Cultivos Tropicales, 2012, vol. 33, no. 4, p. 21-28 octubre-diciembre

Ministerio de Educacién Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
" http://www.ediciones.inca.edu.cu

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE AISLADOS DE RIZOBIOS
PROCEDENTES DE LA LEGUMINOSA FORRAJERA
Canavalia ensiformis

Phenotypical characterization of rhizobiaisolates
from foragelegume Canavalia ensiformis

ISSN impreso: 0258-5936 4 ya
ISSN digital: 1819-4087 |

lonel Hernandez Forte®, Maria C. Napoles Garcia,
Guianeya Pérez Hernandez, Pedro R. Rosales Jenqui,
Roberto Bainos Gordillo y Juan F. Ramirez Pedroso

ABSTRACT. The objective of thiswork was to characterize RESUMEN. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
phenotypically rhizobiaisolatesfrom foragelegume Canavalia fenotipicamente aislados de rizobios procedentes de la
ensiformis. Twelve isolates (five possible members of the leguminosaforragjeraCanavalia ensiformis. Secaracterizaron
Rhizobium genus, seven possible members of Bradyrhizobium doceaislados, cinco posibles miembrosdel género Rhizobiunm/
genus) and two commercial strains, BR 2001 and BR 2003a  Sinorhizobium, siete posibles integrantes del género
were characterized. For the phenotypic characterization of the Bradyrhizobiumy dos cepascomerciaes, BR 2001y BR 2003a.
bacteria isolates, their capacity to use six carbohydrates as Para |a caracterizacion fenctipica de | os aislados bacterianos
carbon source, their tolerance to acid condition and different se estudio su capacidad de utilizar seis fuentes de carbono, la
levelsof NaCl, and theresistenceto six antibiotic, were studied; tolerancia a condiciones de acidez y a diferentes niveles de
aswell astheir growing in three incubation temperatures. In cloruro de sodio (NaCl), laresistencia a seis antibioticos asi
addition, the capacity of these isolates to produce COMoO su crecimiento en tres temperaturas de incubacion. Se
polyhidroxibutirates (PHB) was determinated. All rhizobia determind ademas la capacidad de estos aislados de producir
isolates used lactose, glucose and mannitol as carbon source. polihidroxibutiratos (PHB). Todos los aislados estudiados
Onerapid growing isolate wasthe most tolerant to pH 4.5. The utilizaron lalactosa, glucosay manitol como fuentesde carbono.
isolates possible members of the RhizobiunySnor hizobium Unodelosadadosderapido crecimiento resultd € méstolerante
genus were more tolerant to NaCl than the isolates possible apH 4.5. Losaidados posi blesmiembrosdel género Rhizobiuny
membersof Bradyrhizobiumgenus. Three of therapid growing Snorhizobium toleraron una mayor concentracién de NaCl
isolates were resistent to six antibiotics. When the isolates guelos posiblesintegrantes del género Bradyrhizobium. Tres
wereincubated at 37°C, all of them except the CP3 isolate and de los aislados de répido crecimiento fueron resistentes alos
onecommercia strain, BR 2001, grown similar to control. The seis antibidticos utilizados. Cuando los aislados fueron
CP10 slow growing isolate had the capacity to produce the incubados a37°C todos, con excepcion del el aisado CP3y la
biggest PHB concentration (0.023 g.L™). cepacomercial BR 2001, presentaron un crecimiento similar &

control. El aidado CP10, delento crecimiento, tuvo lacapacidad

de producir lasmayores concentracionesde PHB (0.023g.L ™).
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Canavallia se cultiva en areas ganaderas cuyos suelos
se caracterizan por su baja fertilidad y se encuentran
afectados por diferentes factores bioldgicos, fisicos y quimicos
(5, 6). Estos factores afectan el proceso de fijacion del
nitrégeno, evento que se produce como consecuencia de
la relacion simbidtica que se establece entre las leguminosas
y los rizobios del suelo (7). Por tal motivo se afecta también
el establecimiento de las leguminosas en estos suelos,
razén por la cual la mayoria de las praderas naturales en
Cuba presentan una baja calidad nutrimental, predominando
las gramineas en comparacion con las leguminosas’.

