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Nota Técnica

EVALUACION DE MEDIOS PARA LA SELECCION DE CEPAS
DE Rhizobium leguminosarum bv phaseoli TOLERANTES A BAJA
CONCENTRACION DE FOSFATO EN MEDIO DE CULTIVO!/*

Lidieth Uribe **

ABSTRACT

Evaluation of media for the selection of strains of Rhizobium legumi-
nosarum bv phaseoli tolerant to a low concentration of phosphate in culture
medium. With the goal of selecting the medium which grows the largest quantity
of Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, the growth of 19 strains were determi-
ned in the media defined by Cassman et al. (1981a), Date and Halliday (1979),
Munns and Keyser (1981) and the same media modified with the addition of vita-
mins (4 mg/L Thiamine, 4 mg/L pantothenic acid and 1 pg/L Biotin) (CIAT,
1988) and a high concentration of phosphate (2870 uM). Variation of the capa-
city to grow in the different media was observed among strains. Bacterial growth
was largest in the Munns and Keyser medium with vitamin, therefore it was cho-
sen as the medium for selecting strains tolerant to low levels of phosphate (5
UM). Among ten strains of R. leguminosarum bv phaseoli tested, S were determi-
ned tolerant and 5 not tolerant. The initial pH of the media rose with bacterial
growth and these alkalinization coincided with the appearance of turbidity. The
results indicated that for purposes of screening strains tolerant of low levels of
phosphate in culture media, the Munns and Keyser (1981) medium modified with
the addition of vitamins is the most adequated and turbidity can be used as a cri-

terion for sclection.

INTRODUCCION

Se ha observado entre las cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium un amplio dmbito
de eficiencia en el uso de concentraciones bajas
de fosfato inorganico (Pi) en medio de cultivo.
Algunos autores sugieren que las cepas tolerantes
a estas condiciones pueden tener un mayor éxito
en el establecimiento de la simbiosis (Cassman e ¢
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al., 1981a; 1981b; Beck y Munns, 1984; Morales,
1987).

En el caso de Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli no se dispone de un medio de cultivo
adecuado para la seleccién de cepas. Morales
(1987) evalué la capacidad de crecimiento de 32
cepas en bajas concentraciones de fosfato en el
medio propuesto por Cassman et al. (1981a). En
condiciones de alta concentracién de Pi, tnica-
mente crecieron 9 cepas. Este resultado indica que
se puede haber eliminado cepas con potencial
como inoculante debido a que no se adaptaron al
medio de cultivo utilizado.

Existen ademds algunos problemas con el
uso de medios definidos para seleccionar cepas
tolerantes. En un estudio en el que se utilizé la
aparicién de turbiedad como criterio de seleccién,

se encontré relacién entre ésta y una poblacién de

aproximadamente 107 bacterias/ml (Keyser y
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Munns, 1979). Sin embargo, se ha observado que
en condiciones de baja concentracién de fosfato
ocurre un aumento en la turbiedad del cultivo
debido a una mayor produccién de polisacaridos
(Cassman et al., 1981a).

Otro factor a considerar es la alcalinizacién
del medio de cultivo por efecto del metabolismo
bacteriano. Si bien Date y Halliday (1979) reco-
mendaron en sus estudios de tolerancia a acidez
sustituir el manitol por arabinosa y galactosa, para
evitar cambios en el pH, varios autores han obser-
vado alcalinizacién del medio relacionada con el
crecimiento celular (Keyser y Munns, 1979; Beck
y Munns, 1984; Howieson, 1985; Wood y Cooper,
1988). En vista de que el aumento en el pH
coincidié con una poblacién de aproximadamente
107 células/ml, Keyser y Munns (1979) sugieren
el uso de indculos pequeios, 10 -104
bacterias/ml. |

