en el medio Propagación modificado con los diferentes extractos, se puede 

suponer, en primer lugar, que una gran parte de los compuestos inductores presentes en la 

soya son sustancias solubles en agua. La distribución de manchas cromatográficas indica que 

en este solvente es donde se alcanza la mayor inducción de estas moléculas, efecto que 

disminuye según lo hace la polaridad del solvente. 
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                                                 Agua DMSO Metanol Etanol 

Leyenda: 
Agua: extracto en agua 
DMSO: extracto en dimetilsulfóxido 
Metanol: extracto en metanol 
Etanol: extracto en etanol  
 
Figura 18. Efecto de diferentes extractos de la soya en la producción de factores Nod en B. elkanii 
ICA 8001. 
 

Si se tiene en cuenta que los inductores clásicos (flavonoides e isoflavonoides) son poco  

solubles en agua, resulta evidente que en el presente caso, son aquellos compuestos polares 

los que han ejercido su función inductora, ya que el extracto acuoso se destacó con la 

producción de 9 manchas cromatográficas.  

Con el extracto en dimetilsulfóxido se obtuvieron 5 manchas, de las cuales, 4 coinciden 

en movilidad con las del extracto acuoso, lo cual pudiera implicar coincidencia en las 

sustancias inductoras extraídas. En el caso del extracto metanólico y en el etanólico se produjo 

una mancha respectivamente, aunque con mayor intensidad en el primero. 

La aparición de manchas con similar movilidad en diferentes extractos sugiere que 

diferentes solventes pueden extr er iguales inductores. Así, la mancha de mayor intensidad 

presente en el extracto en metano

  

a

l también se presentó en el extracto acuoso.  
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Indudablemente, el extracto acuoso además de resultar el de mayor poder de inducción, 

representa el solvente idóneo por su disponibilidad, inocuidad y costo. Resulta necesario 

evaluar entonces la actividad biológica de los factores de nodulación producidos a partir de la 

inducción con este extracto.   

Diferentes concentraciones de este extracto acuoso se utilizaron para evaluar su efecto 

sobre el crecimiento de B. elkanii ICA 8001, comparándose entre sí y con el frijol de soya 

molinado en el medio Propagación modificado (Figura 19). 

Al comparar el extracto acuoso a la concentración de 10 g.L-1 con el nuevo medio 

contentivo de la soya molinada a igual concentración, se apreció  que la velocidad específica 

de crecimiento del primero fue significativamente superior a la del segundo (0.2186 vs 0.0677 

h-1), y por tanto, el tiempo de duplicación en el medio con el extracto fue inferior.  

 
          
Figura 19. Dinámica de crecimiento de B. elkanii ICA 8001 ante diferentes extractos acuosos de la 
soya y el medio Propagación modificado.  
ES*** = 0.0042 
P< 0.05 
n=5 
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Parece ser que el óptimo en la concentración del extracto a utilizar se encuentra entre 5 y 

15 g.L-1, dado que a estos valores se obtiene una multiplicación celular inferior. Esto refuerza la 

suposición anterior de la inhibición por exceso de sustrato obtenido con la melaza en el medio 

Propagación y en este mismo medio Propagación modificado cuando se utilizan 

concentraciones superiores a 10 g.L-1 de soya. 

Este experimento permitió asociar el comportamiento diáuxico con la soya molinada como 

sustrato, dado que el empleo del extracto acuoso de la misma, eliminó la bifase. Esto indica 

que el comportamiento diáuxico estaba relacionado con aquellos compuestos menos solubles y 

de alto peso molecular, que por ende, serían asimilados en una segunda fase de crecimiento. 

El máximo de crecimiento celular que se alcanzó a las 55 horas para el medio 

Propagación modificado, se redujo a 30-35 horas cuando se empleó en este medio la soya en 

forma de extracto acuoso a 10 g.L-1. Esto reduce considerablemente el tiempo de fermentación, 

lo que además de abaratar el proceso disminuye el riesgo por contaminación. 

Cuando se acotó aún más el rango de concentraciones del extracto acuoso de soya en el 

medio de cultivo (7.5, 10 y 12.5 g.L-1), se apreció que si bien 5 g.L-1 representa el mínimo en 

nutrientes y algún elemento de los que aportó no fue aún suficiente, también a 7.5 g.L-1 este 

efecto se mantuvo, alcanzándose el máximo a la concentración de 10 g.L-1  (Tabla 8). 

Tabla 8. Influencia de la concentración del extracto acuoso de la soya molinada sobre la multiplicación celular de B. 
elkanii ICA 8001. 
 

Parámetro 7.5 g.L-1 10 g.L-1 12.5 g.L-1

µ (h-1) 0.048   0.2186 0.0471 
td (h) 8.25 1.81 8.40 

td: tiempo de duplicación 

Cuando se empleó 12.5 g.L-1, los valores de la velocidad específica de crecimiento 

vuelven a ser bajos, lo que indica que el máximo de crecimiento pudiera estar alrededor de 10 

g.L-1. 

En concentraciones superiores a los 12.5 g.L-1 pudieran intervenir además los factores 

antinutricionales presentes en la soya, tales como los inhibidores de tripsina, hemaglutininas, y 
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factores antivitamínicos (Smith, 2001), influyendo negativamente sobre la fisiología del 

microorganismo. De esta manera, de las concentraciones estudiadas, 10 g.L-1 es la que ofrece 

un mejor desarrollo celular.  

Un estudio económico elemental de los costos variables de producción del medio 

tradicional Propagación y el nuevo medio Propagación modificado se muestra en el Anexo 1. 