La caracterizacion fenotipica de rizobios adaptados
a condiciones estresantes en los suelos constituye una
de las primeras etapas para la obtencién de un inoculante
efectivo, que permita un mejor establecimiento de las
leguminosas y con ello incrementar la produccién de
alimentos y reducir el empleo de fertilizantes nitrogenados.
A pesar de la amplia utilizacion de técnicas de biologia
molecular en la caracterizacion de estas bacterias, se
mantienen muchos de los analisis fenotipicos tradicionales
pues estos evaluan las funciones fisioldgicas y ecoldgicas
de la célula favoreciendo su ubicacion taxonémicaZ.
Basado en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue:
caracterizar fenotipicamente aislados de rizobios procedentes
de la leguminosa forrajera Canavalia ensiformis.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL MICROBIANO

El estudio se realizd con 12 aislados de rizobios
provenientes de nédulos de la leguminosa forrajera
Canavalia ensiformis (canavalia), pertenecientes a la
coleccion de cepas de rizobios del Laboratorio de
Microbiologia del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Ademas se utilizaron dos cepas comerciales,
la BR 2001 y la BR 2003a, las que proceden de una de
las empresas brasilefias EMBRAPA.

En estudios anteriores se determind la posible
distribucion taxondmica de estos aislados de rizobios
mediante el estudio de sus caracteristicas morfo-culturales
y fisiolégicas (Tabla 1) (8).

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

Se prepararon cultivos de los aislados en
erlenmeyers de 100 mL de volumen, conteniendo 20 mL
de medio liquido Manitol Extracto de Levadura (YEM, por
sus siglas eninglés) (9), los cuales fueron inoculados con
una asada cada uno de los aislados de rizobios
previamente crecidos en el mismo medio sélido.

1Pacheco, J. Evaluacion de la produccion de leche de un sistema de
pedestales en la Empresa Pecuaria «La Vitrina». [Tesis de Maestria].
Instituto de Ciencia Animal. 2007.

: Bécquer, C. J. Caracterizacion y seleccion de rizobios, aislados de
leguminosas nativas de Sancti Spiritus. Cuba. [Tesis Doctoral].
Universidad de La Habana, 2002.
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Tabla I. Aislados de rizobios y cepas comerciales
utilizados. Posible distribucion taxonomica

Aislados Distribucién taxonémica
Can2 Rhizobium/Sinorhizobium
Can3 Rhizobium/Sinor hizobium
Cand Rhizobium/Sinorhizobium
Canb5 Rhizobium/Sinorhizobium
Can6 Rhizobium/Sinor hizobium
CP2 Bradyrhizobium

CP3 Bradyr hizobium

CP5 Bradyrhizobium

CP8 Bradyrhizobium

CP10 Bradyrhizobium

CP12 Bradyr hizobium

CP13 Bradyrhizobium

Cepas comerciales

BR 2001 Bradyr hizobium
BR2003a Rhizobium

Los cultivos liquidos fueron incubados durante 24
horas (para los posibles miembros del género Rhizobium/
Sinorhizobium) y 72 horas (para los posibles miembros
del género Bradyrhizobium) a 28°C y en condiciones de
agitacion a 150 rpm. Posteriormente se inocularon
alicuotas de 10 pL de los cultivos obtenidos sobre placas
Petri con medio sdlido en las siguientes condiciones
experimentales:

1. Asimilacion de azucares. Se utilizé para ello medio
sélido Bergensen (10) a pH 6.8 con la adicion de rojo
congo. Este medio contenia individualmente las
siguientes fuentes de carbono a una concentracion de
10 g.L™": sacarosa, glucosa, ramnosa, lactosa,
galactosa y manitol. Se incubaron a 28°C durante 10 dias.

