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EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO
EN LA MULTIPLICACION CELULAR DE Bradyrhizobium elkanii

Maria C. Napoles=, J. Martinez, Daimy Costales, Gretel GOmez

y Ellen Somers

ABSTRACT. Cellsneed asource of energy carbon and other
nutrients to grow in nature or under laboratory conditions.
They al so require adequate oxygen concentration, temperature
and pH conditions. In this work, the behaviour of two
Bradyr hizobiumelkanii strainsin different culture media, was
studied. Different cell multiplication dynamicswere evident to
each strain under those culture media, asaresult of its nutrient
composition. Modified propagation medium was notable for
both strains studied.
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INTRODUCCION

Cada organismo requiere encontrar en su medio to-
das las sustancias necesarias para la generacion de ener-
gia y biosintesis celular. Los elementos de ese
medioambiente que son utilizados para el crecimiento
celular se refieren como nutriente (1). Los requerimientos
nutricionales de una célula bacteriana son revelados por
su composicion elemental, la cual se compone de C, H,
O, N, S, P, K, Mg, Fe, Ca, Mn y trazas de Zn, Co, Cuy
Mo. Estos elementos se encuentran en forma acuosa,
iones inorganicos, pequefias moléculas vy
macromoléculas, las cuales desempefian un papel es-
tructural o funcional en la célula.

Los medios de cultivo, ya sean preparaciones soli-
das, semisdélidas o liquidas, constituyen el micromundo
de los microorganismos en condiciones de laboratorio,
intentando ser un reflejo de su habitat natural en relacion
con la satisfacciéon de sus mas vitales y principales ne-
cesidades como ser vivo (2). El disefio de un medio de
cultivo respondera entonces a las exigencias del micro-
organismo en cuestién y a la finalidad que se persigue
con su multiplicacion.
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RESUM EN. Paracrecer, yaseaenlanaturalezao en condicio-
nes delaboratorio, las cél ulas necesitan de unafuente de ener-
gia, carbono y otros nutrientes, y condiciones tales como la
concentracion de oxigeno, temperaturay pH. En este trabgjo
seestudiael comportamiento de dos cepas de Bradyr hizobium
elkanii en distintos medios de cultivo. Se evidenciaron dife-
rentes dinamicas de multiplicacion celular para cada cepaen
los distintos medios, como resultado de su diferenciada com-
posicion nutrimental. Se destaco para las dos cepas estudia
das el medio Propagacion modificado.

Palabras clave: medio de cultivo, Bradyrhizobium,
multiplicacion celular

Los rizobios son organismos heterétrofos (utilizan
como fuente de energia compuestos organicos) exigen-
tes, que se desarrollan en medios ricos, aunque existen
gran variedad de cepas que difieren en sus requerimien-
tos nutricionales, necesitando en el medio vitaminas y/o
aminoécidos (3).

Segun lafinalidad que se persiga, los medios a em-
plear para el cultivo de estos microorganismos pueden
ser complejos o definidos. Los complejos son los mas
comunmente empleados, sobre todo en la preparacion
de inoculantes y frecuentemente proporcionan el rango
completo de factores de crecimiento que pueden ser re-
queridos por un organismo (4). Un ejemplo de este tipo
de medio es el Medio YEM (extracto de levadura-manitol-
agar) (5).

La composicién del medio de cultivo puede influir
sobre diferentes aspectos en la fisiologia del microorga-
nismo: su nutricion, multiplicacién, la produccién de
metabolitos primarios y secundarios (6). Por ello, desde
hace muchos afios se disefian medios con fines practi-
cos para fermentar poblaciones microbianas. Se ha en-
contrado un marcado efecto de diferentes medios de cul-
tivo sobre la interaccion de Azotobacter-Rhizobium asi
como sobre la nodulacion, el crecimiento y desarrollo del
trébol (7).

