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Resumen 

En el laboratorio de Biotecnología del Centro Multidisciplinario de Investigaciones 

Tecnológicas (CEMIT) de la Dirección General de Investigación Científica y Tecnológica 

dependiente de la Universidad Nacional de Asunción (UNA), se llevó a cabo la evaluación 

de aislados nativos de Bradyrhizobium sp. sometidos a diferentes condiciones de estrés (pH, 

temperatura, salinidad, velocidad de crecimiento) con el objetivo de seleccionar aislados 

tolerantes a diferentes condiciones ambientales. El diseño experimental utilizado fue 

completamente al azar, los 7 aislados evaluados fueron: NF 1.4B; NF 3.4; CAL -1 B*5; 

BX2C; CAL 2.2; BX9 y BX13. Los tratamientos fueron: temperatura 25ºC; temperatura  40ºC; 

pH 4,84; salinidad 2% NaCl en dos repeticiones por tratamiento. Se evaluaron  las 

características morfologías (opaca; traslúcida; gomosa y poco gomosa) y velocidad de 

crecimiento en las condiciones de estrés. Según los resultados obtenidos, las bacterias 

seleccionadas de Bradyrhizobium  sp., se distribuyeron en dos grupos, el grupo I, los 

aislados NF 1.4B, NF 3.4, CAL -1 B*5 y BX2C con característica de crecimiento rápido; 

mientras que el grupo II, los aislados CAL 2.2, BX9 y BX13 con crecimiento lento. Los 

aislados CAL -1 B*5, BX2C, CAL 2.2, BX9 y BX13 se desarrollaron a temperatura de 25 ºC, 

mientras que CAL 2.2 y BX9 se desarrollaron a 40 ºC. El aislado CAL -1 B*5 se desarrolla en 

pH 4,84 , mientras que el aislado BX9 se desarrolló en medio salino con 2% de NaCl. 
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CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE AISLADOS NATIVOS DE Bradyrhizobium sp. 

Y TOLERANCIA A CONDICIONES DE ESTRÉS 

Introducción 

Los microorganismos son seres vivos de gran importancia en el ambiente, la mayor cantidad 

de especies se encuentran desarrollados en los suelos, llegando a interactuar con el medio 

ambiente, una de las funciones principales es la descomposición de la materia orgánica, al 

igual que la fijación y ciclaje del nitrógeno atmosférico (Montaño et al. 2010). 

Los mismos autores mencionan que los principales microorganismos fijadores de nitrógeno 

en el suelo son las bacterias simbióticas: Rhizobium sp. y Frankia sp., además de bacterias 

de vida libre como Azospirillum sp., Thiobacillus sp., entre otros. Las mismas se encargan 

de absorber el nitrógeno atmosférico para luego transformarlo en nitrógeno apto para la 

absorción de las plantas y animales. 

Rhizobium sp. y Bradyrhizobium  sp. son bacterias presentes en leguminosas, se encargan 

de fijar el Nitrógeno atmosférico, el objetivo principal de estas bacterias es la de transformar 

el nitrógeno atmosférico en nitrógeno apto para la planta, llegando a producir nodulaciones 

en las raíces mientras que, las plantas protegen y alimentan al microorganismo. 

Sin embargo, ciertos suelos presentan deficiencias nutricionales de nitrógeno, fósforo, 

potasio que son indispensables para el desarrollo de las plantas, además de las alteraciones 

de otros factores como el pH, alta concentración de sales, exceso de temperatura, los 

cuales además de afectar el crecimiento de las plantas, también afectan a los 

microorganismos que necesitan ciertas condiciones para su desarrollo. 

Cuadrado et al. (2009), mencionan que al someter bacterias del género Rhizobium a estrés 

salino, temperatura y pH, obtuvieron buenos resultados con relación al crecimiento, por lo 

tanto, estos factores son de gran importancia para el estudio de la interacción de rizobios 

con los diferentes ecosistemas presentes. 

Bécquer et al. (2016) concluyen que al aplicar las cepas de Bradyrhizobium sp. en el cultivo 

de triticale (X. triticosecale Wittmack) bajo condiciones de sequía a temperaturas de 22 a 25º 

C no propiciaron un alto rendimiento de grano, pero resultó interesante observar, que a 

pesar del estrés por sequía, igual constituye una mejor opción que la aplicación de 

fertilizantes químicos en las mismas condiciones. 