Algunos estudios indican, sin embargo, que
la concentracién inicial de bacterias puede ser
importante en la determinacién de tolerancia de
las cepas cuando se usa el criterio de turbiedad.
En una investigacion de tolerancia a la acidez se
observé que la aparicién de turbiedad de la cepa
evaluada dependié del tamaiio inicial del inéculo.
Asi, con una concentracion inicial de 102 bacte-
rias/ml no se observé turbiedad, mientras que con
inéculos mayores la cepa se mostré como toleran-
te (Wood y Cooper, 1988).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el uso
de un medio de cultivo no restrictivo al crecimien-
to de las cepas de R. leguminosarum bv phaseoli
en la seleccién de cepas tolerantes a bajos niveles
de Pi.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

Los experimentos se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del
Centro de Investigaciones Agronémicas de la
Universidad de Costa Rica y en la Seccién de
Microbiologia de Frijol del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colombia.

Cepas

Se utilizaron cepas de Rhizobium legumi-
nosarum bv phaseoli pertenecientes a ambos labo-
ratorios anteriormente citados. La informacién de
las cepas se detalla en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Procedencia de las cepas de Rhizobium legumino-
sarum bv phaseoli utilizadas.

Cepas Procedencia

CIAT 381 1 CIAT 57, resistente S*
CIAT 385 1 Popayén, Colombia

CIAT 390 1 Popayin, Colombia

CIAT 579 1 Popayién, Colombia

CIAT 580 1 Popayién, Colombia

CIAT 405 1 CIAT, Colombia

CIAT 406 1 CIAT, Colombia

CIAT 407 1 CIAT, Colombia

CIAT 608 1 Chinchind, Colombia
CIAT 609 1 Chinchind, Colombia
CIAT 611 1 Chinchind, Colombia
CIAT 632 1 Guatemala

CIAT 460 1 Bayment, Bélgica

CIAT 515 1 Bayment, Bélgica

CIAT 70441 Quilichao, Colombia
CIAT 876 2 Marinilta, Colombia
CIAT 949 2 Sant. Q. Cauca, Colombia
CR436 2 Puriscal, Costa Rica

KIM 5§ 2 Idaho, USA

KIMSS 2 Kim 5, resistente S*
57cem 2 Sydney, Australia

CIAT 652 3 Buitrera, Colombia

CIAT 166 3 Buga, Colombia

CR477 3 Paraiso, Costa Rica

CIAT 899 3 Cammen Viboral, Colombia
1 = utilizadas en la evaluacién de medios

2 = uulizadas en la tolerancia a baja concentracién de fos-

fato en medio de cultivo.
3 utilizadas en ambos experimentos
S* = estreptomicina

Medios de cultivo

Las cepas de Rhizobium se conservaron en
tubos inclinados con Agar Levadura Manitol
(ALM) (Vincent, 1970). En la evaluacién de
medios para la seleccién de cepas se utilizé el
medio definido propuesto por Cassman et al.
(1981a) (medio C), el medio Date y Halliday
(1979) (medio D), el medio de Munns y Keyser
(1981) (medio M) y los mismos medios modifica-
dos con la adicién de vitaminas (4 mg/L de tiami-
na, 4 mg/L. de dcido pantoténico y 1 ug/L de bioti-
na) (CIAT, 1988), denominados aqui medios CV,
DV y MV, respectivamente. Los medios con alta
concentracion de fosfato se aforaron a 1 L con el
buffer KHpPO4-KoHPO4 2870 uM, pH 5,7. El
medio con baja concentracién de fosfato se aford
con un buffer KHyPO4-KoHPO4 5 uM, pH 5,7.
La composicién de los medios se especifica en el
Cuadro 2. A todos los medios se les corrigié el pH
a 5,7 con HCl 1IN debido a que la condicién de
bajo P generalmente est4 relacionada a suelos 4ci-
dos.
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Cuadro 2. Composicién de los medios de cultivo utilizados en
la evaluacién de medios con alta concentracién de

fosfato (2870 pM).