2. Tolerancia a condiciones de acidez (ensayo cuantitativo).

El ensayo cuantitativo de tolerancia a la acidez se realiz6
con el objetivo de determinar la tolerancia y el
crecimiento solo de los aislados posibles miembros
del género Rhizobium, Can2, Can3, Can4, Can5, Can 6
y la cepa comercial BR 2003a la cual forma parte
también de este género bacteriano.
Se emplearon placas con medio YEM sdélido a pH 4.5,
siguiendo una metodologia en la cual se clasifican a
los rizobios en tolerantes a esta condicién de acidez
si tienen la capacidad de cubrir con su crecimiento
desde la tercera hasta la cuarta zona en la placa Petri
(11). Como control se cultivaron estos aislados en el
mismo medio a pH 6.8. Las placas se incubaron a
28°C durante 10 dias. Se determind ademas el diametro
de las colonias de cada uno de los aislados en ambas
condiciones de pH, a las 48 horas de incubacion.

3. Tolerancia a salinidad. Para evaluar la tolerancia de los
aislados bacterianos a la salinidad, se utilizaron placas
con medio YEM sdlido a pH 6.8 con rojo congo y se
adicionaron diferentes concentraciones de cloruro
de sodio (NaCl): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 %.
Como control del experimento se utilizé el medio YEM
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con su correspondiente concentracion de NaCl
(0.01 %) (9). Todas las placas se incubaron a 28°C
durante 10 dias.

4. Resistencia a antibidticos. En medio YEM solido con
rojo congo y pH 6.8 se adicionaron los antibiéticos en
la concentracién: Cloramfenicol (20 ug.mL™"), Ampicilina
(50 pg.mL™), Tetraciclina (12.5 ug.mL"), Acido nalidixico
(20 mg.mL"), Kanamicina (50 mg.mL") y
Estreptomicina (50 mg.mL™"). Las soluciones stock de
estos antibidticos fueron preparadas segun la Guia de
Protocolos y Purificacion (12). Como control del
experimento fue utilizado el mismo medio sin
antibidticos. Las placas se incubaron a 28°C durante
10dias.

5. Efecto de diferentes temperaturas de incubacion. Los
diferentes aislados fueron cultivados en placas con
medio YEM sdlido y rojo congo a pH 6.8. Las placas
se incubarona4, 28y 37°C durante 10 dias. La temperatura
de 28°C fue utilizada como control del experimento.

6. Produccidon de polihidroxibutiratos (PHB). La
determinacion de PHB se realizé seguin la metodologia
descrita por Finkelstein (13). La concentracion de PHB
(9.L™") se calculd seguin una curva patron de PHB puro
mediante la expresion matematica: y=0,02x, r’= 0,89.

DiISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del ensayo cuantitativo de la tolerancia
ala acidez y de la produccién de PHB por los aislados de
rizobios, fueron analizados mediante el test de comparacion
de medias de Tukey para (0<0.05) y graficados con el
programa SigmaPlot 2001. En cada caso se realizaron
tres réplicas por tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE LA UTILIZACION DE DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO

De las fuentes de carbono evaluadas, la glucosa, la
lactosa y el manitol permitieron el crecimiento de todos
los aislados de rizobios estudiados (Tabla I1). El manitol
es utilizado comunmente en los inoculantes comerciales
como fuente de carbono para el crecimiento de estos
microorganismos. El hecho de que todos los aislados
hayan crecido en presencia de este compuesto reafirma
la utilidad que se le ha conferido como componente esencial
de estos medios de cultivo.

Los aislados CP5, CP12 y CP13 asi como las cepas
comerciales, tuvieron la capacidad de crecer en todas
las fuentes de carbono evaluadas, lo que evidencia la
presencia de una gran variedad de mecanismos
enzimaticos en estas bacterias que les permiten degradar
diversos compuestos. Resultados similares fueron
obtenidos por otros autores cuando realizaron una
caracterizacion de bacterias provenientes de nédulos
de la leguminosa Indigofera tinctoria (14).
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Tabla Il. Utilizacién de diferentes fuentes de carbono
por los aislados de rizobios y cepas comerciales

Materid Fuentes de carbono evaluadas
microbiano

Aidados Sc Gu Ran Lac Gd Man
Can2 + + + + - +
Can3 + + + + - +
Cand + + + + - +
Canb + + + + - +
Can6 + + + + - +
CP2 + + - + + +
CP3 + + - + + +
CcP5 + + + + + +
CP8 + + + + - +
CP10 + + + + - +
CP12 + + + + + +
CP13 + + + + + +
Cepas comercides

BR 2001 + + + + + +
BR 2003a + + + + + +

(Sac) sacarosa, (Glu) glucosa, (Ram) ramnosa, (Lac) lactosa,
(Gal) galactosa, (Man) manosa. (+) crecimiento, (+) poco crecimiento,
(-) crecimiento nulo

Para los rizobios, tener la capacidad de utilizar una
gran diversidad de azucares como fuente de carbono,
constituye una ventaja adaptativa que les permite competir
con otros microorganismos en la rizosfera de las
leguminosas.