Aunque el medio tradicional Propagación resulta más barato en moneda nacional con un 

40 % menos de costo en reactivos que el nuevo medio Propagación modificado, éste último es 

mejor porque reduce en un 64.5 % el costo en moneda libremente convertible (Ver Anexo).  Si 

a esto se le suma que con el medio Propagación modificado se reduce casi en la mitad el 

tiempo de fermentación, el gasto en mano de obra y equipamiento resultan también un 50% 

menos de lo que costaría la producción con el medio Propagación. 

Teniendo en cuenta los diferentes resultados encontrados sobre la dinámica de 

multiplicación celular y la producción de factores Nod, resulta evidente que el estado nutricional 

de la célula microbiana se ve afectado por el balance y composición del medio de cultivo donde 

se desarrolla. Así como que los mismos factores que utiliza para su crecimiento y desarrollo, 

pueden influir sobre la formación de sustancias como los factores de nodulación, que le 

permitirán otro tipo de interacción con el ambiente. 

Como resultado de este conjunto de experimentos se puede decir, de manera general, 

que el medio de cultivo Propagación modificado puede ser mejorado con la sustitución de la 

semilla de soya molinada por su extracto acuoso, lo que mejoraría las condiciones del proceso 

fermentativo.  

4.6 Influencia del medio de cultivo sobre la nodulación, el crecimiento y desarrollo 

del cultivo de la soya en condiciones semicontroladas 

El efecto de los medios de cultivo Propagación y Propagación modificado sobre los 

caracteres de la nodulación cuando las dos variedades de soya fueron cultivadas en macetas, 

se muestra en la Tabla 9. Se presentaron diferencias altamente significativas entre los 
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tratamientos. Se destacó la influencia positiva del medio Propagación modificado en todos los 

caracteres evaluados para ambas variedades de soya.  

Tabla 9. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la nodulación en dos variedades de 
soya bajo condiciones semicontroladas 
 

Variables  
Variedad 

 
Tratamiento No. 

nódulos.pta-1
MF nódulos (g. 

pta-1) 
MS nódulos (g. 

pta-1) 
T0 93.25 c 0.78 b 0.13 c 

Propagación 145.5 b 1.0 b 0.34 b 
P.modificado 262.5 a 2.47 a 0.71 a 

 
Cubasoy 23 

Esx 21.77*** 0.23*** 0.07*** 
T0 119.5 c 1.12 c 0.29 c 

Propagación 177.5 b 1.92 b 0.50 b 
P.modificado 262.2 a 2.6 a 0.70 a 

 
Suprema 

Esx 18.5*** 0.19*** 0.05*** 
 
Leyenda: T0: control sin inocular 
                Propag: inóculo en medio Propagación 
                P. modif.: inóculo en medio Propagación modificado 
Letras comunes no difieren significativamente.   
Esx: *** significa P<0.001 
n=8 

 

El número de nódulos desarrollados en las dos variedades estudiadas y su masa seca 

fueron superiores para el medio Propagación modificado, seguidos por el medio Propagación y 

los resultados inferiores correspondieron al testigo sin inocular. Todos los nódulos fueron 

efectivos. 

La masa fresca nodular se comportó de manera similar cuando se empleó la inoculación, 

pero para el control sin inóculo la variedad Cubasoy 23 no se diferenció significativamente del 

medio Propagación. 

Es de señalar la nodulación espontánea que se presentó en el control sin inocular para 

ambas variedades, que si bien fue estadísticamente inferior a lo mostrado por los otros 

tratamientos, evidenció la presencia de Bradyrhizobium en este suelo.   

La existencia de nódulos espontáneos demuestra que la cepa exógena tuvo que superar 

la infectividad y actividad de la cepa endógena que los produjo. Ésta, al estar más adaptada al 

hábitat, se hallaba en mejores condiciones, por lo que en la competencia intraespecífica que 
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debió establecerse entre ellas todos estos factores bióticos influyeron marcadamente en el 

resultado final de la nodulación para cada tratamiento estudiado. Es posible que la cantidad y 

tipo de los factores Nod producidos por la ICA 8001 le brinden igual o mayores posibilidades en 

la competencia por el nicho ecológico.  

Los resultados de la masa fresca similares para la variedad Cubasoy 23 sin inoculación y 

con la cepa en el medio Propagación fueron superados cuando se empleó el medio modificado. 

La influencia de estos medios de cultivo sobre el crecimiento y desarrollo de ambas 

variedades se muestra en la Tabla 10. 

La variable altura no mostró diferencias significativas entre los tratamientos para la 

variedad Suprema. En el caso de la variedad Cubasoy 23 las plantas que más crecieron fueron 

las inoculadas con el medio Propagación modificado, seguidas por el medio Propagación y el 

control, sin diferencias significativas entre ellos. 

El número de trifoliolos no evidenció diferencias significativas para los tratamientos en la 

variedad Cubasoy 23 y para la variedad Suprema también los mejores resultados 

correspondieron al medio Propagación modificado. El medio Propagación y el control sin 

inocular no difirieron significativamente. 
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Tabla 10. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento y desarrollo de dos 
variedades de soya en condiciones semicontroladas 
 

Evaluación  
 

Variedad 

 
 

Tto 
Altura 
(cm) 

No. de 
trifoliol

os 

MF 
Hojas 

(g) 

MS 
Hojas 

(g) 

MF 
Raíz 
(g) 

MS 
Raíz  
(g) 

N en 
Hojas 
(%) 

P en 
Hojas 
(%) 

