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Effect of different carbon sources on the growth of a rhizobia strain
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ABSTRACT. Knowledge of the nutritional needs of
rhizobia is important for understanding their behavior in
the rhizosphere and in the biofertilizers production. The
objective of this research was to determine the effect of
different carbon sources on the growth of a rhizobium
isolate. On five carbon sources Rhizobium sp. S11 was
grown. Its growth was determinated by optical density (OD)
measuring and the specific growth rate (pt). The highest
growth of Rhizobium sp. S11 was obtained on the medium
with mannitol. The highest p were obtained in the media with
mannitol, glucose and glycerol. These studies are the basis
for a better understanding of the Rhizobium sp. S11 behavior
in the rhizosphere. It also provides tools for the design and
optimization of culture media to increase the viability and
concentration of this microorganism in future inoculants.
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INTRODUCCION

Los rizobios se estudian fundamentalmente por la
simbiosis que realizan con las plantas pertenecientes
a la familia Leguminosae (1,2). Estos microorganismos
se emplean como porcion activa de inoculantes que
incrementan los rendimientos de numerosos cultivos
de importancia econémica (3,4). El empleo de
biofertilizantes a base de rizobios en la agricultura,
ademas, disminuye la aplicacion de fertilizantes
minerales y la contaminacion de los ecosistemas (5).

La sobrevivencia de los rizobios en el suelo
y la rizosfera depende, en alguna medida, de su
capacidad de extraer energia de las diferentes fuentes
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RESUMEN. EI conocimiento de las necesidades
nutricionales de los rizobios es importante para comprender
su comportamiento en la rizosfera y en la produccion
de biofertilizantes. El objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre
el crecimiento de un aislado de rizobio. Rhizobium sp. S11
se cultivo en cinco fuentes de carbono. Su crecimiento se
determiné mediante la medicion de la densidad optica (DO)
y la velocidad especifica de crecimiento (p). El mayor
crecimiento de Rhizobium sp. S11 se obtuvo en el medio
con manitol. Las mayores p se obtuvieron en los medios
con manitol, glucosa y glicerol. Estos estudios constituyen
la base para una mejor comprension del comportamiento de
Rhizobium sp. S11 en larizosfera. Ademas brinda herramientas
para el disefio y la optimizacion de medios de cultivo que
permitan incrementar la viabilidad y concentracion de este
microorganismo en futuros inoculantes.

Palabras clave: caracterizacion, Rhizobium,
multiplicacion, carbohidratos

de carbono disponibles durante todas las etapas de
su ciclo de vida: como microorganismos de vida libre,
durante el proceso de infeccion del hospedero y como
bacteroides en el interior de los nédulos donde realizan
la Fijacion Bioldgica del Nitrogeno (6). Los estudios
nutricionales de estos microorganismos brindan
herramientas de gran importancia para la confeccion
de medios de cultivo adecuados, aspecto de gran
interés durante la elaboracion de los biofertilizantes.
El disefio de medios de cultivo debe tener en
cuenta los requerimientos nutricionales de estos
microorganismos mediante la adicion de los nutrientes
en la forma y la proporcién adecuadas. El estudio de
las fuentes de carbono que emplean microorganismos
heterétrofos como los rizobios permite una mayor
comprension de su ecologia y su comportamiento
durante la produccion industrial de inoculantes (7) .
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La eleccion de la fuente de carbono 6ptima
constituye uno de los aspectos fundamentales
para elaborar inoculantes con elevada viabilidad
y concentracion bacterianas (8). Estos requisitos
garantizan la efectividad del inoculante en el campo.
Las fuentes de carbono mas empleadas son los
alcoholes y los hidratos de carbono, fundamentalmente
mono y disacaridos.

El medio estandar para el cultivo de los rizobios
incluye manitol, sacarosa o glicerol como unicas
fuentes de carbono. Estos garantizan la multiplicacién
de los rizobios con una fuente de nitrégeno adecuada
y bajo determinados parametros de pH y temperatura
(9). El objetivo de esta investigacién fue determinar
el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre el
crecimiento de un aislado de rizobio.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL MICROBIANO

Un aislado de rizobio denominado Rhizobium sp.
S11 se empled en este estudio. EI microorganismo
provino de nodulos de soya (Glyxine max L.) y
pertenece al cepario del Laboratorio de Bacteriologia
del Departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas.

