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TOLERANCIA A LA ACIDEZ DE RIZOBIOS
PROVENIENTES DE NODULOS DE Canavalia ensiformis

Short comunicaty
Acidity tolerance of rhizobia from Canavalia ensiformis nodules

lonel Hernandez Forte'™, Maria C. Napoles Garcia',
Pedro R. Rosales Genqui', Juan F. Ramirez Pedroso?

y Sheyla Ponte Betancourt?

ABSTRACT. The biofertilization of legumes with tolerant
acidity rhizobia would allow a better establishment of
these plants in acid soils. The objective of this study was
to determine the acidity tolerance of rhizobia isolated from
Canavalia ensiformis nodules. Five rhizobia isolates were
used and their growth capacity at different acidity levels
was performed. A second assay was performed where the
pH influence on the viable cells number was determined.
The statistical software Statgraphics version 5.0 was used
to process the second test data. A simple classification
variance analysis was performed and the means were
compared for the Tukey test. All microorganisms grew at
pH 3.5; 4,0; 4,5; 5,0 and 5,5. The isolates Can4 and Can6
had a higher viable cells number at pH 4,5 than pH 6,8. Both
isolates are promising to improve the Canavalia ensiformis
establishment on cuban acid soils.
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INTRODUCCION

Canavalia ensiformis (canavalia) es unaleguminosa
forrajera que presenta rendimientos altos en granos y
en forraje, en condiciones edafocliméaticas favorables.
En Cuba constituye una de las especies mas utilizadas
como abono verde (1,2). Esta leguminosa se cultiva
mayormente en suelos dedicados a la ganaderia,
los cuales se caracterizan por su acidez,
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RESUMEN. La biofertilizacion de leguminosas con rizobios
tolerantes a la acidez permitiria un mejor establecimiento
de estas plantas en suelos acidos. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la tolerancia a la acidez de aislados de
rizobios provenientes de nodulos de Canavalia ensiformis.
Se emplearon cinco aislados de rizobios y se determin6
la capacidad de crecimiento de los microorganismos en
diferentes niveles de acidez. Se realiz6 un segundo ensayo
donde se evalu6 la influencia del pH en el nimero de células
viables. El programa estadistico Statgraphics version 5.0
se empled para procesar los datos del segundo ensayo. Se
realizé un andlisis de varianza de clasificacion simple y las
medias se compararon a través del test de Tukey. Todos los
microorganismos crecieron a pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 y 5,5.
Los aislados Can4 y Can6 presentaron un mayor numero
de células viables a pH 4,5 que a pH 6,8. Ambos aislados
resultan promisorios para mejorar el establecimiento de
Canavalia ensiformis en suelos cubanos afectados por la acidez.
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condicién limitante que afecta mas del 30 % de los
suelos cubanos (3).

La capacidad de canavalia de fijar nitrégeno
atmosférico en simbiosis con los rizobios favorece
el crecimiento de otros cultivos acompafiantes,
incrementando el valor nutritivo de los mismos (4-6).
La biofertilizacion de canavalia con rizobios obtenidos
de ndédulos de esta planta y adaptados a condiciones
de acidez en el suelo, mejoraria su establecimiento
en el campo. Basado en lo anterior, el objetivo de la
presente investigacion fue determinar la tolerancia
a la acidez de aislados de rizobios provenientes de
nodulos de Canavalia ensiformis.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cinco aislados de rizobios
provenientes de nédulos de Canavalia ensiformis,
efectivos en la Fijacién Biologica de Nitrogeno. Estas
plantas estuvieron cultivadas en suelos acidos de
Cascajal, Villa Clara. La caracterizacion cultural,
morfolégica y fisiolégica de los aislados permitio
clasificarlos como posibles miembros de la familia
Rhizobiaceae (7).