T0 36.50 b 10.75 27.91a
b 

5.43 ab 36.30 3.29 ab 3.42 b 0.31 a 

Propag 34.87 b 11.75 24.46 b 4.69 b 29.70 2.48 b 3.62 b 0.28 a 
P. modif. 40.62 a 11.75 34.27a 6.48 a 39.34 3.66 a 4.10 a 0.26 b 

 
Cubasoy 

23 

ESx 0.92** 0.41 ns 1.70** 0.30** 2.0 ns 0.23** 0.09*** 0.01* 
T0 34.00 14.00 b 28.57 b 5.40 b 33.49 b 3.29 b 3.23 b 0.29 a 

Propag 37.25 15.75 b 31.11a
b 

5.99 ab 35.04 b 3.49 ab 3.28 b 0.28 a 

P. modif. 38.62 21.50 a 38.59 a 7.08 a 43.52 a 4.92 a 3.77 a 0.21 b 

 
Suprema 

ESx 0.66 ns 1.17*** 1.89** 0.33* 1.84** 0.32** 0.08** 0.01*** 
 
Leyenda: T0: control sin inocular 
                Propag: inóculo en medio Propagación 
                P. modif.: inóculo en medio Propagación modificado 
Letras comunes no difieren significativamente. 
Esx: * significa P<0.05   ***P<0.001 
n=8 

 
En cuanto a las masas fresca y seca de las hojas el comportamiento fue muy similar  en 

ambas variedades para los tratamientos estudiados. Al analizar la variedad Cubasoy 23 en 

ambas variables, el medio Propagación modificado mostró resultados superiores al medio 

Propagación, pero no se diferenció significativamente del control. Este último tampoco se 

diferenció del medio Propagación.  La variedad Suprema, sin embargo, no mostró diferencias 

entre el control y el medio Propagación ni entre este último y el medio Propagación modificado, 

pero sí entre Propagación modificado y el control. 

Por su parte, los valores de masa fresca de la raíz no fueron significativamente diferentes 

para la variedad Cubasoy 23 y para la Suprema los mejores resultados se ubicaron en el medio 

Propagación modificado. El medio Propagación y el control sin inoculación no se diferenciaron 

entre sí. La masa seca de este órgano en la variedad Cubasoy 23 mostró un comportamiento 

semejante a la masa fresca de las hojas, con diferencias entre los medios Propagación y 

Propagación modificado. El control se mostró estadísticamente igual a ambos medios de 
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cultivo. 

El contenido de nitrógeno en hojas se comportó igualmente en ambas variedades 

estudiadas. Los valores más altos correspondieron al medio Propagación modificado, y el 

medio Propagación y el control no se diferenciaron significativamente entre ellos. El nivel de 

este elemento es un indicativo de la eficiencia de la fijación biológica realizada por las células 

bacterianas presentes en el inóculo, de ahí que la mayor cantidad acumulada en las plantas 

inoculadas con el microorganismo proveniente del medio Propagación modificado responda a 

una mayor eficiencia de los nódulos desarrollados por ellas ante este tratamiento.  

El hecho aparentemente contradictorio, entre los resultados inferiores en cuanto a los 

índices de la nodulación, hallados para el control con respecto al medio Propagación, y la 

similitud que ambos tratamientos mostraron en cuanto a la acumulación de nitrógeno, pudiera 

explicarse teniendo en cuenta que los nódulos desarrollados por el control, aunque en menor 

cuantía pudieron haber sido tan efectivos como los que se formaron con el medio Propagación. 

La eficiencia en este proceso biológico depende de la actividad nodular, no del número de 

estas estructuras.  

Ambas variedades respondieron de manera similar en cuanto al porcentaje de fósforo en 

hojas, pero en este caso, contrario a lo encontrado en el nitrógeno, los mejores resultados 

correspondieron al control y al medio Propagación, sin diferencias entre ellos y el menor 

porcentaje de P acumulado apareció en el medio Propagación modificado.  

Esto pudiera deberse a que el estado fisiológico de la bacteria, propiciado por el medio 

Propagación modificado, le confirió condiciones superiores para la fijación de nitrógeno, por lo 

que ello requirió un consumo más elevado de fósforo en forma de ATP. 

Por otro lado, Bradyrhizobium como PGPR (Badenoch-Jones y col. 1982; Wang, Wood y 

Brewin, 1982) tiene entre sus propiedades la de optimización de la asimilación de nutrientes 

por la planta. Se conoce que durante este proceso existe una mayor acumulación de elementos 

como P, K, y microelementos y además que cuando las condiciones ambientales no son 
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favorables para la fijación biológica del nitrógeno, se estimula la optimización de la absorción 

de estos nutrientes. De cualquier manera los niveles de P son adecuados (Corbera, 1998a), lo 

que corrobora la efectividad de esta inoculación. 

Los niveles adecuados de P en el tratamiento inoculado con el medio Propagación 

modificado sugieren además, que en él la extracción de este elemento por la planta fue 

balanceado, debido a que abasteció por los mecanismos de absorción sus necesidades 

nutricionales así como los requerimientos de este macroelemento para la fijación biológica del 

nitrógeno por el microsimbionte, proceso que se conoce, es altamente dependiente de ATP.  

De forma general no se observó una marcada respuesta entre variedades a la 

inoculación, lo cual pudo deberse a la ocurrencia de nodulación espontánea que enmascaró el 

efecto de los tratamientos. 

4.7 Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento y desarrollo de la 

soya en condiciones de campo 

Los experimentos llevados a cabo en condiciones de campo avalan el empleo del medio 

Propagación modificado con resultados de crecimiento, desarrollo y rendimientos del cultivo 

superiores al inóculo tradicional (Tabla 11).  