La galactosa resultd ser el carbohidrato menos utilizado
por los aislados de rizobios. Este resultado discrepa con
los obtenidos por varios autores cuando trabajaron aislados
de rizobios provenientes de diversas variedades de la
leguminosa Indigofera. En estos estudios los autores
observaron que el 100 % de los aislados bacterianos,
tuvieron la capacidad de crecer en medio YEM utilizando
la galactosa como fuente de carbono y formaron colonias
cuyo diametro vari6 de 5,3 a 10,3 mm a las 72 h de
incubacion a 30°C (15).

Los aislados Can2, Can3, Can4, Can5y Can6, posibles
integrantes del género Rhizobium/Sinorhizobium, tuvieron
la capacidad de crecer en sacarosa, coincidiendo con lo
planteado en la literatura (16), donde se hace referencia a
esta fuente de carbono como uno de los sustratos de
preferencia por los rizobios de crecimiento rapido.

Aunque se plantea que los rizobios de lento
crecimiento presentan una mayor afinidad por las
pentosas como la ribosa, xilosa y L-arabinosa (15), los
aislados que constituyen posibles miembros del género
Bradyrhizobium crecieron en los disacaridos sacarosa y
lactosa, lo cual podria deberse en el caso de la sacarosa,
al reconocimiento por parte de estos rizobios del residuo
de fructofuranosa presente en la estructura disacaridica
de este azucar.

Conocer a profundidad las diferentes fuentes de
carbono que utilizan los rizobios no solo permite su
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conservacion en condiciones de laboratorio, sino también
utilizar sus potencialidades en la elaboracién de
inoculantes.

DETERMINACION DE LA TOLERANCIA A LA ACIDEZ

Durante los 10 dias de incubacién todos los aislados
crecieron hasta la cuarta zona de crecimiento en las
condiciones de pH 4.5, por lo que se consideran tolerantes
a este nivel de acidez (10). Resultados similares fueron
obtenidos al estudiar determinados aislados de rizobios
provenientes de suelos amazénicos (17). La estabilizacion
del crecimiento ocurri6 a los dos dias de incubacion para
todos los aislados en ambos niveles de pH, excepto para
la cepa comercial BR 2003a, que presenté un crecimiento
mas acelerado a pH 6.8, pues a las 24 h ya habia alcanzado
la cuarta zona de crecimiento.

Todos los aislados, con excepcién de Can4,
presentaron un comportamiento similar entre ellos en
ambas condiciones de pH evaluadas. Se obtuvieron
diferencias significativas en el diametro de sus colonias,
detectandose a pH 6.8 mayores valores de esta variable
que apH 4.5 (Figura 1). Esto evidencia que aunque estas
bacterias se multiplican y crecen en condiciones de
acidez en el medio, este factor ejerce un efecto negativo
sobre el crecimiento, lo que ha sido ampliamente
discutido en la literatura para el caso de los rizobios (18, 19).
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Rizobios de rapido crecimiento

Figura 1. Diametro de las colonias de los rizobios
de crecimiento rapido y la cepa comercial
BR 2003a a las 48 h de incubacion

A pesar de las similitudes fisiolégicas encontradas
en los aislados estudiados, el aislado Can4 mostré un
comportamiento diferenciado, sin diferencias significativas
(0<0.05) entre ambas condiciones de acidez estudiadas.
El resultado sugiere que este aislado es el més tolerante
a pH 4.5, condicion de acidez en el medio de cultivo que
no afectd su crecimiento durante las 48 h de incubacion
(Figura 1).
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EVALUACION DEL CRECIMIENTO EN DIFERENTES NIVELES
pe NACL

