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Evaluación del método de conservación de rizobios
en sílica gel en cepas nativas aisladas

de leguminosas rastreras
Areadne Sosa, R. Bocourt, Mariela Sarmiento, y Aida Noda

Instituto de Ciencia Animal, Apartado Postal 24, San José de las Lajas, La Habana.
Correo electrónico: asosa@ica.co.cu

Para evaluar el método de conservación de rizobios en sílica gel, se seleccionaron nueve cepas, según diseño
completamente aleatorizado y se conservaron en perlas de sílica gel a 4 °C, siete de ellas aisladas de los
nódulos de la leguminosa rastrera Clitoria ternatea L. y dos, de Neonotonia wightii Lackey. Al año de
conservadas, se les determinaron sus características micromorfológicas y culturales, la producción de ácido
o álcali y, en un segundo experimento, el efecto de su inoculación en plantas de Macroptilium lathyroides
(L.) Urb. Para este último, las semillas se seleccionaron al azar y se realizaron cinco repeticiones por
tratamiento. Los resultados evidencian que todas las cepas crecieron favorablemente al pasarlas a medio
líquido, según la tasa de crecimiento que mostraron antes de su conservación por este método. Las caracte-
rísticas culturales y morfológicas de las bacterias, así como la producción de ácido o álcali, se correspondie-
ron con los rasgos observados originalmente. Se demostró que ocho de las cepas, a las cuatro semanas de la
inoculación, incrementaron de 1.7 a 7 veces la longitud de la raíz y de 2.2 a 7 veces la de la parte aérea. Se
concluye que el método de conservación evaluado evitó realizar los  subcultivos frecuentes (cada tres
meses). Las cepas estudiadas, después de su conservación por período de un año en sílica gel, mantuvieron
sus características culturales y micromorfológicas, su capacidad para producir ácido o álcali, además de que
la mayoría ejerció un efecto positivo en las leguminosas seleccionadas, aún a las cuatro semanas de ser
inoculadas en las plantas. Se recomiendan estudios de viabilidad de las bacterias, así como observar las
plantas durante más tiempo, para evaluar la nodulación.
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La fijación de nitrógeno por el sistema
rizobio-leguminosa ha desempeñado un papel
importante en la agricultura moderna. En las
últimas décadas se han realizado numerosos
estudios, tanto en leguminosas de grano como
en las forrajeras. Estos comprenden el aisla-
miento y selección de cepas, su caracteriza-
ción fisiológica y bioquímica, la evaluación en
cuanto a la tolerancia a la salinidad, así como
estudios de diversidad genética y determina-
ción taxonómica (Bécquer et al. 2000, García
2000, López 2001, Bécquer et al. 2002  y Vance
2002). Para realizar estas investigaciones y pro-
ducir inoculantes, se necesita un banco de ce-
pas que permita disponer de ellas inmediata-
mente.

Específicamente para los rizobios, existen
varios métodos de conservación de cultivos.

Uno de los más utilizados es la conservación
en cuñas de medio Levadura Manitol Agar a
4 °C (Vincent 1970). En este, la cepa se guarda
como cultivo activo en el medio que ha creci-
do, de esta forma puede conservarse en el re-
frigerador de 4 a 6 °C, solo durante dos o tres
meses, lo que representa una labor considera-
ble. Además, esta vía no es muy confiable, pues
el cultivo tiene más posibilidades de contami-
narse, pueden secarse el medio y el microorga-
nismo, producto de los pases sucesivos, ade-
más puede perder alguna de sus propiedades,
incluso, la capacidad para formar nódulos efec-
tivos. Hay otros métodos como la liofilización
y crioconservación, ambos mantienen la viabi-
lidad por un largo período (años), sin que las
cepas pierdan sus propiedades, pero requie-
ren una ardua labor inicial y un equipamiento
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especializado y costoso (García y Uruburu
2003).

Otro método es la conservación en perlas
de porcelana (Vincent 1970 y Beck et al. 1993),
el cual permite mantener las bacterias viables
por un período mayor de tiempo (tres años),
sin ser transferidas regularmente, ya que la baja
humedad relativa reduce a un mínimo la tasa
de crecimiento de los rizobios y extiende la vida
del cultivo. Además de garantizar una mayor es-
tabilidad de las cepas, este método ahorra me-
dios de cultivos y facilita el trabajo cuando se
cuenta con un gran número de cepas, aspecto
que es muy común en los estudios de bacterias
que van a utilizarse como biofertilizantes. Sin
embargo, cepas específicas pueden tener un
comportamiento diferente en las perlas, por lo
que debe probarse la habilidad de cada cepa
para sobrevivir en las perlas, antes de
almacenarlas por este método (Beck et al. 1993).