Tabla 11. Efecto de los inóculos Propagación y Propagación modificado sobre el crecimiento y 
rendimiento de dos variedades de soya en un suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico 
éutrico y condiciones de campo. 

 
Altura (cm) Variedad Inóculo 

(Medio) Floración Cosecha 
No. vainas 
por planta 

Peso de 100 
granos (g) 

Rendimiento 
(t.ha-1) 

CUBAsoy23 Propagación 
P.modificado 

66.57 
69.37 

70.67 
76.47 

30.40 
40.87 

12.0 b 
16.0 a 

1.26 b 
1.46 a 

ES x 1.05 ns 1.85 ns 3.29 ns 0.86** 0.04** 
INCAsoy 24 Propagación 

P.modificado 
63.67 b 
70.30 a 

109.92 b 
114.12 a 

53.40 b 
66.82 a 

11.75 b 
15.5 a 

2.08 b 
2.38 a 

ES x 1.75* 1.05* 2.92** 1.01* 0.07* 
 

Letras comunes no difieren significativamente. 
Esx: * significa P<0.05 
** P<0.01 
n=6 
 

Para la variedad Cubasoy 23 las variables altura de la planta y número de vainas por 

planta no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, los 
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resultados difirieron significativamente para el peso de 100 semillas y para el rendimiento, 

siendo favorables con el empleo del medio Propagación modificado. Con el empleo de este 

medio de cultivo se superaron en un 15.8% los rendimientos obtenidos con el medio de 

Propagación, con una diferencia de 0.2 t.ha-1. 

Para la variedad Incasoy 24 se presentaron diferencias significativas en todas las 

evaluaciones realizadas y los mejores resultados correspondieron igualmente al medio 

Propagación modificado. En este caso, los rendimientos alcanzados empleando el medio 

Propagación fueron superados en un 14.4% por el medio Propagación modificado, 

obteniéndose una diferencia de 0.3 t.ha-1. 

Las plantas de la variedad Incasoy 24 alcanzaron un mayor tamaño en el momento de la 

cosecha que las de la variedad Cubasoy 23, con un consecuente incremento en el número de 

vainas. Si bien el peso de 100 semillas fue similar en ambas variedades, la Incasoy 24 logró 

incrementar 1.6 veces el rendimiento obtenido en cada medio por la variedad Cubasoy 23. 

Se presentó una marcada respuesta entre variedades al proceso de nodulación. La 

variedad Incasoy 24 presentó una respuesta mayor en las variables estudiadas, lo cual pudo 

deberse a varios factores bióticos, entre los que se destaca la posible producción diferente 

cualitativa y cuantitativamente de los factores Nod por la bacteria en los medios de cultivo 

empleados, que como ya se ha demostrado influyen en la distribución y cantidad de estos 

factores. También se debe tener en cuenta la especificidad macro – microsimbionte que se 

establece en esta interacción (Vlassak y Vanderleyden, 1997; Dombrecht, 2001). 

El comportamiento de ambos inóculos sobre el rendimiento de la variedad Tapachula en 

el ensayo sobre una mayor extensión de suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico dístrico se 

muestra en la tabla 12.  

Una vez más los inóculos cultivados en el medio Propagación modificado superaron los 

resultados encontrados para el medio de Propagación, esta vez con un incremento del 34 % en 

los rendimientos de esta variedad. 
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Tabla 12. Efecto de los inóculos obtenidos con los medios Propagación y Propagación 
modificado sobre el rendimiento de la soya variedad Tapachula en una extensión 
de suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico dístrico. 

 
Tratamientos Rendimiento (t.ha-1) 
Propagación 2.08 

Propagación modificado 2.80 
Esx 0.41 * 

 
Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente. 
Esx: * significa P<0.05 
n=4 

 
Resultó importante que el porcentaje de incremento en los rendimientos fuera mayor en 

esta localidad, donde la fertilidad del suelo es menor. Esto significa que en estas condiciones la 

eficiencia de la fijación biológica fue superior gracias a una mejor disposición fisiológica del 

microorganismo en el medio de cultivo empleado. Una influencia similar fue encontrada por 

Corbera en 1998b en la misma localidad, donde la co-inoculación con Bradyrhizobium sp. y 

Glomus sp. fue capaz de sustituir la aplicación de fuentes minerales de N y P con altos 

rendimientos del cultivo.  

Si se tiene en cuenta que el género Dístrico es un suelo pobre en iones hidroxilo, donde 

existen por tanto problemas de acidez (Medina, 1980), se puede pensar que la capacidad de 

Bradyrhizobium de producir alcalinidad en su entorno le ofrece a este simbionte ventajas 

competitivas sobre otros microorganismos acidófilos de la rizosfera, con mayor facilidad de 

colonización ya que se ve favorecido en las relaciones intra e interespecíficas que se 

establecen en la rizosfera.  

De esta forma, la influencia del medio Propagación modificado sobre el cultivo de la soya 

se reitera para diferentes variedades de soya.    
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 Pico tr área %área 

1 17.93 11.84 9.69 
2 20.85 88.34 72.29 
3 22.67 5.43 4.44 
4 27.36 10.54 8.62 
5 30.05 3.79 3.10 
6 32.67 2.28 1.86 

Pico tr área %área 
1 17.89 83.74 77.63 
2 24.77 14.76 13.68 
3 27.69 6.23 5.78 
4 30.43 3.14 2.91 

Pico tr área %área 
1 19.49 18.85 1.8 
2 19.93 417.81 40 
3 22.09 232.20 22.23 
4 24.13 9.54 0.91 
5 26.52 72.76 6.97 
6 27.58 244.79 23.44 
7 28.62 16.11 1.54 
8 29.80 11.92 1.14 
9 30.41 3.92 0.38 
10 31.11 9.64 0.92 
11 31.57 14.79 1.42 
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                   (D) 

 
Figura 14. Perfil de elución en fase normal de Factor
YEM (A), Propagación (B), Propagación modificado 
(D). 
 