 

 

 

De la misma manera Nápoles et al. (2014), mencionan que al aplicar las cepas de 

Bradyrhizobium  sp. en plantas de soja sometidas a estrés de temperatura, acidez del suelo 

y exceso de agua, influyó positivamente sobre los parámetros de nodulaciones evaluados en 

las condiciones de estrés, llegando a demostrar que los bioinoculantes poseen un efecto anti 

estrés ante tales condiciones ambientales. 

Ciertas cepas de Bradyrhizobium  sp. y Rhizobium  sp., pueden llegar a desarrollarse en 

ciertos suelos con problemas de fertilidad, tal es así  que Hernández et al. (2012) mencionan 

que la identificación de cepas de bacterias resistentes a diferentes concentraciones de NaCl 

y a diferentes temperaturas, obteniendo así microorganismos con óptimas características 

para ser utilizados como biofertilizantes, con el fin de un desarrollo sostenible para el cultivo, 

cubrir la deficiencia nutricional del suelo y la adaptación de los mismos a diferentes 

condiciones ambientales. 

Tiniutti et al. (2015) afirman que la caracterización fenotípica de los rizobios 

nativos  adaptados a condiciones estresantes en los suelos constituye una de las primeras 

etapas para la obtención de un inoculante efectivo, que permita un mejor establecimiento de 

las leguminosas y con ello incrementar la producción agropecuaria y reducir el empleo de 

fertilizantes nitrogenados. 

Objetivo General 

El objetivo de este trabajo fue evaluar los aislados de Bradyrhizobium  sp. sometidos a 

diferentes condiciones de estrés con el fin de seleccionar bacterias para la producción de 

biofertilizantes. 

Objetivos Específicos 

Los objetivos específicos del presente trabajo fueron la observación de la velocidad de 

crecimiento, desarrollo de los aislados en medio salino, ácido, temperatura 25ºC, 40ºC y 

evaluación de las características morfológicas. 

Materiales y Métodos 

El experimento se llevó a cabo en el laboratorio de Biotecnología del Centro 

Multidisciplinario de Investigaciones Tecnológicas (CEMIT) dependiente de la Dirección 

General de Investigación Científica y Tecnológica de la Universidad Nacional de Asunción,  



 

 

 

ubicado en la ciudad de San Lorenzo, departamento Central. El mismo se realizó en el 

periodo comprendido entre los meses de mayo y junio de 2018. 

Fueron evaluados aislados de bacterias del género Bradyrhizobium sp. pertenecientes a la 

colección de microorganismos del laboratorio de Biotecnología del CEMIT-DGICT-UNA; El 

diseño utilizado fue el completamente al azar (DCA), fueron evaluados  7 aislados a cuatro 

condiciones de estrés (Cuadro 1), para el experimento fueron empleadas dos placas de Petri 

de vidrio de 11 cm de diámetro conteniendo los aislados de bacterias en medio de cultivo. 

Cuadro 1. Condiciones de estrés a que fueron sometidas los aislados de Bradyrhizobium 

sp.. CEMIT-UNA, San Lorenzo, Paraguay. 2018. 

 

Tratamiento Condición de estrés  

1 Temperatura media (25ºC ) 

2 Temperatura alta (40ºC ) 

3 pH ácido (4.84) 

4 Salinidad (2% NaCl) 

 

Los aislados del género Bradyrhizobium  sp. empleados en el experimento fueron: NF 1.4B, 

NF 3.4, CAL -1 B*5, BX2C, CAL 2.2, BX9 y BX13.  Los aislados control: NF 1.4B y NF 3.4, 

fueron aislados de formulados comerciales. El medio utilizado fue el medio 79, adaptado de 

la metodología propuesta por Fred y Waksman, citado por Moreira et al. (2012). El medio fue 

distribuido en Erlenmeyers para la esterilización, previamente, al medio a ser utilizado para 

determinar la salinidad, se aplicó 2% de NaCl; en otro Erlenmeyer conteniendo el medio se 

agregó ácido clorhídrico hasta obtener un pH 4,84; mientras que los demás Erlenmeyers con 

medio de cultivo se mantuvieron sin modificación alguna (Moreira et al. 2012; Cuadrado et 

al. 2009: Hernández et al. 2012). 