Los aislados posibles miembros del género
Rhizobium toleraron una mayor concentraciéon de NaCl
en el medio de cultivo que los posibles integrantes del
género Bradyrhizobium (Tabla I11), resultados que coinciden
con lo planteado por otros autores (20). De esta manera
en estudios anteriores sobre la influencia de diferentes
concentraciones de NaCl en el crecimiento de algunas
cepas, se detectd que los rizobios de rapido crecimiento
tienen la capacidad de acumular mas rapidamente
poliaminas (estabilizador osmético) y utilizan con mayor
rapidez nutrimentos necesarios para el crecimiento y la
multiplicacion en comparacion con los rizobios de lento
crecimiento (21). Sin embargo, se han identificado especies
del género Sinorhizobium en las que se reprimian genes
relacionados con el metabolismo central, factores de
elongacién, ADN ligasas, proteinas chaperonas y algunas
de las proteinas que intervienen en el proceso de division
celular; al incrementarse las concentraciones de NaCl en
el medio de cultivo (22).

Tabla Ill. Crecimiento de los aislados de Canavalia
ensiformis y cepas comerciales en medio
YEM suplementado con diferentes niveles

de NaCl
Materid Niveles de salinidad
microbiano (%)
Aidados 0 05 1 15 2 25 3 0.01
(control)
Can2 + + + + + + - +
Can3 + + + + + + - +
Cand + + + + + + - +
Canbs + + + + + + - +
Can6 + + + + + - - +
CP2 + o+ - - - - - +
CP3 + + - - - - +
CP5 + o+ - - - - - +
CP8 + + - - - - - +
CP10 + + - - - - - +
CP12 + + - - - - - +
CP13 + - - - - - +
Cepas comercides
BR 2001 + + - - - - - +
BR 2003a + + + + + + - +

(+) crecimiento, (+) poco crecimiento, (-) crecimiento nulo

Ademas se ha planteado que una de las estrategias
empleadas por los microorganismos sometidos a estrés
salino para mantener su viabilidad en el medio es la
llamada «estrategia del soluto compatible», que consiste
en que los microorganismos mantienen el balance
osmatico mediante pequefias moléculas que son sintetizadas
por ellos o0 son tomadas del medio donde se encuentran
disponibles, con el objetivo de permitir el funcionamiento
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adecuado de las enzimas bacterianas. Algunos polioles
como el glicerol y arabinitol, azucares y sus derivados
(sacarosa, trehalosa, glucosil-glicerol), aminoacidos y
derivados de aminas cuaternarias como la glicina betaina,
constituyen solo algunos ejemplos de estos variados grupos
de compuestos (23).

Muchos estudios se han dirigido al aislamiento,
identificacién y caracterizacién de aislados de rizobios
tolerantes a altas concentraciones de NaCl, con el objetivo
de incrementar la materia organica de los suelos, disminuir
la erosién de los mismos asi como mejorar el
e stablecimiento de las leguminosas en los suelos afectados
por esta limitante (24, 25).

En este sentido al inocular cepas de rizobios
tolerantes ala salinidad en la leguminosa forrajera Clitoria
ternatea, cultivada en suelos salinos, notaron un aumento
en la nodulacion y en la masa seca de las plantas
comparado con un testigo sin inocular (26).

EVALUACION DE LA RESISTENCIA-SENSIBILIDAD
A ANTIBIOTICOS

Los aislados Can2, Can3, Can4 y la cepa comercial
BR 2001 resultaron resistentes a todos los antibidticos
evaluados (Tabla 1V). Para los rizobios la capacidad de
crecer en presencia de una gran variedad de antibidticos,
le brinda ciertas ventajas adaptativas que favorece la
competencia por un sitio en la rizosfera y por tanto la
colonizacion de las raices de la leguminosa, impidiendo
a su vez el establecimiento de microorganismos
fitopatdgenos.

Ninguno de los aislados posibles miembros del
género Bradyrhizobium tuvo la capacidad de crecer en
los medios suplementados con 50 mg.mL' de Kanamicina

y 50 mg.mL" de Estreptomicina. Tanto la Kanamicina
como la Estreptomicina son antibiéticos que actian sobre
la subunidad 30 S del ribosoma bacteriano e impiden la
sintesis proteica. En el caso particular de la Estreptomicina
actua durante la iniciacién de este proceso impidiendo la
realizacion de las etapas posteriores (27).