Por esto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del método de conservación
de rizobios en sílica gel en cepas nativas aisla-
das de leguminosas rastreras. De esta forma,
podrá contarse con una fuente confiable de
microorganismos que sirvan para cualquier tra-
bajo de investigación o para la producción de
biofertilizantes.

Materiales y Métodos

Se seleccionaron al azar las cepas de
rizobios AM123, AM13, AM14, AM15, AM4,
AM511 y AM52, aisladas de los nódulos de la
leguminosa rastrera Conchita azul (Clitoria
ternatea L.), y las cepas GM11 y GM13, aisla-
das de glicine (Neonotonia wightii Lackey),
recolectadas en suelo del municipio Mayarí,
en la provincia de Holguín, de clasificación
ferrítico rojo oscuro típico (Hernández et al.
1999), correspondiente a la serie ferrasols, se-
gún clasificación de la FAO-UNESCO. Las ce-
pas permanecieron en cuñas de medio Leva-
dura-Manitol-Agar, con el indicador Rojo Con-
go, a 4° C.

Se pasaron a medio Levadura-Manitol-Agar
(LMA) líquido, descrito por Vincent (1970) y
Beck et al. (1993). Posteriormente, se conser-
varon en perlas de sílica gel, según el método

de Beck et al. (1993). Se utilizaron frascos de
tapa de rosca, que se  mantuvieron a 4 °C.

Al año de conservadas, las cepas se pasa-
ron a erlenmeyer de 50 mL, que contenía 20 mL
de medio LMA líquido. Para esto, se tomaron
dos perlas en el flujo laminar con una pinza
estéril y se pasaron a los erlenmeyer con el
medio. Se incubaron a 28 °C y 100 rpm en una
zaranda orbital Gallenkam.

Cuando crecieron las cepas se procedió a
comprobar si mantenían sus características cul-
turales y la producción de ácido o álcali. Para
esto se sembraron en placas Petri, que conte-
nían medio LMA, con el indicador bromocresol
púrpura (0.5g en 100 mL de NaOH 0.016 N) a
pH 6.8 . Este se ajustó en el flujo laminar, des-
pués de esterilizado el medio, añadiendo HCl 1
N (4 mL en 50 mL de H2O destilada) o KOH 1 N
(1.4 g en 25 mL de H2O destilada) hasta que
apareciera un halo verdoso. Las placas sem-
bradas se incubaron a 28 °C de 3 a 10 d, según
la tasa de crecimiento. La pureza y las caracte-
rísticas micromorfológicas se comprobaron por
tinción de Gram (Rodríguez-Navarro et al. 2000,
Hungria et al. 2001 y Mostasso et al. 2002).

Para comprobar las características simbió-
ticas de las cepas, se utilizaron plantas de
Contramaligna (Macroptilium lathyroides (L.)
Urb). Se selecionaron semillas cosechadas
durante ese año, a las que se les realizó la prue-
ba de germinación. Se utilizó un diseño com-
pletamente aleatorizado, con cinco repeticio-
nes por tratamiento. La desinfección y
germinación de las semillas, así como el
transplante de las plantas, se realizó según la
metodología de Beck et al. (1993). Para esta
evaluación, se utilizaron tubos de ensayo (2.5
x 20 cm) que contenían 25 mL de medio Norris
(Norris y Date 1976), al que se le añadió 4 g de
Agar Bacteriológico A por litro de medio de
cultivo, para garantizar así una consistencia
adecuada para el soporte de las plantas.

Las plantas se colocaron en gradillas de
madera, de forma tal que la luz no incidiera di-
rectamente en las raíces y se sometieron a un
fotoperíodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.
A la semana de transferirse a los tubos, se ino-
cularon con 0.1 mL de un cultivo de cepas con
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72 h de incubación y una concentración de
107 ufc/mL. Se utilizaron dos controles sin ino-
cular: uno sin nitrógeno y otro con KNO3 (0.75g/L)
como fuente de nitrógeno (Hungria et al. 2000
y Mostasso et al. 2002). Las plantas se obser-
varon diariamente para analizar su desarrollo y
determinar la presencia de nódulos. A las cua-
tro semanas se midió la longitud de la raíz y la
parte aérea de las plantas.