Pico tr área %área 
1 17.46 11.74 2.05 
2 20.04 23.12 4.04 
3 20.95 48.96 8.57 
4 22.01 47.06 8.23 
5 23.47 146.59 25.65 
6 25.34 34.35 6.01 
7 27.63 56.57 9.90 
8 28.82 149.01 26.08 
9 30.84 5.23 0.92 
10 32.27 48.84 8.55 
 
es Nod producidos por B. elkanii ICA 8001 en medio 
(C) y Propagación modificado con genisteína 10 µM 
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5. DISCUSIÓN GENERAL 
 

Una característica distintiva de las bacterias pertenecientes a la familia Rhizobiaceae es 

su gran diversidad genética, diversificación que ha sido relacionada con la amplia distribución 

geográfica de estos microorganismos (Martínez y Caballero-Mellado, 1996). 

La taxonomía de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium ha sido y está siendo 

reexaminada aún, por lo que han sido propuestas algunas nuevas especies (Martínez y 

Caballero-Mellado, 1996; Bécquer, 2002). Bradyrhizobium japonicum es la única especie 

reconocida en el Manual de Bergey de Sistemática en Bacteriología (Holt y col. 1994). Sin 

embargo, otras dos nuevas especies: B. elkanii (Kuykendall y col. 1992) y B. liaoningense (Xu y 

col. 1995) han sido propuestas también como simbiontes de la soya. 

La relación genética entre los diferentes grupos bacterianos ha sido definida 

fundamentalmente mediante el análisis de secuencias de genes ribosómicos, los cuales son 

altamente conservados, permitiendo inferir la filogenia entre los organismos.  

En rizobios, el secuenciamiento de genes específicos del ADN (Sanger, Nicklen y 

Coulson, 1977; Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989), así como del ARN (Young y Haukka, 

1996; Laguerre y col. 1997; Wang y col, 1998; Parker, 1999; Parker y Lunk, 2000) se 

consideran técnicas para un nivel fino de caracterización y desde 1991 el método de 

secuenciamiento de genes del ARNr 16S es recomendado como el primer método a utilizar en 

ese nivel (Stackenbrandt y GoodFellow, 1991).  

Estudios basados en la secuencia completa de genes ribosómicos 16S, distinguen 

diferentes grupos de Bradyrhizobium, incluyendo B. elkanii (van Berkum, Beyene y 

Eardly,1996). Otras herramientas útiles para validar la filogenia de Bradyrhizobium lo 

constituyen los mapas de genes, tamaños genómicos y secuencias de genes metabólicos. 

La heterogeneidad encontrada dentro de la especie B. japonicum sirvió de base a 

Kuykendall y col. en 1992 para proponer la nueva especie B. elkanii  a partir del Grupo II de B. 

japonicum. 
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Como se señaló anteriormente, la cepa ICA 8001 es ampliamente utilizada en Cuba como 

inoculante, por lo que resulta importante, a la luz de lo anterior conocer su ubicación 

taxonómica actual. A su vez esto permite una mejor comparación con los resultados 

informados en la literatura especializada y también los presentados en este trabajo, realizados 

con otras cepas de Bradyrhizobium ubicadas taxonómicamente en fechas recientes. 

En este trabajo, los caracteres morfológicos, culturales y tintoriales, unido a su capacidad 

de nodular la soya permitieron corroborar la clasificación de  la cepa ICA 8001 dentro del 

género Bradyrhizobium.  

El análisis del polimorfismo de los fragmentos de ADN ribosómico 16S amplificado 

mediante PCR, generados mediante enzimas de restricción, para diferentes cepas 

pertenecientes a este género, permitió conocer que la cepa ICA 8001 es cercana 

taxonómicamente a Bradyrhizobium elkanii, a pesar de que había sido clasificada 

anteriormente como Bradyrhizobium japonicum. Se arribó a esta conclusión teniendo en cuenta 

que esta cepa comparte un 97 % de homología con la cepa patrón utilizada, B. elkanii USDA 

76, ante 6 enzimas de restricción empleadas. El hecho de compartir un 72 % de similitud con la 

especie B. japonicum, responde a que B. elkanii fue justamente propuesto como nueva especie 

a partir del grupo II de B. japonicum (Bécquer, 2002), por lo que es lógico que deben compartir 

cierto número de características comunes. Los resultados anteriores fueron confirmados 

mediante un dendrograma que separó de la misma forma a las cepas anteriores en tres 

clusters claramente definidos.  

Estos resultados fueron posteriormente verificados mediante MLEE (Multilocus Enzyme 

Electrophoresis) según Barrera y col. (1997), los cuales demostraron la similitud de los 

patrones izoenzimáticos entre las cepas ICA 8001 y USDA 76, bien diferenciados de los de la 

USDA 110 por una parte, y de los de las cepas de Lupinus por otra (Rogel y Martínez, 

comunicación personal). 
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Este resultado, además de permitir conocer con qué microorganismo se está trabajando, 

servirá para establecer, también, una relación entre la especie, los posibles inductores de sus 

genes de nodulación, el perfil de producción de factores de nodulación y la interacción con los 

resultados de la literatura. 