COMPONENTES C D M
(/L) (/L) (u/L)

Arabinosa 3,000g 0,300 g
Galactosa 3,000g 10,000 g 0,300 g
Glutamato 1,100 g 0220g 1,800 g
Tiamina 0,100 mg
Biotina 0,250 mg
K,S04 0,250 mM
KCl 0,050 mM
CaCly/2H,0 0,300 mM 0,268 mM 0,500 mM
MgSO4/7TH0 0,300 mM 0,300 mM 0,500 mM
FeNaEDTA 0,050 mM 0,100 mM 0,025 mM
MnSO4/H,0 2,000 uM 1,000 pM
ZnSO4/THHO 1,000 uM 1,000 pM 0,500 pM
CuSO4/5H70 0,500 uM 0,100 pM
CoCLy/6H20 0,002 uM 0,005 M 0,005 uM
NapMoOy4/2H0 0,100 pM 0,050 uM 0,025 pM
MnCl,/4H,0 2,000 pM
CuCly/2H0 0,250 pM
H3BO4 0,010 mM
C = medio de Cassman Munns y Beck (1981)
D = medio de Date y Halliday (1979)
M = medio de Munns y Keyser (1981)
*k

A los medios CV, DV y MV se adicioné 4mg/L de
Tiamina, 4 mg/L Acido Pantoténico y 1pug/L biotina.

Evaluacién de medios con alta concentracion
(2870 uM) de fosfato

Con el fin de seleccionar un medio en el que
creciera la mayor cantidad de cepas de R. legumi-
nosarum bv phaseoli, se determiné el crecimiento
de 19 cepas en los medios C, D, M, CV, DV y
MV. Se utiliz6 una concentracién (2870 uM) de Pi
similar a la del medio Levadura Manitol (LM) de
uso convencional.

El medio C se utilizé previamente en la
seleccién de cepas de Rhizobium 'y
Bradyrhizobium tolerantes a condiciones de bajo
fosfato en medio de cultivo y los medios D y M
en la seleccion de cepas tolerantes a acidez (Date
y Halliday, 1979; Cassman et al., 1981a; Munns
y Keyser, 1981). Las bacterias se cultivaron
durante 72 h en platos con ALM. Parg estandari-
zar el inéculo a aproximadamente 10°, 10% bac-
terias/ml, se hizo una suspensién a partir de 2
colonias de cada una de las cepas en 100 ml de
agua destilada estéril y se inocul6 por duplicado
25 pl en tubos de 18 x 150 mm con 6 ml de cada
medio. Los cultivos se incubaron a temperatura
ambiente con agitacién constante. Se midi6 la
absorbancia a 420 nm ya que en experimentos

previos en que se compardé con 540 nm y 610
nm, resultd mas sensible a los cambios en turbie-
dad.

Se determiné la tasa de crecimiento especi-
fico u = (Af- Ai)/(tf-ti) donde Af es la absorban-
cia final, Ai la absorbancia inicial, tf el tiempo
final, y ti el tiempo inicial para cada una de las
cepas evaluadas en los diferentes medios de culti-
vo. Se utilizé un disefio experimental irrestricto al
azar con un arreglo factorial de 19 X 6 con 2 repe-
ticiones donde el factor A esta constituido por las
19 cepas y el factor B por los medios de cultivo.
Se eligi6 el medio en el que se observé mayor cre-
cimiento de las cepas.

Evaluacion del medio con niveles bajos (5 uM)
de fosfato

Se evalud la tolerancia de 10 cepas de R .
leguminosarum bv phaseoli a niveles bajos de fos-
fato en el medio de cultivo propuesto por Munns y
Keyser (1981) y modificado con la adicién de
vitaminas (medio MV). Las bacterias se cultiva-
ron en platos de ALM a 28°C durante 4 dias, se
hizo una suspensién a partir de 2 colonias de cada
una de las cepas en 100 ml de agua destilada esté-
ril y se inoculd, por duplicado, 100 pl en tubos de
16 X 125 mm con 3 ml de medio alto en fosfato
(2870 pM) y en tubos con medio bajo en fosfato
(5 uM). Se determiné la concentracién de bacte-
rias presente en el inéculo con el uso de la técnica
de recuento en gota (Somasegaran y Hoben,
1985). Los cultivos se incubaron a 28°C bajo agi-
tacién constante. A los 5 dias se determiné visual-
mente la presencia de turbiedad.

