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Nota Tecnica

EVALUACION DE MEDIOS PARA LA SELECCION DE CEPAS
DE Rhizobium leguminosarum bv phaseoli TOLER ANTES A BAJA
CONCENTRACION DE FOSFATO EN MEDIO DE CULTIVOI/*

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. WiLh the goal of selecting Lhe medium which grows the largest quantity
of Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, Lhe 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 Lhe same media modified with Lhe addition of vita-
mins (4 mg/L Thiamine, 4 mg/L pantothenic acid and 1 ~g/L Biotin) (CIAT,
1988) and a high concentration of phosphate (2870 ~M). Variation of the capa-
city to grow in the different media was observed among strains. Bacterial growth
was largest in Lhe Munns and Keyser medium wiLh vitamin, Lherefore it was cho-
sen as Lhe medium for selecting strains tolerant to low levels of phosphate (5
~M). Among ten strains of R, leguminosarum bv phaseoli tested, 5 were determi-
ned tolerant and 5 not tolerant. The initial pH of the media rose with bacterial
growth and Lhese alkalinization coincided wiLh Lhe appearance of turbidity. The
results indicated that for purposes of screening strains tolerant of low levels of
phosphate in culture media, Lhe Munns and Keyser (1981) medium modified with
the addition of vitamins is Lhe most adcquated and turbidity can be used as a cri-
terion for selection.

INTRODUCCION al., 1981a; 1981b; Beck y Munns, 1984; Morales,

1987).
Se ha observado entre las cepas de En el caso de Rhizobium leguminosarum bv

Rhizobium y Bradyrhizobium un amplio ambito phaseoli no se dispone de un medio de cultivo
de eficiencia en el uso de concentraciones bajas adecuado para la selecci6n de cepas. Morales
de fosfato inorganico (Pi) en medio de cultivo. (1987) evaluo la capacidad de crecimiento de 32
Algunos autores sugieren que las cepas tolerantes cepas en bajas concentraciones de fosfato en el
a estas condiciones pueden tener un mayor exito medio propuesto por Cassman et al, (1981a). En
en el establecimiento de la simbiosis (Cassman e t condiciones de alta concentraci6n de Pi, I1nica-

mente crecieron 9 cepas. Este resultado indica que
se puede haber eliminado cepas con potencial

1/ R .bid bli " 110 d d " b d 1992 como inoculante debido a que no se adaptaron alecI 0 para pu caclon e e Iclem re e, . .. .
. Parte de la tesis de M,Sc. presentada por lidieth Uribe medlo de cultlvo utllizado.

Lorio ante la Escuela de Biologfa, liniversidad de Existen adem as algunos problemas con el
Costa Rica, San Jose, Costa Rica. EI trabajo rue finan- uso de medios definidos para seleccionar cepas
ciado por el Pr~grama de Mi,crobiologia d.el Frijol del tolerantes. En un estudio en el que se utiliz6 la
Centro Intemaclonal de Agncultura TropIcal (CIAT), . .6 d b . d d ., d I ' 6Cali Colombia, aparici n e tur Ie a como cnterlo e se ecCI n,

.. Cen~ro de Investigaciones Agron6micas, Universidad .se encontro relaci6n entre esta y una poblaci6n de
de Costa Rica, San Jose, Costa Rica, aproximadamente 107 bacterias/ml (Keyser y
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Munns, 1979). Sin embargo, se ~ observado que Cuadro I, Procedencia de las cepas de Rhizobiwn legumillO-
en condiciones de baja concentraci6n de fosfato sarwn bv phaseoli utilizadas.

ocurre un aumento en la turbiedad del cultivo Cepas P d 'a
debido a una mayor producci6n de polisacaridos roce enCt

(Cassman et aI., 1981a). OAT 381 1 ClAT 57, resistente S.
Otro factor a considerar es la alcalinizaci6n OAT 385 1 P~aY8n, CoIanbia

del media de cultivo par efecto del metabolismo CIAT 390 1 P~ayan, Colanbia
b ' S. b. D Hall ' da (1979) CIAT 579 1 P~aY8n, CoIanbla

actenano. I len ate y I Y reco- CIAT 580 1 P~aY8n CoIanbia

mendaron en sus estudios de tolerancia a acidez CIAT 405 1 OAT, C~lanbia
sustituir el manitol par arabinosa y galactosa, para CIAT 406 1 CIAT, Colanbia
evitar cambios en el pH, varios autores han obser- CIAT 407 1 ~T, ~olanbia .