En las investigaciones llevadas a cabo con la cepa
ICA 8001 en Cuba, comunmente se ha empleado el me-
dio YEM (5) y para la produccién de inoculantes el medio
Propagacion (8), por lo que ambos son considerados como
medios tradicionales para el cultivo de esta cepa.
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Los medios de cultivo antes mencionados son con-
siderados complejos. En el primero el extracto de levadu-
rale imprime esta caracteristica, mientras que en el me-
dio Propagacion la melaza ademas del extracto de leva-
dura aporta varios compuestos a su complejidad. Ambos
medios han permitido durante afos la multiplicacion ce-
lular de la cepa ICA 8001 y la obtencion de inéculos con
fines practicos sobre la fertilizacion de la soya, con resul-
tados satisfactorios. Sin embargo, no se ha tenido en
cuenta en el disefio de estos medios de cultivo la posibi-
lidad de inducir a una expresion mas elevada los genes
de nodulacién en la bacteria, lo cual sin dudas, los haria
mas eficientes.

Por lo anterior se hace necesaria la optimizacion o
el disefio de medios de cultivos, que tengan como objeti-
vos ambas caracteristicas: alta obtencion de biomasay
de produccion de factores Nod.

En este trabajo se estudia el efecto de un nuevo
medio de cultivo sobre la multiplicacion celular de dos
cepas de B. elkanii.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron los medios YEM (5), Propagacion (8) y
Propagacion modificado (9) para estudiar la dinamica de
crecimiento de Bradyrhizobium con las cepas B. japonicum
ICA 8001 y B. elkanii LMG 6134. Se molieron semillas
frescas de soya de la variedad Cubasoy 23y se procesa-
ron en un molino foliar. La melaza utilizada provino del
Complejo Agroindustrial “Héctor Molina”, ubicado en la
Provincia La Habana, zafra 1995.

Se evaluo el efecto de los factores medio de cultivo y
cepas, con tres y dos niveles respectivamente, emplean-
dose cinco réplicas por tratamiento en un disefio comple-
tamente aleatorizado.

Como indculo estas cepas fueron cultivadas durante
tres dias en medio YEM, a 30°C y en condiciones de
agitacion. Los precultivos se diluyeron en MgSO, (10 mM),
hasta un valor de densidad Optica de 0.3 a A=595 nm
(dilucién aproximada de 10 veces; espectrometro Lambda-2,
Perkin Elmer, UV/VIS). Posteriormente, los inéculos con
igual namero de bacterias se diluyeron 100 veces en los
diferentes medios de cultivo bajo estudio y 300 mL de
cada una de las suspensiones bacterianas se inocularon
en los pozos de una placa de microtitulo.

Las bacterias se cultivaron a 30°C durante seis dias
a 230 rpmy su multiplicacion fue medida automaticamente
cada 30 minutos en un Bioscreen C (Labsystems, Helsinki,
Finlandia), a una longitud de onda de 595 nm. Para cada
punto se calcul6 la densidad éptica promedio y se repre-
sentaron los valores cada 120 min, después de lo cual se
calcul6 la velocidad especifica de crecimiento m (h™*) en la
fase lineal del crecimiento exponencial segun:

_ In(DO2/DO1
t2-11
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar la dindmica de crecimiento de las cepas
B. elkanii ICA 8001 y B. elkanii LMG 6134 frente a los
medios YEM, Propagacién y Propagacion modificado, se
encontrd interaccion entre los factores medio de cultivo -
cepa de Bradyrhizobium, con diferencias altamente sig-
nificativas para el factor medio de cultivo y no significati-
vas para el factor cepa.

El medio nuevo “Propagacion modificado” mostr6 una
clara superioridad en su capacidad de permitir una multi-
plicacion celular mayor, con respecto a los medios tradi-
cionales para las dos cepas estudiadas (Figura 1).