A fin de determinar si la capacidad de cre-
cer en bajos niveles de Pi podia evaluarse con
base en la turbiedad en medio de cultivo, se reali-
zaron curvas de crecimiento a las cepas que resul-
taron tolerantes en el medio con baja concentra-
cién (5 uM) de Pi y a la cepa no tolerante Kim 5.

Para ello se hizo una suspensién a partir de
2 colonias de cada una de las cepas y se inoculd
por duplicado 100 pl de cada suspensién en erlen-
meyers con 100 ml del medio. Los cultivos se
incubaron durante 6 dias a 28°C bajo agitacién
constante. Para evitar la fase de adaptacién que
ocurre después de la transferencia de bacterias
procedentes de ALM a un medio con arabinosa y
galactosa (Cassman et al., 1981a), el sexto dia se

. hizo, a partir de cada cultivo, un subcultivo de 100

ul a un medio bajo en fosfato. Se determiné la
absorbancia a 420 nm y el pH cada 24 h. A las
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Fig. 1. Efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento de cua-
tro cepas de Rhizobium leguminosarum bv phaseoli.

cepas tolerantes se les hizo recuento en gota a los
dias4 y 6,yalacepaKim5alosdias1,3y6
después de inoculado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de medios con alta concentracién
de fosfato

Se observé diferencia entre cepas en la
capacidad de crecer en los medios de cultivo eva-
luados. Esto se evidencia por la interaccién alta-
mente significativa (P<0,001) entre los factores
cepa y medio de cultivo (Figura 1).

En términos generales las cepas crecieron
mejor en el medio MV, En la Figura 1 se muestran
3 casos representativos de las 19 cepas. El menor
crecimiento se registr6 en el medio C, lo que con-
cuerda con lo observado por Morales (1987) quien
sefiala que este medio fue restrictivo al crecimien-
to de R. leguminosarum bv phaseoli; este resulta-
do pudo deberse a que el medio C fue disefiado
para el estudio de cepas de Bradyrhizobium que
poseen requerimentos nutricionales diferentes a
las del género Rhizobium. Si bien la adicién de
vitaminas mejor6 considerablemente el crecimien-
to de las cepas, el medio Munns (M) se ajustd m4s
a las necesidades nutricionales de las mismas
(Figura 1).

En este mismo estudio se observé que de las
19 cepas evaluadas, CIAT 652, CIAT 406 y CIAT
381 no presentaron turbiedad a 420 nm en el
medio C; de igual manera, la cepa CIAT 381 no
presentd crecimiento en forma detectable en los
medios CV, D y DV, mientras que todas las cepas
presentaron turbiedad en los medios M y MV.
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Cuadro 3. Poblacién inicial de bacterias utilizada en la eva-
luacién de 6 medios de cultivo con alta concentra-

ci6én de fosfato (2870 uM).
NOCULO

CEPAS UFC/ml X 103
CIAT 632 3.7
CIAT 608 0,8
CIAT 385 58
CIAT 407 17,0
CIAT 652 40
CIAT 609 19,0
CIAT 7044 83
CIAT 580 46
CR 477 17,0
CIAT 579 87,0
CIAT 390 32
CIAT 406 71
CIAT 405 84
CIAT 899 39,0
CIAT 166 67,0
CIAT 611 34
CIAT 381 1,6
CIAT 460 33
CIAT 515 35
UFC = unidades formadoras de colonias

La variacién en turbiedad se atribuye
principalmente a diferencias en el crecimiento
de las cepas y en menor medida al tamafio ini-
cial del inéculo (Cuadro 3) y produccién de
polisacaridos.