vado alcalinizaci6n del media relacionada con el CIAT 008 1 Chmc~n', Colombia
. . CIAT ro9 1 Chmchina, Colombia

creclmlento celular (Keyser y Munns, 1979; Beck OAT 611 1 Chinchina Colombia

y Munns, 1984; Howieson, 1985; Wood Y Cooper, CIAT632 1 Guatemal~
1988). En vista de que el aumento en el pH OAT 460 1 Bayment, Belg~ca
coincidi6 con una poblaci6n de aproximadamente OAT 515 1 Ba~ent, Belglca ,

7 . OAT 70441 Quilichao,Colombla
10 celulas/ml, Keyser y Munns (1979) surleren CIAT 876 2 Marinilla Colombia
el usa de in6culos pequenos, 10 -104 CIAT9492 SanL Q. c.uca, Colombia
bacterias/ml. , CR 436 2 Puriscal, Costa Rica

Algunos estudios indican sin embargo que KIM 5 2 Idaho, USA
1 ' 6 . , . 1 d b '. d ' KIM 5S 2 Kim 5 resistente S.
a concentraci n InlCla e actenas pue e ser 57 2 S d '

A t Ii. I d . .6 d I . ccm y ney, us ra a
Importante en a eterrnmaci n e to erancla de CIAT 652 3 Buitrera Colombia
lag cepas cuando se usa el criteria de turbiedad. OAT 166 3 Buga, C~lombia
En una investigaci6n de tolerancia a la acidez se CR 477 3 Paraiso, Costa Rica
observ6 que la aparici6n de turbiedad de la cepa ClAT 899 3 Carmen Viboral, Colanbia

evaluada dependi6 del tamano inicial del inocula. 1 = utilizadas en la evaluaci6n de mediosA , ., "' ald 102 bSl, con una concentraclon mlCI e acte- 2 = utilizadas en la tolerancia a baja concentraci6n de fos-
rias/ml no se observ6 turbiedad, mientras que con fato en medio de wltivo,
inoculos mayores la cepa se mostnS como toleran- 3. = utilizadas ,e~ ambos experimentos
te (Wood y Cooper, 1988). S = estreptomlcma

EI objetivo de este trabajo fue evaluar el usa
de un media de cultivo no restrictivo al crecimien- Medios de cultivo
to de lag cepas de R. leguminosarum bv phaseoli Las cepas de Rhizobium se conservaron en
en la selecci6n de cepas tolerantes a bajos niveles tubas inclinados con Agar Levadura Manitol
de Pi. (ALM) (Vincent, 1970). En la evaluaci6n de

medias para la selecci6n de cepas se utiliz6 el
media definido propuesto par Cassman et al.

MATERIALES Y METODOS (1981a) (medio C), el media Date y Halliday
(1979) (medio D), el media de Munns y Keyser

Ubicaci6n (1981) (medi? ~ y log. mis.m°s medias mod~fi~-
Los experimentos se realizaron en el dog con la adicl6,n de vltamln.as (4 mg/L de u~m~-

Laboratorio de Microbiologia de Suelos del na,4 mg/L de acldo panto~ernco y 1 ~g/L d.e blob-
Centro de Investigaciones Agron6micas de la na) (CIAT, 1988), ~enommados aqui ~edlos CV,
Universidad de Costa Rica y en la Secci6n de DV y MV" respectlvamente. Los medias con alta
Microbiologia de Frijol del Centro Intemacional concentracl6n de fosfato se aforaron a I L con el
de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colombia. buff~r KH2P?4-K2HPO4 .2870 ~M, pH 5,7. EI

media con baJa concentracl6n de fosfato se afor6
con un buffer KH2PO4-K2HPO4 5 ~M, pH 5,7.

Cepas . . .,. La composici6n de log medias se especifica en el
Se uullzaron ~epas de .Rhizobium leguml- Cuadra 2. A todos log medias se leg corrigi6 el pH

nosa:um bv p.haseoll per:teneclente~ a ambo~ labo- a 5,7 con HCI IN debido a que la condici6n de
ratonos antenorrnente cltados. La mforrnacl6n de bajo P generalmente estA relacionada a suelos aci-
lag cepas se detalla en el Cuadra 1. dog.
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Cuadro 2. Composici6n de los medics de cu1tivo utilizados en previos en que se compar6 con 540 nm y 610
1a cva1uaci6n de medics con a1ta conccntraci6n de nm, resulto maS sensible a los cambios en turbie-
fosfato (2870 JotM). dad.