Los medios fueron esterilizados a 121 ºC durante 20 minutos para su uso. Posteriormente, 

se procedió a distribuir los medios en placas de Petri, una vez distribuidos fueron sembrados 

los aislados de bacterias con ayuda de un ansa previamente esterilizada. 

Finalizada la siembra, las placas fueron selladas y almacenadas a 25 ºC, a excepción de las 

placas que fueron sometidas a alta temperatura (40 ºC). Todas la placas fueron incubadas 

durante 7 días, realizándose observaciones cada 48 horas (Cuadrado et al. 2012). 



 

 

 

Los parámetros evaluados fueron:  

- Velocidad de crecimiento de las bacterias en el medio de cultivo. Para clasificar a las 

bacterias según la velocidad de crecimiento se empleó la escala de  Cuadrado et al. 

(2009); Hernández et al. (2012) y Tiniutti et al. (2015), la cual se observa en el 

Cuadro 2. 

- Desarrollo de las bacterias al medio salino. 

- Desarrollo de las bacterias al medio ácido. 

- Desarrollo de los aislados de bacterias a temperatura de 25 ºC y 40 ºC. 

- Características morfológicas( opaca; traslúcida; gomosa y poco gomosa) 

Para  determinar el desarrollo, se realizaron observaciones del crecimiento de las colonias 

bacterianas en las placas. 

Cuadro 2. Grupos de bacterias conforme a la velocidad de crecimiento. CEMIT-UNA, San 

Lorenzo, Paraguay. 2018. 

Grupo Tipo de Crecimiento 

grupo I Crecimiento rápido (2-4 días) 

grupo II Crecimiento lento (5-7 días) 

Resultados y Discusión 

Los aislados sometidos a diferentes condiciones de estrés presentaron diferencias entre sí 

en cuanto a ciertas características, las cuales se observan en el Cuadro 3. 

Los aislados de NF 1.4B y NF 3.4  presentaron la misma velocidad de crecimiento al igual 

que CAL-1 B*5 y BX2C. El crecimiento de colonias se observó a partir de los 3 días posterior 

a la siembra, perteneciendo al grupo 1; presentando las siguientes características 

morfológicas: la cepa CAL-1 B*5 presentó características traslúcidas y gomosas, mientras 

que la cepa BX2C presentó características traslúcidas y poco gomosas.  Sin embargo, los 

aislados CAL 2.2; BX9 y BX13  tuvieron características del grupo 2 conforme a la velocidad 

de desarrollo, presentando características morfológicas: CAL 2.2: opaca y gomosa; BX9: 

traslúcida y poco gomosa y BX13: traslúcida y gomosa. Estos resultados concuerdan con 

Cuadrado et al. (2009) quienes agruparon varios géneros de Bradyrhizobium aislados del 

cultivo de Caupí (Vigna unguiculata) obteniendo un  63 % de bacterias del grupo I dentro del  



 

 

 

total de 52 muestras. Los mismos mencionan que las bacterias del grupo I pueden producir 

mayor cantidad de nodulaciones en menor cantidad de tiempo, además pueden presentar 

características morfológicas como la presencia de menor gomosidad que la del grupo II.  

Sin embargo, Tiniutti et al. (2015), mencionan que al aislar cepas de Bradyrhizobium  de 

Macroptilium fueron agrupados en el grupo 2 llegando a  observar crecimiento a partir de los 

5 días luego de la siembra. Los resultados obtenidos en cuanto a las características 

morfológicas no varían conforme a lo expresado por estos autores y con lo propuesto por 

Cuadrado et al. (2009), considerando a las bacterias del grupo 2 como gomosas y de color 

blanquecino. 

En relación a la temperatura, a 25 ºC todos los aislados presentaron  desarrollo, pudiendo 

ser considerada temperatura óptima para el desarrollo de esta bacteria.  Florentino et al. 