Evaluacion del medio con bajos niveles de fos-
fato

Todas las cepas evaluadas crecieron en el
medio alto en Pi, usado como control. Se observé
diferencia en el nivel de tolerancia de las 10 cepas
de R. leguminosarum bv phaseoli estudiadas
(Cuadro 4). Se obtuvo 5 cepas tolerantes y 5 no
tolerantes. La cepa CIAT 166 que result tolerante
en este experimento, también fue catalogada pre-
viamente como tolerante en los ensayos realizados
por Morales (1987). En el Cuadro 5 se observa
que las cepas CIAT 949 y CIAT 652 capaces de
crecer en medio alto en Pi no presentaron turbie-
dad cuando se utilizé un inéculo menor. Para evi-
tar el efecto de tamarfio del inéculo se recomienda
el uso de las poblaciones utilizadas en este experi- -
mento (103-104 bacterias/ml).

Al realizar las curvas de crecimiento se
observé un comportamiento similar en los valores
de absorbancia y pH de las cepas tolerantes CIAT
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Cuadro 4. Crecimiento de 10 cepas de Rhizobium legumino-
sarum bv phaseoli en el medio propuesto por
Munns y Keyser y modificado con la adicién de
vitaminas, en niveles bajos (5 pM) y altos (2870

Cuadro 5. Efecto del tamaiio del inéculo sobre el crecimiento
de 2 cepas de Rhizobium leguminosarum bv p ha-
seoli en el medio de cultivo propuesto por Munns y
Keyser (1981) y modificado con la adicién de vita-

HM) de fosfatos. minas, en niveles de alto (2870 pM) fosfato.
Cepas Inéculo SUWM POy 2870 uM POy Cepas Inéculo 2870 WM POy
UFC/ml X 103 UFC/ml X 102
CIAT 899 32,0 + + CIAT 949 320 +
CIAT 166 11,0 + + CIAT 949 0,1 -
CR 477 55,0 + + CIAT 652 8,0 +
CIAT 876 24,0 + + CIAT 652 04 -
CR 436 16,0 + +
57cem 11,0 - + + = presencia de turbiedad
KIMS 8,0 + - = ausencia de turbiedad
KIMSS 70 + UFC = unidades formadoras de colonias
CIAT 949 32 - +
CIAT 652 08 - +
T:if::g?ﬁt;::gg:;d Cuadro 6. Efecto del crecimiento de 5 cepas de Rhizobium
UFC = unidades formadoras de colonias leguminosarum bv p @wh sobre la turbicdad ye 1
pH del medio de cultivo MV a una concentracién
baja (5 uM) de fosfato.
a. cultivo
0 Cuarto dia* Sexto dia*
~ ol ™™ ABSORBANCIA CIAT 188
B OB[ | osomaancia cin a76 1o CEPA UFC/égl A pH UFC(/;gl A pH
8 ~  pH CIAT 168 X1 X1
hA Q@ pM CIAT 878
< 04f CIAT 166 20 0360 72 30,0 0426 75
H CR 436 160 0401 72 650 0525 73
é CR 477 440 0368 72 360 0504 76
g ozf CIAT 899 310 038 73 73 0494 77
@ CIAT 876 04 0127 60 78 0398 6,6
- pr
0 . después de inoculado
0 TEMPO (a1 UFC = unidades formadoras de colonias
EMPO (diae) A= absorbancia a 420 nm
MV = medio propuesto por Munns y Keyser (1981), modifi-
cado con la adicién de vitaminas.
b. subcultivo
0 Como se observa en el Cuadro 6, la densi-
T g — AssORBANCIA CiaT 08 dad de poblacién de las cepas CIAT 899, CR 436
g | ™ assonsancia ciar s7e 19 y CR 477 fue de aproximadamente 107 bacte-
e L1
S e b 1y rias/ml al cuarto dia de inoculado el ensayo, mien-
3 0 5 tras que la cepa CIAT 876 presentd una concentra-
= ol ci6n de 109 bacterias/ml. A ir de este punto,
x . . . . . p
Goat se observé una disminucién en el crecimiento de
S N s las cepas CIAT 166 y CR 436 y en la densidad de
) . . poblacién de las cepas CR 477 y CIAT 899, debi-
o 1 2 a 4 s . 7 do probablemente al agotamiento de nutrientes,
TIEMPO {dias) alcalinidad y acimulo de sustancias toxicas. En el
Fig. 2 Efecto del crecimiento de dos cepas de Rhizobium caso de la cepa CIAT 876 la poblacién aumento6 a