COMPONENTES C D M Se determin6 la tasa de crecimiento especi-
(u/L) (ull..) (ull..) fico J.l = (Af- Ai)/(tf-ti) donde Af es la absorban-

. cia final, Ai la absorbancia inicial, tf el tiempo
Arabmosa 3,000 g 0,300 g final, y ti el tiempo inicial para cada una de las
Galactosa 3,000 g 10,000 g 0,300 g 1 da 1 d ... . d .
G1utamato 1,100 g 0,220 g 1,800 g cepas eva ua s en os Ilerentes medias e culu-
1iamina 0,100 mg Yo. Se utiliz6 un diseno experimental irrestricto al
Biotina 0,250 mg azar con un arreglo factorial de 19 X 6 con 2 repe-
~2S04 0,250 rnM 0050 M ticiones donde el factor A esta constituido par las
C ~ (}.H ° 0300mM 0268=\1 O'500:M 19 cepas y el factor B par los medias de cultivo.
Mags54f1~20 0:300 mM 0:300 mM 0:500 mM Se eligi6 el media en el que se observo mayor cre-
FeNaEDTA 0,050 mM 0,100 mM 0,025 mM cimiento de las cepas.
MnSO4lH20 2,000 ~ 1,000 ~
ZnSO4f1H20 1,000 ~ 1,000 ~\1 0,500 ~
CuSO4f5H20 0,500 ~M 0,100 ~ E I ., d 1 d . . I b . (5 M)CoCLz/6H20 0,002 ~ 0,005 ~\1 0,005 ~ va uaclon e me 10 con mve es aJos ~
Na2MoO4f2H20 0,100 ~ 0,050 ~\1 0,025 ~M de fosfato
MnC12/4H20 2,000 ~\1 Se evalu6 la tolerancia de 10 cepas de R .
CuO2(}.H20 0,250 ~\1 ieguminosarum bv phaseoii a niveles bajos de fos-
H3B04 0,010 rnM fato en el media de cultivo propuesto POT Munns y

C = mediodeCassmanMunnsy Beck (1981) Keyser (1981) y modificado con la adicion de
D = media de Date y Halliday (1979) vitarninas (medio MV). Las bacterias se cultiva-
M = mediodeMunnsyKeyser(1981) ran en platos de ALM a 28'C durante 4 dias, se
.. A 10s medias CV, DV y MV se adiciono 4mg/L de hizo una suspensi6n a partir de 2 colonias de cada

1iamina, 4 mg/L Acido Pantotenico y l~g/L biotina. d 1 100 1d d .1 d ,.< una e as cepas en m e agua est 1 a a es~-

ril y se inocul6. par duplicado, 100 ~l en tubas de
16 X 125 mm con 3 ml de media alto en fosfato

Evaluacion de medios con alta concentracion (2870 J.iM) y en tubos con media bajo en fosfato
(2870 ~M) de fosfato (5 J.lM). Se determin6 la concentraci6n de bacte-

Con el fin de seleccionar un media en el que rias presente en el inocula con el usa de la tecnica
crecie~ la mayor cantidad de cepas de R. iegumi- de recuento en gala (Somasegaran y Hoben,
nosarum bv phaseoii, se determin6 el crecimiento 1985). Los cultivos se incubaron a 28'C bajo agi-
de 19 cepas en los medias C, D, M, CV, DV y taci6n constanle. A los 5 dias se determin6 visual-
MV. Se utiliz6 una concentraci6n (2870 J.lM) de Pi mente la presencia de turbiedad.
similar a la del media Levadura Manitol (LM) de A fin de determinar si la capacidad de cre-
usa convencional. cer en bajos niveles de Pi podia evaluarse con