Todos los aislados de rizobios tuvieron la capacidad
de crecer en el medio suplementado con 20 pug.mL™" de
Cloramfenicol. La tolerancia intrinseca a este antibidtico
fue observada también en aislados de rizobios provenientes
de frijol caupi (Vigna unguiculata) (28). Sin embargo, se
ha descrito la susceptibilidad a este antibiético de aislados
pertenecientes al género Rhizobium (29).

Los aislados de rizobios utilizados en este ensayo
fueron obtenidos a partir de ndédulos efectivos presentes
en las raices de las plantas de canavalia, por lo que
durante el proceso simbidtico que tuvo lugar en estas
plantas, la tolerancia de los rizobios a los posibles
antibidticos presentes en el suelo, pudiera haber tenido
un papel importante en la neutralizaciéon de efectos
antagonicos por parte de otros microorganismos.

CRECIMIENTO EN DIFERENTES TEMPERATURAS
DE INCUBACION

Cuando los aislados de rizobios fueron incubados a
4°C, ninguno de ellos mostro crecimiento, mientras que
cuando se sometieron a una temperatura de 37°C todos,
excepto CP3y la cepa comercial BR 2001, presentaron
un crecimiento similar al control (28°C) (Tabla V).

Similares resultados fueron discutidos en trabajos
realizados anteriormente donde ninguno de los aislados
de rizobios utilizados, tuvieron la capacidad de crecer a
5°C. En este sentido se ha planteado en la literatura que
temperaturas inferiores a 5°C inhiben completamente el

Tabla IV. Crecimiento de los aislados de Canavalia ensiformisy cepas comerciales en medio YEM suplementado
con diferentes antibioticos e incubados en diferentes temperaturas

Material microbiano
Aislados

—
o

Clo Amp AN

Anti bi 6ti cos (ug omg.mL™)

Temper atura (°C)

Km Stp Control 4 28 37

Can2

Can3

Can4d

Can5

Can6

CP2

CP3

CP5

CP8

CP10

CP12

CP13
Cepascomercia es
BR 2001 + + + +
BR 2003a + + + +

+

+ + + + + + + + + + o+ o+
+ + + + + + + o+ o+ o+
+ o+ + o+ o+ A+ o+ o+ 4+

+ + + + + + + o+ o+ o+

+
+
+

+ + + + +
+ o+ + 4+ o+ o+

+ o+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

.
.

+ o+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
.

+ + + + +

+ + + - + -
+ - + - + +

(Tet) Tetraciclina, (Clo) Cloramfenicol, (Amp) Ampcilina, (AN) Acido Nalidixico, (Km) Kanamicina, (Stp) Estreptomicina, (+) crecimiento,

(+) poco crecimiento, (-) crecimiento nulo
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desarrollo de los rizobios procedentes de las zonas
tropicales (30). Las bajas temperaturas provocan la inhibicion
del crecimiento por la pérdida de la fluidez de la membrana
plasmatica, afectandose el transporte de los nutrientes y
la formacion de los gradientes protonicos (27).

En trabajos previos se ha expuesto que el rango de
temperatura de crecimiento para los rizobios aislados de
las zonas tropicales se encuentra entre 25 y 30°C®. Este
comportamiento pudiera estar vinculado al hecho de que
este grupo de bacterias no tiene la capacidad de formar
endosporas, las cuales constituyen estructuras de resistencia
en estos microorganismos que le permiten resistir factores
desfavorables (31). Apesar de lo planteado en la literatura,
con excepcion del aislado CP3 y la cepa comercial BR
2001, el resto de los aislados posibles miembros del
género Bradyrhizobium, tuvieron la capacidad de crecer
a 37°C. La variabilidad en el comportamiento de estos
aislados de rizobios pudiera responder a un proceso de
adaptacioén natural debido a factores estresantes externos,
que como la temperatura en los suelos, actian de forma
continua en los rizobios (32).