leguminisarum by phaseoli sobre 1z turbiedad y el
pH del medio con bajos niveles (5M) de fosfato.

166, CIAT 899, CR 436 y CR 477 (Cuadro 6), por
lo que dnicamente se graficaron los datos de la
cepa CIAT 166 y la cepa CIAT 876 (Figura 2).

7,8x106 bacterias/ml (Cuadro 6). Los datos de
densidad de poblacién obtenidos en este experi-
mento estdn de acuerdo con lo indicado por

-Keyser y Munns (1979) quienes sefialaron que los

niveles bajos de Pi en mcdxo de cultivo limitan la
poblacién méxima a 10 bacterias/ml.
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Cuadro 7. Crecimiento de la cepa tolerante CIAT 166 y de la
cepa tolerante Kim 5 en medio de cultivo de MV a
una concentracién de bajo (SuM) fosfato.

CEPA Primer dia* Tercer dia* Sexto dia*
UFC/ml UFC/ml UFC/ml
X104 X 104 X 104
CIAT 166 9,80 120,00 3000,00
KIM 5 0,08 0,76 170,00
* después de inoculado

UFC = unidades formadoras de colonias
MYV = medio propuesto por Munns y Keyser (1981), modifica-
do con la adicién de vitaminas

Al parecer el aumento en absorbancia estu-
vo relacionado al crecimiento celular hasta que las
bacterias entraron en la fase estacionaria, con una
poblacién de aproximadamente 107 bacterias/ml,
en ese momento la técnica de absorbancia perdi6é
sensibilidad por no discerir entre bacterias vivas
y muertas.

El pH de los medios se alcalinizé con el cre-
cimiento bacteriano (Figura 2, Cuadro 6). Estos
resultados concuerdan con lo observado en traba-
jos anteriores, donde el aumento en el pH del
medio coincidié con la aparicién de turbiedad.
Los autores sefialan que los cambios en pH en alta
densidad celular se deben al aumento de la canti-
dad total de élcali producto del metabolismo celu-
lar, a la utilizacién del glutamato de sodio como
fuente de N y posiblemente como fuente de C y
energia, lo que reduce la capacidad buffer del
medio (Keyser y Munns, 1979; Beck y Munns,
1985; Howieson, 1985; Wood y Cooper, 1988).
En estudios previos se observé que el pH del
medio estuvo relacionado con la cantidad de cre-
cimiento de las cepas.

Las cepas CIAT 166, CIAT 899, CR 436 y
CR 477 presentaron turbiedad un dia después de
inoculado el medio con baja concentracién de Pi
(Figura 2a), este tiempo de adaptacién al medio de
cultivo se mantuvo después de la transferencia a
un medio de cultivo nuevo (Figura 2b).

Como se observa en la Figura 2a, la cepa
CIAT 876 present6 crecimiento detectable por tur-
bidimetria 2 dias después que las otras cepas; este
resultado concuerda con lo observado por Keyser
y Munns (1979) quienes sefialaron que los niveles
bajos de Pi aumentaron la fase de adaptacién de
las bacterias al medio de cultivo. Al parecer, las
cepas CIAT 166, CR 436, CR 477 y CIAT 899
sintetizan las enzimas necesarias para el creci-

miento en bajos niveles de Pi antes que la cepa
CIAT 876.