I EER X3

Prop: medio Propagacion P.m: medio Propagacién modificado
YEM: medio YEM

ES***=0.0027

P<0.001 n=5

Figura 1. Dinamica de crecimiento de las cepas ICA
8001y LMG 6134 en diferentes medios de
cultivo

Si se comparan los medios tradicionales, parala cepa
LMG 6134, el medio Propagacion superé en velocidad
especifica de crecimiento al medio YEM; sin embargo,
para la cepa ICA 8001 el comportamiento en estos me-
dios fue similar.

La dinamica de la cepa ICA 8001 en el medio Propa-
gacion modificado mostré la fase de latenciaentrelas 0y
las 8 horas; la exponencial entre las 8 y las 55 horas y la
estacionaria a partir de este momento y hasta las 72 ho-
ras, tiempo en el cual comienza la fase de declinacién o
muerte (segun otros ensayos realizados no mostrados
en este trabajo). El maximo de poblacién se obtuvo alre-
dedor de las 55 horas de cultivo, con un valor de densidad
Optica de 1.60 en longitud de onda 595 nm y la velocidad
méaxima de crecimiento se observo aproximadamente a
las 31 horas.

La velocidad especifica del crecimiento para esta
cepa en este medio fue de 0.067 h™*, mientras que en los
medios tradicionales YEM y Propagacion fue de 0.018 h*
y 0.020 h*, respectivamente.
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Se evidencié 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 me-
dios de cultivo. En el medio Propagacion modificado esta
cepa alcanz6 el maximo de la fase exponencial del creci-
miento a las 50 horas del cultivo, con una velocidad espe-
cificade 0.0563 h™.

Al comparar la dinamica de ambas cepas en el me-
dio Propagacion modificado, se aprecié que si bien la
cepa ICA 8001 tuvo una fase de adaptacion mayor,
fisiol6gicamente sus enzimas respondieron mejor con un
mayor aprovechamiento del sustrato, lo que se expreso
en una velocidad especifica del crecimiento superior, re-
sultado que se ratificd para la segunda fase de crecimiento.
Se debe tener en cuenta que la velocidad especifica de
crecimiento es funcién de la concentracion de sustrato
dentro de un rango y de las propiedades de cada cepa en
cuanto a su utilizacién, razones que diferencian ambas
cepas aunque son de la misma especie.

Para las dos cepas en el medio Propagacion modifi-
cado, se aprecid una curva bifasica de multiplicacién ce-
lular a partir de las 85 horas de cultivo para LMG 6134y a
partir de las 108 horas para ICA 8001. Este perfil bifasico
recuerda una curva diaduxica, que pudiera justificarse si
se tiene en cuenta que el sustrato soya molida presenta
compuestos complejos, que pueden ser utilizados por
las células como fuentes de carbono y energia al agotar-
se las fuentes mas asequibles (4). También este compor-
tamiento pudiera estar relacionado con la formacién de
mucilago a partir de la fuente carbonada o con la acumu-
lacion de poli-R-hidroxibutirato como cuerpos de inclu-
sion (10), lo que cambiaria las propiedades épticas del
cultivo, dando lugar a una aparente curva bifasica de mul-
tiplicacion. Otra explicacién pudiera ser que debido a la
elevada velocidad especifica de crecimiento obtenida con
este medio de cultivo, se produzca una temprana muerte
celular con la subsiguiente lisis y la posibilidad de que
nuevas células se multipliquen a expensas de las que
han muerto.

El desplazamiento en tiempo de la aparicion de la
curva hifasica entre las dos cepas estudiadas, puede
deberse a la diferencia en la dinamica de su multiplica-
cion, donde la cepa B. elkanii LMG 6134 arriba a los
diferentes estadios con antelacién, sefial, como ya se
refirid, de un aprovechamiento diferenciado de los sustratos
entre las cepas.