Los factores de nodulación, sintetizados por las diferentes especies que componen la 

familia Rhizobiaceae, han sido descritos como señales claves en la interacción con las 

leguminosas, adjudicándoseles la propiedad de constituir morfógenos que inician todo el 

programa de desarrollo nodular en la planta, permitiendo la entrada de la bacteria (Dénarié, 

Debellé y Promé, 1994; Spaink, 1995; Stacey y col. 1999) e influyendo positivamente sobre el 

desarrollo posterior de los bacteroides y la eficiencia en la fijación nitrogenada (Spaink y col. 

1995). De esta forma, es lógico pensar que se puede encontrar una relación directa entre la 

producción de estas biomoléculas y los caracteres relacionados con la nodulación. 

A partir de que fueron identificados los flavonoides como inductores de los genes de 

nodulación en Rhizobium (Davis y Johnston, 1990; Dénarié, Debellé y Rosenberg, 1992; 

Stacey y col. 1995; Rao y Cooper, 1995), otros compuestos han mostrado tener también un 

papel en la activación de los genes nod. Por ejemplo, Kape, Parniske y Werner en 1991, 

informaron del papel inductor de los ácidos fenólicos (ácido ferúlico, alcohol coniferílico, ácido 

clorogénico, ácido cumárico y ácido cafeico) que, aunque débilmente, fueron capaces de 

inducir los genes de nodulación en B. japonicum. Una nueva familia de inductores nod ha sido 

propuesta posteriormente por Gagnon e Ibrahim en 1998. Estos autores hallaron que además 

de las isoflavonas de Lupinus, carbohidratos como los ácidos aldónicos (eritrónico y tetrónico), 

guiaban a incrementos significativos de la actividad ß-galactosidasa como medida de la 

activación de los genes nod en Mesorhizobium loti, Rhizobium lupini y Sinorhizobium meliloti. 

Adicionalmente, estos autores resaltan el hecho de que estos carbohidratos ejercen un efecto 

sinérgico con algunos flavonoides.  
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Los resultados de este trabajo incluyen también a la semilla de soya y la melaza como 

portadores de inductores para varias cepas de Bradyrhizobium, los cuales inducen la 

producción de factores Nod como moléculas esenciales en el éxito de la simbiosis. Resulta 

importante señalar el efecto de estos compuestos sobre la capacidad de fijación de nitrógeno, 

por constituir ésta la máxima expresión del éxito en la nodulación. El efecto de inducción de 

ambos compuestos supera incluso al ejercido por la genisteína, isoflavonoide que ha sido 

nominado como el más potente inductor de los genes nod en Bradyrhizobium. San Juan y col. 

(1994), encontraron mayor producción de factores Nod al inducir, con extractos de semillas de 

soya que con la genisteína, en una cepa salvaje de B. japonicum. Esto y los resultados 

encontrados por Gagnon e Ibrahim en 1998, llevan a pensar en la posibilidad de que tanto en la 

soya como en la melaza coexistan varios elementos con poder de inducción. 

Con la digestión enzimática de la soya se pretendía degradar los carbohidratos presentes 

en la misma, teniendo en cuenta que estas enzimas tienen actividad carbohidrasa y que se 

recomiendan para degradar paredes celulares de tejidos vegetales (Novozyme). De esta forma, 

los elementos nutricionales contenidos en la soya podrían ser más asequibles al 

microorganismo y además el efecto inductor de determinados compuestos en ella 

incrementarse mediante su liberación.  

Contrario a lo esperado, el efecto de la degradación afectó negativamente el 

comportamiento de la semilla de soya molinada como inductor. La hidrólisis aparentemente 

escindió alguno(s) de los compuestos, preferentemente carbohidratos, que pudieran ejercer el 

efecto inductor solo(s) ó sinérgicamente, con los flavonoides u otros inductores (Hasler, 1998). 

Otra hipótesis pudiera ser el hecho de que la digestión enzimática liberó más inductores y se 

presentó igualmente un efecto de inhibición por exceso de inducción. Este tratamiento no ha 

sido informado antes en la literatura. 
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De conocer qué compuestos en la semilla de soya ejercen específicamente la actividad de 

inducción, se podría entonces relacionar la actividad ejercida por la enzima con la disminución 

en el poder inductor. 

La determinación cromatográfica de los factores Nod sintetizados, se relacionó 

directamente con los principales resultados de la nodulación para los diferentes compuestos y 

medios de cultivo. Aquellos tratamientos que mejor favorecieron la formación de nódulos y que 

aumentaron la capacidad para fijar nitrógeno, coincidieron con los que indujeron mayor 

cantidad de compuestos determinados por cromatografía. La soya a 10 g.L-1, la melaza a igual 

concentración y la combinación de ambas a 10 y 5 g.L-1, respectivamente, en el medio 

Propagación modificado, ofrecieron los mejores resultados de inducción.  

La producción de factores de nodulación evidenció que los inductores presentes en la 

semilla de soya molinada y la melaza producían una respuesta diferenciada en dependencia de 

la cepa, lo que sugiere la presencia de diversos inductores que van a actuar sobre diferentes 

genes en la cepa de Bradyrhizobium receptora. Por tanto, resulta necesario tener en cuenta el 

tipo de inductor a utilizar, su concentración y la cepa a inducir, con el fin de obtener los mejores 

resultados. 

Al analizar comparativamente los tres medios de cultivo ensayados se apreció que el 

medio YEM indujo algunos factores Nod pero tal vez no aquellas estructuras con una elevada 

actividad inductora. Esto lo sugiere el hecho de que su efecto sobre la nodulación fue inferior. 