Al reinocular, se observé una disminucién
en el tiempo de aparicién de turbiedad de la cepa
CIAT 876, debido probablemente a la presencia
de las enzimas necesarias para crecer en dicho
medio. Tanto en el cultivo inicial (Figura 2a,
Cuadro 6) como después del subcultivo (Figura
2b), la fase de crecimiento logaritmico de esta
cepa fue similar al de las otras bacterias. Asi la
duracién de la fase de adaptacién estuvo, como
indican Cassman et al. (1981a), pobremente rela-
cionada con la capacidad de crecer sin Pi exter-
no. Sin embargo, las cepas que presenten una
fase de adaptacion menor a los niveles bajos de
Pi probablemente tengan ventaja en la coloniza-
cién de la rizosfera; por lo tanto deben realizarse
estudios para determinar la significancia de esta
caracteristica.

Cuando se compar6 el crecimiento de la
cepa Kim 5 que resulté no tolerante a bajos nive-
les de Pi, con la cepa tolerante CIAT 166, se
observd crecimiento visible 6 dias después de ino-
culada. El crecimiento de esta cepa fue menor que
el observado para la cepa CIAT 166 (Cuadro 7)
debido probablemente a una fase de adaptacién
mds larga. Esta cepa fue catalogada como no tole-
rante al utilizar el criterio de aparicion de turbie-
dad a los 5 dias de inoculado. Si bien presentd
crecimiento como lo demuestran los datos de
poblacién, podria ser desplazada por la cepa CIAT
166 si se inocula en cultivo mixto. Es importante
determinar si este comportamiento tiene alguna
implicacién ecolégica.

En sintesis, los resultados obtenidos indican
que para fines de tamizaje, el medio propuesto por
Munas y Keyser (1981) y modificado con la adi-
cién de vitaminas, es el mas adecuado porque per-
mite el crecimiento de un nimero mayor de cepas
de R. leguminosarum bv phaseoli. En este ensayo
existié relacién entre la aparicién de turbiedad y
la poblacién de bacterias por lo que se puede utili-
zar el método de turbidimetria para la deteccion
de crecimiento bacteriano.

Debido a que los cambios importantes en el
pH del medio ocurrieron después de que el creci-
miento fue detectable por turbiedad y que no hubo
variacién entre cepas en la produccién de alcalini-
dad, se puede usar este medio en la seleccién de
cepas tolerantes a condiciones de bajo Pi.

Faltaria determinar si la tolerancia obtenida
in vitro corresponde con la capacidad de las cepas
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de R. leguminosarum bv phaseoli de crecer en
ambientes con niveles bajos de Pi en el campo.

RESUMEN

Con el fin de seleccionar un medio en el que
creciera la mayor cantidad de cepas de
Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, se deter-
miné el crecimiento de 19 cepas en el medio defi-
nido propuesto por Cassman et al. (1981a), el
medio Date y Halliday (1979), el medio de Munns
y Keyser (1981) y los mismos medios modifica-
dos con la adicién de vitaminas (4 mg/L de
Tiamina, 4 mg/L de dcido pantoténico y 1 pig/L. de
Biotina) (CIAT, 1988) a una concentracion alta de
fosfato (2870 uM).

Se observé variacién entre cepas en la
capacidad de crecer en los distintos medios. El
crecimiento bacteriano fue mayor en el medio de
Munns y Keyser con vitaminas por lo que éstc se
eligié como medio para la seleccién de cepas
tolerantes a niveles bajos de fosfato (5 uM). Se
determiné la tolerancia de 10 cepas de R. legu-
minosarum bv phaseoli y se encontraron 5 cepas
tolerantes y 5 no tolerantes. El pH inicial de los
medios aumentd con el crecimiento bacteriano y
esta alcalinizacién coincidié con la aparicién de
turbiedad. Los resultados obtenidos indican que
para los fines de tamizaje de cepas tolerantes a
bajos niveles de fosfato en medio de cultivo, el
medio de Munns y Keyser (1981) modificado con
la adicién de vitaminas fue ¢l mas adecuado y
que se puede emplear la turbiedad como criterio
de seleccion.
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