El media C se utiliz6 previamente en la base en la turbiedad en media de cultivo, se reali-
selecci6n de cepas de Rhizobium y zaron curvas de crecimiento alas cepas que resul-
Bradyrhizobium tolerantes a condiciones de bajo taron tolerantes en el media con baja concentra-
fosfato en media de cultivo y los medias D y M ci6n (5 ~M) de Pi y a la cepa no tolerante Kim 5.
en la seleccion de cepas tolerantes a acidez (Date Para ello se hizo una suspensi6n a partir de
y Halliday, 1979; Cassman et ai., 1981a; Munns 2 colonias de cada una de las cepas y se inocula
y Keyser, 1981). Las bacterias se cultivaron par duplicado 100 ~l de cada suspensi6n en erlen-
durante 72 h en platos con ALM. Para estandari- meyers con 100 ml del media. Los cultivos se
zar el in6culo a aproximadamente 103, 104 bac- incubaron durante 6 dias a 28'C bajo agitacion
terias/ml, se hizo una suspension a partir de 2 constante. Para evitar la fase de adaptacion que
colonias de cada una de las cepas en 100 ml de ocurre despues de la transferencia de bacterias
agua destilada esteril y se inocul6 par duplicado procedentes de ALM a un media con arabinosa y
25 J.ll en tubas de 18 x 150 mm con 6 ml de cada galactosa (Cassman et ai., 1981a), el sexto dia se
media. Los cultivos se incubaron a temperatura hizo, a partir de cada cultivo, un subcultivo de 100
ambiente con agitaci6n con stante. Se midi6 la ~l a un media bajo en fosfato. Se determin6 la
absorbancia a 420 nm ya que en experimentos absorbancia a 420 nm y el pH cada 24 h. A las
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880 Cuadro 3. Poblaci6n inicial de bacterias utilizada en la eva-
II: -- OIOIAf'" luaci6n de 6 medios de cultivo coo alta coocentn-
0' 80 Ar 880 .

6W C:J OIAr 70.. CI n de fosfato (2870 ~).
A.= - OIAr 581W 40 NOCULO

~ CEPAS UFC/ml X 103
W30
~ CIAT 632 3;7
~ 20 CIAT re8 0,8
() CIAT 385 58W '
Q 10 CIAT407 17,0
i CIAT 652 40
t"' 0 CIAT@ 19:0

D DV M MY CIAT 7044 83
MEDIO DE CULTIVO CIAT 580 4'6

F. 1 Eli del edi d 1. b 1 .. CR 477 170
Ig.. ecto m 0 e cu Uvo so. re e creClmlento de cua- CIAT 579 870

tro cepas de Rhizobium legumlllOsarum bv phaseoli. CIAT 390 32

CIAT 406 71
CIAT405 8'4

cepas tolerantes se les hizo recuento en gota a los g~i ~: 39:0

dfas 4 y 6, Y a la cepa Kim 5 a los dfas 1,3 Y 6 CIAT611 6~,~
despuesdeinoculado. CIAT381 1'6

CIAT 460 3 '3
CIAT515 3:5

RESULTADOS Y DISCUSION UFC = unidades fonnadoras de colooias

Evaluacion de medias con alia concentracion
de fosfato

Se observo diferencia entte cepas en la La variaci6n en turbiedad se atribuye
capacidad de crecer en los medias de cultivo eva- principalmente a diferencias en el crecimiento
luados. Esto se evidencia par la interacci6n alta- de las cepas y en menor medida al tamafio ini-
mente significativa (P<O,OOI) entre los factores cial del in6culo (Cuadro 3) y producci6n de
cepa y media de cultivo (Figura 1). polisacaridos.

En tcrminos generales las cepas crecieron
mejor en el media MV. En la Figura 1 se muestIan
5 casas representativos de las 19 cepas. El menor Evaluacion del medio con bajos niveles de fos-
crecimiento se registr6 en el media C, 10 que con- fato
cuerda con 10 observado par Morales (1987) quien . Todas las. cepas evaluadas crecieron en el
sefiala que este media rue restrictivo al crecimien- media alto en PI, usado como control. Se observ6
to de R. legwninosarum bv phaseoli; este resulta- diferencia en el nivel de tolerancia de las 10 cepas
do pudo deberse a que el media C rue disefiado de R. leguminosarum bv phaseoli estudiadas
para el estudio de cepas de Bradyrhizobium que (Cuadro 4). Se obtuvo 5 cepas tolerantes y 5 no
poseen requerimentos nutricionales diferentes a tolerantes. La cepa CIAT 166 que result6 tolerante '
las del genera Rhizobium. Si bien la adicion de en este experimento, tambien rue catalogada pre-
vitaminas mejor6 considerablemente el crecimien- viamente como tolerante en los ensayos realizados
to de las cepas, el media Munns (M) se ajust6 mas par Morales (1987). En el Cuadra 5 se observa
alas necesidades nutricionales de las mismas que las cepas CIAT 949 y CIAT 652 capaces de
(Figura 1). crecer en media alto en Pi no presentaron turbie-