CRECIMIENTO BACTERIANO EN DIFERENTES
FUENTES DE CARBONO

Pre cultivos liquidos del aislado bacteriano se
prepararon en erlenmeyers de 100 mL de volumen,
que contenian 20 mL de medio liquido Extracto de
Levadura-Manitol (LM) (10). Para ello; una asada del
microorganismo, conservado en tubos con el mismo
medio soélido a 4 °C, se colocé en los erlenmeyers y
estos se mantuvieron en condiciones de agitacion a
150 rpm, durante 16 ha 28 + 1 °C.

Diez mililitros de los pre cultivos se centrifugaron
a 10 000 rpm durante 10 min. Se desech¢ el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 10 mL de
medio LM estéril y carente de la fuente de carbono que
tradicionalmente se emplea en este medio (manitol).
La densidad optica de las suspensiones celulares se
ajustd a 0,25 a una longitud de onda de 600 nm, en
espectrofotometro (GENESYS 20).

Las suspensiones celulares se emplearon para
inocular frascos erlenmeyers de 250 mL de volumen,
que contenian 50 mL de medio LM liquido. Este medio
se suplementd individualmente con las siguientes fuentes
de carbono a una concentraciéon de 10,1 g L": manitol;
glucosa; galactosa; lactosa; glicerol. Los cultivos se
mantuvieron en condiciones de agitacion a 150 rpm,
durante 24 h a 28+1 °C. La pureza de los cultivos
bacterianos se comprob6 mediante Tincion de Gram.
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El crecimiento de Rhizobium sp. S11 se evalud
cada cuatro horas hasta las 24 horas. Para ello se
midié la absorbancia de los cultivos a una longitud
de onda de 600 nm. Ademas, se calculd la velocidad
especifica de crecimiento p (h™') (11) en la fase
logaritmica o de crecimiento exponencial segun la
expresion:

In (DO, / DO,)

) (tz_t1)

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado,
en el cual se colocaron tres repeticiones por tratamiento.
Los datos de la multiplicacién celular se sometieron a
la prueba de normalidad y homogeneidad de varianza.
Se aplico andlisis de varianza de clasificacion simple,
utilizando el Test de comparacion de medias de Tukey
(p<0,05) (12). Todos los graficos se elaboraron en el
programa SigmaPlot 2001.

RESULTADOS

El comportamiento y la velocidad especifica de
crecimiento de Rhizobium sp. S11 en el medio LM
con diferentes fuentes de carbono se representa en
la figura.
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Figura. Dinamica de multiplicacién de Rhizobium sp.
S11 en medio LM con diferentes fuentes
de carbono

Rhizobium sp. S11 presento el mayor crecimiento
en el medio LM con manitol como fuente de carbono,
desde las ocho hasta las 24 horas. En los medios
suplementados con manitol y glicerol, como unicas
fuentes de carbono, no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de este microorganismo
a las cuatro horas de cultivo.
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El crecimiento de Rhizobium sp S11 mostré
diferencias significativas entre todas las fuentes de
carbono alas 12 y 16 horas. Sin embargo, a partir de
las 20 horas de cultivo no se observaron diferencias
en el crecimiento de este microorganismo entre los
medios suplementados con glucosa y con glicerol.

Rhizobium sp. S11 presentd la mayor velocidad
especifica de crecimiento en el medio LM con
manitol. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas de esta variable entre los medios
suplementados con glucosa, galactosa y con glicerol.
La lactosa produjo la menor velocidad especifica de
crecimiento del microorganismo.

DISCUSION

Rhizobium sp. S11 creci6 en todos los azlcares
que se estudiaron. El empleo de diferentes compuestos
organicos por los microorganismos constituye
una ventaja ecoldgica pues le permite contar con
fuentes de carbono alternativas para multiplicarse y
mantenerse viable en la rizosfera (7).