DETERMINACION CUANTITATIVA
pE PoLiHIDROXIBUTIRATOS (PHB)

Los aislados que presentaron una mayor concentracion
de este polimero fueron Can2, Can6, CP5y CP10, este
ultimo resultd ser el aislado con la concentracion mas
elevada de PHB, alcanzando un valor de 0.023 g.L™. La
mayoria de los aislados, incluyendo las cepas comerciales,
resultaron tener concentraciones de este homopolimero
por debajo de 0.005 g.L (Figura 2).

0.025 1 a
— 0.0204
£
E
©
S 0.015-
[«]
o
«
2 0.010;
o
5
5 0.0054 c > c
(a) d ; ﬂe ﬂ d d ﬂ
9 g 9 f f
oo Aol gl W Rllog
DDA QDL L oS
& LS LGS g¥ g ST S T
&
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Figura 2. Concentracion de polihidroxibutiratos (PHB)
en los aislados de rizobios y en las cepas
comerciales

3Fernéndez, C. y Novo, R. Vida microbiana en el suelo. Universidad de La
Habana, 1988, p. 525
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Segun lo planteado en otros trabajos realizados en
relacién con la sintesis de PHB este proceso esta
asociado a desbalances nutrimentales en los rizobios
con un exceso de la fuente de carbono, generalmente
mono y disacaridos o acidos grasos, y como respuesta a
diversos factores de estrés ambiental (33).

Teniendo en cuenta que la determinacion de PHB se
llevé a cabo en condiciones de crecimiento controladas,
las concentraciones obtenidas de este homopolimero solo
dependieron de la capacidad genética para producirlo en
cada uno de los aislados.

Las altas concentraciones de PHB encontradas en
el aislado CP10, rizobio de lento crecimiento y posible
miembro del género Bradyrhizobium, pudieran estar
relacionadas con la presencia en el genoma bacteriano
de varias copias de los genes involucrados en las vias de
sintesis de PHB, lo cual ha sido informado en cepas
pertenecientes a este género (34). De esta forma el aislado
CP10 presenta mayores ventajas competitivas en el suelo
que otros microorganismos, ya que cuenta con una
reserva intracelular de carbono y energia, que puede ser
movilizada para proteger a la célula ante factores
ambientales dafiinos como pueden ser las altas
temperaturas, la radiacion ultravioleta, el choque osmético
y la presencia de agentes oxidantes (35).

Desde el punto vista préactico, numerosos estudios
se han encaminado a la utilizacion de rizobios para la
obtencion de PHB y el empleo de éste polimero en la
fabricacion de variadas piezas mediante procesos de
moldeo por inyeccién y extrusion'. Por otro lado, algunos
autores han realizado estudios de optimizacién de medios
de cultivo y de las condiciones de fermentacion en la
obtencién de PHB, con el objetivo de hacer mas
econdémico y eficiente el proceso productivo de este
polimero. Tal es el caso de la optimizacién de las
concentraciones de nutrimentos en un medio de cultivo a
base de sacarosa, extracto de levadura y extracto de
suelo, para aumentar el rendimiento PHB-biomasa
utilizando la cepa Mesorhizobium plurifarium (4033) (36).
En cuanto a las condiciones del proceso fermentativo se
pudiera ejemplificar con un estudio realizado con cepas
de Rhizobium tropicien el cual se optimizaron el pH inicial
de la fermentacion y las condiciones de agitacion-
aereacion del proceso productivo (37).

CONCLUSIONES

Se evidencia una superioridad cualitativa de los
aislados de rizobios con respecto a las cepas comerciales
empleadas en cuanto a tres aspectos: 1) la tolerancia a
las condiciones de acidez (pH 4.5) que mostré el aislado
Can4, lo cual sugiere la presencia de mecanismos de
adaptacion que le permiten sobrevivir en tales condiciones;
2) latolerancia a las condiciones de salinidad en el medio,
donde los aislados posibles miembros del género
Rhizobium toleraron una mayor concentracion de NaCl
que la cepa comercial BR 2001 perteneciente al género
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Bradyrhizobium; 3) la capacidad del aislado CP10 de
producir mayores concentraciones de PHB en las
condiciones de cultivo empleadas en este ensayo.
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