Comparando los medios “Propagación” y “Propagación modificado”, existió una diferencia 

marcada en cuanto al perfil y concentración de factores Nod sintetizados. El medio 

Propagación indujo la producción de 3 manchas definidas mediante cromatografía de capa 

delgada y 4 picos separados por HPLC, mientras que Propagación modificado indujo 8 y 11 

entes diferentes,  respectivamente.  

El patrón de factores Nod producidos por el nuevo medio de cultivo contuvo los perfiles 

desarrollados por la soya y la melaza como inductores independientes y su efecto sobre la 
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nodulación justifica acentuadamente la inclusión de estos compuestos en su composición. 

Estos elementos confieren a la bacteria mejores condiciones para su crecimiento y para la 

síntesis de los factores Nod. 

La presencia de estructuras diferentes en los perfiles inducidos en medio YEM con soya o 

con melaza y Propagación modificado, sugiere que éstos contienen otros metabolitos nod-

inductores diferentes de la genisteína; los cuales pudieran actuar cooperativamente en la 

activación de la síntesis de los factores Nod. Smith y col. (1992) encontraron que no sólo la 

daidzeína y la genisteína activaban los genes nod en B. japonicum, sino que otros compuestos 

presentes en la semilla y exudados radicales inducían de manera sinérgica la activación de 

estos genes, guiando a una mayor cantidad de proteína Nod D en la célula. Esos nuevos 

inductores fueron purificados y caracterizados químicamente como derivados glicosilados de 

los inductores encontrados anteriormente. 

La mezcla de inductores empleados (soya, melaza y otros componentes del medio) 

manifiestan la capacidad de producción de diferentes combinaciones de factores Nod por la 

cepa. Esta variabilidad en la producción de factores Nod ofrece la posibilidad de nodulación en 

un rango más amplio de variedades de soya.  

Los perfiles de factores de nodulación producidos al emplear la soya molinada y la 

melaza, son diferentes (algo que queda demostrado para las diferentes cepas estudiadas). Ello 

justifica la inclusión de ambos compuestos en el medio Propagación modificado, lo que 

garantiza un mayor espectro en su actividad biológica.  

El esquema de extracción, purificación y detección utilizado para ambas técnicas 

cromatográficas, responde únicamente a este tipo de moléculas (Carlson y col. 1993; Cárdenas 

y col. 1995; Laeremans, 1998), por lo que ambos métodos confirman los resultados superiores 

del medio Propagación modificado en cuanto a la producción de Factores Nod.  

Estos resultados explican y corroboran los resultados de la nodulación y la fijación 

biológica del nitrógeno. 
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¿Quién pudiera ser el responsable del efecto inductor en estos compuestos?  

No está claro aún. Se pudiera pensar en flavonoides, teniendo en cuenta que la daidzeína 

y la genisteína se encuentran en concentraciones biológicamente relevantes en las semillas y 

raíces de la soya (Kosslak y col. 1987; José y col. 2002), así como que algunas manchas 

cromatográficas reveladas en la inducción con soya y genisteína mediante TLC, coincidieron en 

su movilidad.  

En el extracto acuoso y la propia semilla de soya se han identificado otros compuestos 

muy diversos que van desde isoflavonas, saponinas, azúcares, ácidos urónicos y fenólicos, 

almidón, hasta lípidos, péptidos, peptonas y proteínas (Huisman, Schols y Voragen, 1998, 

Hasler, 1998); cualquiera de los cuales pudiera revelarse como inductor. Por otra parte, el 

efecto de inducción demostrado por el extracto acuoso de la semilla de soya, revela que los 

compuestos extraídos y con alto poder de inducción para la cepa B. elkanii ICA 8001 

constituyen compuestos hidrofílicos. 

Las melazas contienen fenoles monoméricos (Colectivo de autores, 1990), quienes 

constituyen débiles inductores nod en B. japonicum (Kape, Parniske y Werner, 1991). 

Contienen además otros ácidos libres, por lo que no es erróneo pensar en la posible presencia 

de ácidos aldónicos, los cuales han sido recientemente descubiertos como una nueva familia 

de inductores (Gagnon e Ibrahim, 1998). De esta forma, pudiera ser posible pensar en uno o 

varios de estos compuestos como responsables de tal actividad de inducción.  

El diseño del medio de cultivo nuevo “Propagación modificado” se realizó teniendo en 

cuenta satisfacer los principales requerimientos nutricionales de Bradyrhizobium y además la 

posibilidad de que otros elementos presentes en su formulación pudieran inducir la síntesis de 

factores de nodulación en la bacteria.  

Teniendo en cuenta ambos objetivos y tomando como base el medio “Propagación”, 

reconocido por garantizar niveles adecuados de multiplicación celular para la cepa ICA 8001, 

se mantuvo la melaza como fuente de carbono, pero como al introducir la semilla de soya 



 97

molinada o su extracto acuoso, la fuente de carbono y energía se potenció, se redujo entonces 

la concentración de melaza a la mitad.  

El extracto de levadura presente en el medio “Propagación” como fuente de aminoácidos 

y nitrógeno fundamentalmente, se eliminó también por la presencia de la soya, dado el elevado 

contenido de proteínas de la misma (aproximadamente 50%). De esta manera, la semilla de 

soya molinada como componente principal del medio “Propagación modificado“ garantizaría 

carbono, nitrógeno y elementos inductores, aspecto ampliamente demostrado.  

La melaza aportaría inductores adicionales, además de carbono y otros muchos 

elementos en mayor y menor cuantía presentes en su composición. El resto de las sales 

aportarían fósforo, azufre, potasio, magnesio y calcio. Con tal composición se logra un balance 

de nutrientes, energía y pH que garantiza un adecuado desarrollo celular como se demuestra 

en los resultados de este trabajo. 