El manitol propicié el mayor crecimiento de
Rhizobium sp. S11 a partir de las ocho horas de
cultivo. Resultados similares se obtuvieron por
numerosos autores (13). Este compuesto es una de
las fuentes de carbono que mas se emplean para el
crecimiento de los rizobios de la familia Rhizobiaceae,
a escala de laboratorio y de produccion de inoculantes
(14). Rhizobium sp. S11 pertenece a la familia
Rhizobiaceae. Esta agrupa a los géneros Rhizobium,
Ensifery Shinella (15).

El empleo de manitol como fuente de carbono
en el medio de cultivo incrementa la produccion de
polihidroxibutiratos (PHB) por algunas cepas de
rizobios (16). Este polimero es biodegradable por
lo que constituye una alternativa en la sustituciéon
de los plasticos recalcitrantes provenientes de la
industria petroquimica (17). El elevado crecimiento
de Rhizobium sp. S11 en el medio suplementado con
manitol pudiera ser el punto de partida para estudiar
las potencialidades de este aislado bacteriano en la
produccion de PHB.

El glicerol y la glucosa produjeron también un
elevado crecimiento de Rhizobium sp. S11. Resultados
similares se obtuvieron con Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii (18). El glicerol ejerce un efecto positivo en
la competitividad de los rizobios durante la ocupacién
del nédulo radical de las leguminosas (19) y en la
produccion de exopolisacaridos (EPS) (18). Otros
autores corroboran el papel de la glucosa (en forma
de glucosa 6-fosfato) como uno de los precursores
principales de los EPS en los rizobios (20). Los EPS
constituyen uno de los determinantes de la simbiosis
rizobio-leguminosa (21).
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Estos compuestos participan, ademas, en la
formacion de biopeliculas, la recoleccién de nutrientes
y en la proteccion contra algunos estreses abiéticos
(22). El empleo de glicerol y glucosa por Rhizobium sp.
S11 no soélo le permitiria un adecuado crecimiento en la
rizosfera, sino una mayor adaptacién a las condiciones
abidticas presentes en el suelo.

La lactosa produjo el menor crecimiento de
Rhizobium sp. S11. Este azucar es un disacarido con
un unico transportador en la membrana citoplasmatica
de los rizobios por lo que no se degrada en sus
monomeros constituyentes antes de penetrar al
citoplasma celular (23). Esto pudiera explicar
la ausencia de un comportamiento diauxico del
microorganismo estudiado en presencia de lactosa
como unica fuente de carbono.

Rhizobium sp. S11 present6 una menor velocidad
especifica de crecimiento en lactosa que en el medio
suplementado con los mondémeros estructurales de
este azucar (glucosa y galactosa). La produccion por
el microorganismo de una [-galactosidasa, enzima
que degrada el enlace entre ambos mondmeros
(24) pudiera explicar, en alguna medida, este
comportamiento. La glucosa y la galactosa entrarian
directamente a la via de Entner—-Doudoroff para
oxidarse hasta piruvato y gliceraldehido 3-fosfato
(6). Sin embargo, es necesario realizar estudios
moleculares mas profundos para corroborar esta
hipotesis y determinar el resto de factores que influyen
en una velocidad especifica de crecimiento menor de
este microorganismo en presencia de lactosa.

CONCLUSIONES

¢ Rhizobium sp. S11 constituye un microorganismo
que presenta ciertas potencialidades desde el
punto de vista nutricional porque emplea diferentes
fuentes de carbono para su crecimiento. Su
capacidad para multiplicarse considerablemente
en presencia de manitol, glucosa y glicerol puede
aprovecharse para el disefio de medios de cultivo
mas econoémicos.

+ El empleo de subproductos agricolas nacionales
que contengan estos compuestos pudiera constituir
una alternativa que permitan disminuir los costos
en la produccion de inoculantes para el cultivo de
la soya.

RECOMENDACIONES

¢ Caracterizar desde el punto de vista quimico
algunos de los subproductos agricolas mas
abundantes en el pais.

¢ Emplear aquellos, con relativamente altos
porcentajes de manitol, glucosa y glicerol, en la
formulacion de medios de cultivo para el crecimiento
de Rhizobium sp S11.
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Se recomienda ademas, realizar ensayos de
inoculacién de Rhizobium sp. S11 en plantas de
soya para determinar el efecto del medio de cultivo
sobre la nodulacion y el crecimiento de estas
plantas.
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