TOLERANCIA A LA ACIDEZ EN EL MEDIO DE CULTIVO

Se realizaron dos ensayos. En el primero, los
aislados se cultivaron por agotamiento en medio
manitol-extracto de levadura (LM) sélido (8), a diferentes
pH (3,5; 4,0; 4,5; 5,0 y 5,5). Se empled pH 6,8 como
control del experimento. Las placas se incubaron a
28+1 °C durante cinco dias y se determind la presencia
de crecimiento bacteriano. Para el segundo ensayo,
se prepararon inoculantes con los aislados de rizobios
en medio LM liquido con pH 4,5 y pH 6,8 (control).
Se determind el numero de unidades formadoras
de colonias (UFC mL") a las 20 h de cultivo.
El conteo se realiz6 mediante el método de las
diluciones seriadas, las cuales se cultivaron por
diseminacién en placas con medio LM sdlido.

Los datos procedentes del primer ensayo no
tuvieron procesamiento estadistico porque se tratd
de un analisis cualitativo. Los del segundo ensayo
se procesaron a través del paquete estadistico
Statgraphics version 5.0, 2000 (9). Se realizé un
analisis de varianza de clasificacién simple. Las
medias se compararon a través del test de Tukey
para un 5 % de significacion (10), después de
verificarse que cumplian con el ajuste de distribucién
normal (Bartlett) y de homogeneidad de varianzas
(Kormogorov-Smirnov) (11). Se utilizé el programa
SigmaPlot 2001 para graficar los datos (12).

RESULTADOS

En la Tabla se muestra el comportamiento de
los aislados de rizobios. Estos microorganismos
presentaron un crecimiento similar en los diferentes
valores de pH.

El efecto de las condiciones de acidez en el
numero de células viables de los aislados de rizobios
se observa en la Figura.

Solo se observaron diferencias significativas
entre el numero de células viables de Can4 y
Can5 en pH 6,8. Sin embargo, ambos aislados
junto a Can6 presentaron un numero de
células viables significativamente superior en
en pH 4,5 que en pH 6,8. El aislado Can 4 tuvo el
mayor numero de células viables en pH 4,5.
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Tabla. Crecimiento de los aislados de rizobios en
medio LMA con diferentes niveles de acidez

Nivel de acidez (pH)

Material 6.8
microbiano 3.5 4.0 4.5 5.5 ’
’ ’ ’ 3,0 (control)
Can2 + + + + + +
Can3 + + + + + +
Can4 + + + + + +
Can5 + + + + + +
Can6 + + + + + +
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Letras comunes no difieren significativamente (Tukey, p<0,05)

Figura. Niumero de células viables de los aislados
de rizobios en medio LMA con pH 4,5y 6,8

DISCUSION

Los cinco aislados de rizobios resultaron tolerantes
a las condiciones de acidez que se evaluaron (3,5-5,5)
ya que presentaron un crecimiento similar al control
(Tabla). Estos microorganismos pertenecen a la familia
Rhizobiaceae, la cual agrupa a los géneros Rhizobium,
Sinorhizobium'y Ensifer (13,14). En la literatura se ha
discutido sobre la tolerancia que presentan algunas
especies del género Rhizobium a las condiciones de
acidez en el medio (15,16).

La acidez del suelo puede limitar el crecimiento de
las comunidades de rizobios en la rizosfera y también
su capacidad de infectar la planta (17). De ahi la
importancia de seleccionar cepas cuyo crecimiento no
se afecte negativamente en suelos con esta limitante.

Al analizar el efecto de la acidez en el numero de
células viables, Can4 y Can6 presentaron una mayor
capacidad para mantenerse viables a pH 4,5 que
a pH 6,8 (Figura). Esto pudieraindicar la presencia de
mecanismos que les permite a estos microorganismos
sobrevivir en condiciones de acidez.

Los suelos de la region de Cascajal, Villa Clara se
caracterizan por su acidez con valores cercanos a pH4,7 (3).
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Esta caracteristica constituye un factor decisivo en la
tolerancia a la acidez de los aislados estudiados. Se
ha informado acerca de la seleccidén que condiciones
estresantes como la acidez en los suelos ejercen sobre
las poblaciones de rizobios, lo cual favorece a aquellas
mejor adaptadas y competitivas en la simbiosis (18).

CONCLUSION

La tolerancia a pH acidos de los aislados Can4
y Can6 hace que constituyan microorganismos
promisorios para mejorar el establecimiento de
Canavalia ensiformis en suelos cubanos afectados
por la acidez.
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