“Propagación modificado” garantizó una adecuada reproducción celular no sólo en la cepa 

ICA 8001, sino también en la cepa LMG 6134 de Bradyrhizobium elkanii. El alcance de una alta 

velocidad específica de crecimiento, así como el acortamiento de las diferentes fases del 

crecimiento, reflejaron el efecto positivo de los compuestos introducidos en este medio sobre la 

fisiología del microorganismo. El efecto marcadamente superior del medio Propagación 

modificado sobre el medio tradicional “Propagación” se evidenció además en la diversidad de 

producción de los factores de nodulación por la bacteria, lo que indica una acertada inclusión 

de elementos inductores de la nodulación representados por la soya y la melaza. 

Los pasos posteriores para completar el conocimiento de la influencia del nuevo medio 

sobre la fisiología del microorganismo, incluyeron el empleo de diferentes extractos de la soya 

molinada. La utilización de un extracto acuoso de la soya a la concentración de 10 g.L-1 puede 

sustituir a la soya molinada en la formulación del medio. Este extracto garantiza una dinámica 

de multiplicación celular superior, con una mayor velocidad específica del crecimiento y un 

elevado poder inductor sobre los genes de nodulación, entre otros tres extractos evaluados. 
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Las ventajas del empleo del medio nuevo en cuanto a la obtención de mayor número de 

células son evidentes, lo que refleja el efecto positivo de los componentes introducidos en él 

sobre la fisiología del microorganismo. La soya como fuente de carbohidratos, proteínas y otros 

elementos (Huisman, Schols y Voragen, 1998),  al parecer suministra una buena cantidad de 

nutrientes que garantizan un elevado desarrollo celular. El aporte de la melaza en azúcares 

fundamentalmente, pero también en proteínas, aminoácidos y vitaminas (Biart, Serrano y 

Conde, 1982) ayudan como complemento nutritivo.  

Este estudio muestra que la cepa ICA 8001 se comporta de manera diferente y superior 

en cuanto a la producción de factores Nod con respecto a otras cepas similares empleadas 

como inoculantes, lo que permite emplear medios más baratos a partir de fuentes de carbono 

asequibles que a la vez inducen una producción versátil de dichos factores de nodulación. 

 Los resultados devenidos con el empleo del inóculo libre de células evidenciaron el papel 

de los factores de nodulación en la formación de los nódulos. Resultó interesante que el inóculo 

libre de bacterias indujo una nodulación similar al inóculo bacteriano. Según los resultados de 

la literatura concernientes a la actividad de los factores de nodulación como moléculas claves y 

responsables de la formación nodular (Vijn y col., 1993; Relic y col., 1994; Stokkermans y 

Peters, 1994), los nódulos formados por el filtrado libre de células sólo pueden haber sido 

inducidos por estas biomoléculas. Este resultado confirma la intención de contar con los 

inductores adecuados en el medio de cultivo. 

Los resultados de la investigación, desde los ensayos in vitro, hasta los experimentos en 

campo, reafirman la superioridad del inoculante en el medio “Propagación modificado”, con 

respecto a los medios tradicionalmente empleados para la inoculación de la soya. Diferentes 

variedades del cultivo, épocas de siembra y tipos de suelo, así lo demuestran. 

El estudio económico, aunque preliminar, avala la utilización del nuevo medio que además 

de superar al medio tradicional en multiplicación celular, producción de factores Nod, 

nodulación y rendimientos del cultivo, constituye una variante más económica.  
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6. CONCLUSIONES 

1. Los estudios morfológicos - culturales y moleculares demostraron que la cepa ICA 8001 

debe ser reubicada taxonómicamente en la especie Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall, 

1992).  

2. La utilización en el medio de cultivo para Bradyrhizobium de la semilla de soya molinada 

y la melaza, produce diferentes perfiles de los factores de nodulación. La extracción acuosa 

de los inductores en la soya molinada ofrece resultados satisfactorios en la síntesis de 

estas biomoléculas. 

3. En el perfil de factores Nod producido por Bradyrhizobium, influyen el tipo de inductor, 

su concentración en el medio de cultivo y la cepa en particular. 

4. El tratamiento con enzimas carbohidrasas en la semilla de soya molinada provoca una 

disminución en su efecto inductor. 

5. La adición de la genisteína como amplificador de la inducción de los genes nod en 

Bradyrhizobium, cuando existen inductores fuertes en el medio, influye negativamente 

sobre la producción de los factores Nod. 

6. Se obtuvo un nuevo medio de cultivo para Bradyrhizobium con el que se alcanzan 

niveles superiores en la formación de factores de nodulación, la producción de nódulos y 

los rendimientos del cultivo de la soya. La composición del mismo es: semilla de soya 

molinada (10,0 g·L-1); melaza (5,0 g·L-1); (NH4)2 SO4  (0,5 g·L-1); K2HPO4 (0,5 g·L-1); 

MgSO4.7H2O (0,2 g·L-1); NaCl (0,1 g·L-1) y CaCO3 (1,0 g·L-1).  
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7. RECOMENDACIONES 

7. Caracterizar los elementos con poder inductor de la síntesis de los factores de 

nodulación en la semilla de soya y la melaza. 

8. Realizar el fraccionamiento e identificación molecular de los factores Nod producidos 

por B. elkanii  y determinar su actividad biológica.  

9. Evaluar la efectividad del medio “Propagación modificado” con otras cepas aisladas en 

diferentes condiciones edafoclimáticas y otras variedades de soya. 

10. Optimizar el medio de cultivo “Propagación modificado” y extender su utilización en la 

bioinoculación del cultivo de la soya. 
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