(2010), mencionan que el rango óptimo para el crecimiento de  Bradyrhizobium  sp. es de 28 

ºC a 36 ºC, no coincide con los resultados de este trabajo. Esta diferencia se puede deber a 

las diferencias genéticas entre las bacterias aisladas de diferentes ambientes. Sin embargo, 

solo el 28,57% de los aislados se desarrollaron a 40ºC. Estos resultados concuerdan con los 

datos obtenidos por Florentino et al. (2010), quienes mencionan que estos datos no son 

sorpresa alguna, ya que la temperatura óptima para el crecimiento de esta bacteria es de 28 

a 36 ºC, concluyendo  que los  suelos con temperatura menor a 40 ºC son adecuados para 

la inoculación de Bradyrhizobium sp. 

Los aislados evaluados que se habían desarrollado en medio ácido, reunieron las 

características del grupo I y II, observándose 85,71% de crecimiento, mientras que el aislado 

CAL-1 B*5  no presentó  desarrollo en este medio. Estos resultados no concuerdan con Ngo 

et al. (2015), quienes identificaron que el 91,67% de un total de 12 cepas de Bradyrhizobium  

sp. crecen en un pH ajustado a 5,5, mientras que 66,67% se desarrolló en un rango de pH 

3,5 y4,5. De la misma forma Marquina et al. (2011) mencionan que  obtuvieron buen 

desarrollo de cepas de Bradyrhizobium aisladas de diversas regiones, en un rango óptimo 

de pH 5,2 a 6,8. 

Cuadrado et al. (2009) mencionan que las bacterias del género Bradyrhizobium no 

demuestran buen crecimiento en suelos con pH ácido, esto se debería a que en un suelo 

con  pH ácido también se detecta alto contenido de aluminio, inhibiendo así el desarrollo de  



 

 

 

la bacteria,  ya que es un metal tóxico que afecta el alargamiento y la división celular de las 

bacterias. 

Cuadro 3. Características de aislados de Bradyrhizobium sp. según la velocidad de 

crecimiento, grupo, morfología, temperaturas (25 ºC y 40 ºC), pH ácido,  

salinidad. CEMIT-UNA. San Lorenzo, Paraguay. 2018. 

Aislados 

Velocidad 

de 

crecimiento 

Grupo 

(géner

o) 

Morfología 25ºC 40 ºC 
pH 

ácido 
NaCl 

NF 1.4B 3 días I t; pg +  -  + - 

NF 3.4 3 días I o; g + + + - 

CAL 2.2 5 días II o; g + + + - 

CAL-1 B*5 3 días I t; g + -  - - 

BX9 5 días II t; pg + + + + 

BX2C 3 días I t; pg + - + - 

BX13 5 días II      t; g +  -   +  - 

.+: crecimiento o: opaca, t: translucida 

 .-: no crecimiento g: gomosa; pg: poco gomosa 

 
Con relación al medio salino, se observó que solo el aislado BX9 se desarrolló en esta 

condición, mientras que los demás aislados no se desarrollaron. Estos resultados  

concuerdan con  Cuadrado et al. (2009) quienes mencionan que solo 20 cepas del total de 

52 se desarrollaron en NaCl al 3%, siendo estos identificados en el grupo de crecimiento 

lento. El mismo autor menciona que a medida que aumenta la concentración de NaCl en el 

suelo, el desarrollo de las bacterias del grupo II tienen mejor tolerancia a esta condición que 

las del grupo I.  

Conclusión 

Las bacterias evaluadas de Bradyrhizobium sp. se distribuyen en dos grupos, el grupo I  con 

característica de crecimiento rápido, el mismo  conformado por los aislados: NF 1.4B, NF 

3.4, CAL -1 B*5 y BX2C; mientras que el grupo II, con crecimiento lento se encuentra 

conformado por: CAL 2.2, BX9 y BX13. 

 



 

 

 

Los aislados de Bradyrhizobium sp. CAL -1 B*5, BX2C, CAL 2.2, BX9 y BX13 presentaron 

tolerancia a 25 ºC., mientras que el aislado NF 3.4 tolera a 40 ºC. El aislado CAL -1 B*5 

presenta tolerancia al pH ácido mientras que el aislado BX9  tolera al medio salino con 2% 

NaCl. 

Los aislados que presentaron tolerancia a condiciones de estrés pueden ser sometidos a 

otras evaluaciones con el fin de ser utilizados para la producción de biofertilizantes.  
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