Resultados y Discusión

Todas las cepas conservadas crecieron al
pasarse al medio líquido, dos de ellas lo hicie-
ron a las 24 h, pues eran cepas de crecimiento
rápido, y el resto era de crecimiento lento a los
7 d. Esto se comprobó por el aumento de la
turbidez del medio. Los resultados demostra-
ron que las bacterias no presentaron alteracio-
nes en su tasa de crecimiento al utilizar este
método de conservación.

Las cepas mantuvieron sus características
morfológicas y culturales, y fundamentalmen-
te, los patrones de producción de ácido o álca-
li. Al observar las bacterias con el microscopio
óptico, todas las cepas resultaron ser bacilos
Gram negativos.

El método de conservación debe garantizar
que se mantengan los caracteres de la cepa

igual que en el cultivo original (Fernández
2002). Los resultados obtenidos corroboran la
eficiencia del método utilizado, pues mantener
las características analizadas indica que, al
menos en este aspecto, no se afectó la estabi-
lidad genética.

En la prueba realizada para comprobar las
propiedades simbióticas de las cepas, se utili-
zó la planta de contramaligna, por ser una le-
guminosa que puede ser nodulada por la ma-
yoría de las cepas de rizobios (Elías, A. 2003,
comunicación personal).

A las cuatro semanas de inoculadas, todas
las cepas estudiadas en las plantas de contra-
maligna, excepto la GM13, mostraron mayor
desarrollo radical y foliar que en el control sin
inocular (tabla 1). Esto puede deberse a la pro-
ducción de metabolitos secundarios por parte
de las cepas inoculadas, como son las fitohor-
monas, lo que se ha demostrado en los rizobios
(Bhattacharyya y Basu 1997 y Garg y Sharma
2002). Estas sustancias, específicamente las
auxinas, y dentro de éstas el ácido indolacético,
no solo están relacionadas con la nodulación,
sino que también están involucradas en nume-
rosos aspectos del crecimiento, desde la
embriogénesis hasta todos los estados del cre-
cimiento vegetativo (Kuklinsky 2003 y Torres et

sapeC serodacidnI
zíaraleddutignoL ±EE .ngiS aeréaetrapaleddutignoL ±EE .ngiS

)-(lortnoC 1 83.1 a 60.1 *** 66.1 a 66.1 ***

3ONKlortnoC 1 26.4 cb 60.1 23.7 cb 66.1

31MG 83.1 a 49.0 57.1 a 84.0

321MA 03.2 ba 49.0 06.3 ba 84.0

25MA 46.4 cb 49.0 87.7 cb 84.0

41MA 08.4 dcb 49.0 80.9 c 84.0

4MA 1 53.6 dc 60.1 83.11 c 66.1

11MG 53.6 dc 49.0 04.11 c 84.0

115MA 67.6 dc 49.0 42.01 c 84.0

31MA 09.7 ed 49.0 08.11 c 84.0

51MA 1 37.9 e 60.1 82.11 c 66.1

Tabla 1. Comportamiento del crecimiento radical y de la parte aérea de las plantas a las 4 semanas de
inoculadas

abcdeLetras distintas difieren significativamente a P < 0.05 (Duncan 1955)      ln = 4     *** P < 0.001
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al. 2004). Esto explica el desarrollo de las plantas
estudiadas, incluyendo aquellas en las que aún
no se observaron indicios de nodulación.

Las diferencias encontradas entre plantas
inoculadas con cepas diferentes, se deben a
que los patrones de producción de estas sus-
tancias son específicos para cada cepa.

Los resultados obtenidos demuestran que
las cepas utilizadas, además de su posible ca-
pacidad para fijar nitrógeno, estimularon el cre-
cimiento de las plantas y éste no se afectó al
ser preservado por el método de conservación
empleado.

Se concluye que el método de conserva-
ción evaluado eliminó los subcultivos frecuen-
tes de las cepas (cada tres meses) y garantizó
así la viabilidad de estas hasta el año. Las ce-
pas estudiadas mantuvieron sus característi-
cas culturales y micromorfológicas, así como
la producción de ácido o álcali después de per-
manecer conservadas por un año en sílica gel.
La mayoría de las cepas conservadas ejercie-
ron un efecto positivo en las leguminosas se-
leccionadas, aun a las cuatro semanas de ser
inoculadas en las plantas. No obstante, se
deben realizar estudios de viabilidad de las
bacterias y observar las plantas por más tiem-
po, para evaluar así la nodulación.
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