Tampoco se conoce si esta bifase pudo estar rela-
cionada con la respuesta a una expresiéon genética del
microorganismo, que se manifesté frente a determinado
componente presente en el medio de cultivo Propagacion
modificado (se supone que la soya molida sea el efector)
y no esta presente en los medios YEM y Propagacion.
La falta de aparicion de esta bifasica en estos medios de
cultivo pudo deberse a que en ellos la multiplicacion celu-
lar es mas lenta 'y no lleg6 a registrarse este momento en
los tiempos evaluados, pero no es posible predecir si pudo
aparecer mas tarde.
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Entre los tres medios de cultivo se apreciaron dife-
rencias entre las velocidades especificas de crecimiento,
las cuales se considera que se deben a las diferencias
en su composicion. El medio YEM, por ejemplo, contie-
ne la fuente carbonada por excelencia del género
Rhizobium: el manitol, ademés de hidrolizado de levadu-
ra como componente que brinda nucleétidos, vitaminas y
otros probidticos no definidos, los que le permiten crecer
y producir factores de nodulacidn satisfactoriamente.

La menor velocidad de crecimiento y rendimiento en
biomasa de este medio con respecto al medio Propaga-
cion modificado, puede radicar en la menor eficiencia del
manitol frente a la melaza, ya que existen referencias de
que aquel, aunque ampliamente utilizado para rizobiaceas,
no siempre es quien produce las mas altas velocidades
de crecimiento o de rendimientos en biomasa (11).

En el medio Propagacion, por su parte, se incrementa
la concentracién del hidrolizado de levadura y se introdu-
cen, con la melaza, muchos azlcares que pueden ser
utilizados, como la sacarosa, rafinosa, fructosay gluco-
sa, ademas de aminoacidos, acidos carboxilicos, vitami-
nasy proteinas (12), que sin dudas contribuyen al incre-
mento en la velocidad de crecimiento con respecto al
medio YEM. Este medio ha sido utilizado tradicionalmente
en la produccién masiva de inoculantes para soya (13).

Las diferencias del medio Propagacion con respecto
al medio Propagacién modificado, pueden ser también
imputables a la fuente de carbono, pues en el primero se
hallan a concentraciones elevadas. Aqui se pudiera expli-
car mediante el fendmeno de la inhibicién por exceso de
sustrato (14), dado por los diferentes azlicares que com-
ponen las melazas. Por otra parte, en las melazas exis-
ten ademéas compuestos como los fendlicos, que pre-
sentan actividad inhibitoria sobre el crecimiento de mu-
chos microorganismos (15), los cuales a tan elevada con-
centracién pudieran también estar influyendo en estos
resultados de menor multiplicacion.

El medio Propagacién modificado, por su parte, con-
tiene extracto de soya en sustitucién de la levadura, el
cual es rico en lipidos, aminoéacidos, proteinas y vitami-
nas (16), que favorecen la multiplicacién celular acortan-
do la fase de adaptacion y permitiendo un crecimiento
acelerado de los cultivos.

La disminucion de la concentracion de azlcares en
este medio, resulté en valores superiores de multiplica-
cion celular, lo que pudiera deberse a que se eliminé con
ello la inhibicién por exceso de sustrato y se diluy6 el
efecto de los inhibidores presentes, ademas de que este
medio le brinda al microorganismo la posibilidad de apro-
vechar los otros nutrientes presentes en la soya. En 1996
se observé que el suplemento de medios semidefinidos o
complejos con compuestos como la triptona, el extracto
de levadura, peptona, casaminodcidos, hidrolizado de
semillas de algodén, extracto de carne, hidrolizado de
caseina, hidrolizado de colageno o licor de remojo de maiz,
aumentan el crecimiento celular de Escherichia coli, de-
bido a que dichos sustratos aportan directamente los
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aminoacidos necesarios para el desarrollo celular y ello
supone un ahorro energético para la bacteria (17).

El medio nuevo propuesto evidencié su superioridad

sobre el resto de los medios, por permitir una mayor ve-
locidad especifica de crecimiento y mayor biomasa, no solo
parala cepa ICA 8001 sino también para la cepa LMG 6134.
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