En este mismo estudio se observ6 que de las dad cuando se utiliz6 un inocula menor. Para evi-
19 cepas evaluadas, CIAT 652, CIAT 406 Y CIAT tar el efecto de tamafio del inocula se recomienda
381 no presentaron turbiedad a 420 nm en el el usa de las ~blaciones utilizadas en este experi-
media C; de igual manera, la cepa CIAT 381 no mento (103_1()4 bacterias/ml).
present6 crecimiento en forma detectable en los Al realizar las curvas de crecimiento se
medias CV, D Y DV, mientras que todas las cepas observo un c?mpartamiento similar en los valores
presentaron turbiedad en los medias M y MV. de absorbancla y pH de las cepas tolerantes CIAT
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Cuadro 4. Crecimienlo de 10 cepas de Rhizobiwn legumino- Cuadro 5. Efeclo deltamaiio del in6culo sobre el crecimiento
sarum bv phaseoli en el medio propuesto For de 2 cepas de Rhizobium leguminosarum bv pha-
Munns y Keyser y modificado coo la adici6n de seoli en el medio de cullivo propuesto FOr Munns y
vitaminas, en niveles bajos (5 ~) y altos (2870 Keyser (1981) y modificado con la adici6n de vita-
J.IM) de fosfatos. minas, en niveles de alto (2870 J.IM) fosfato.

Cepas In6culo 5 ~ PO4 2870 ~ PO4 Cepas In6culo 2870 ~ PO4
UFC/ml X 103 UFC/rnI X 102

CIAT 899 32,0 + + CIAT949 32,0 +
CIATI66 11,0 + + CIAT949 0,1 -
CR 477 55,0 + + CIAT 652 8,0 +
CIAT 876 24,0 + + CIAT 652 0,4 -
CR 436 16,0 + +
57ccm 11,0 - + + = presencia de turbiedad
KIM 5 8,0 - + - =. ausencia de turbiedad
KIM55 7,0 - + UFC = unidades fonnadoras de colonias
CIAT 949 3;2 - +
CIAT652 0,8 +

+= presenciadeturbiedad C d 6 Ef d I .. d 5 d RhO b .
. de rb'ed d ua ro. ecto e crecunlento e cepas e IZO lum- = ausenCla tu 1 a I . b has I . ob 1 b" d d IUFC .d de f d d I . egwnlnosarum v p eo I s re a tur Ie aye

= urn a s onna oras e co omas H d I d ' d ul ' MY . ,
p e me 10 e c Uvo a una concentraclon
baja (5 J.IM) de fosfato.

L cultlw
Cuarto dia* Sexto dia*

10
E 0.8 - A88OR8ANCIA ClKT - CEPA UFC/m1 A pH UFC/ml A pH
c -- A88OR8ANCIA ClKT ... . X 106 X 106
0 CIKT 108
'"~ 0 ... CIAT .,.
< 0.4 CIAT 166 22,0 0,360 7;2 30,0 0,426 7,5
~ i CR 436 16,0 0,401 7,2 65,0 0,525 7,3
~ CR 477 44,0 0,368 7;2 36,0 0,504 7,6
~ 02 CIAT 899 31,0 0,380 7,3 7,3 0,494 7,7~ . 8 CIAT 876 0,4 0,127 6,0 7,8 0,398 6,6

< --
0 . * despues de inoculado
0 1 2 3 4 . 8 UFC = unidades fonnadoras de colooias

TIEMPO (diu) A = absorbancia a 420 nm

MV = medio pr~ueslo FOr Munns y Keyser (1981), modifi-
carlo con la adici6n de vitaminas.

b. aubcultlw

10 Como se observa en el Cuadra 6, la densi-
E - A88OR8ANCIA ClKT - dad de poblacion de lag cepas CIAT 899, CR 436~ 0.8 -- A8.0".ANCIA CIKT ... Y CR 477 Cue de aproximadamente 107 bacte-

~ e' ... CIAT '88 rias/ml al cuarto dia de inoculado el ensayo, mien-
... CIAT 8'85 0.4 i trag que la cepa CIAT 876 present6 una concentra-

I ci6n de 105 bacterias/ml. A partir de este punta,
~ 0.2 se observo una disminucion en el crecimienta de
~ -- . las cepas CIAT 166 Y CR 436 y en la densidad de

poblacion de lag cepas CR 477 Y CIAT 899, debi-
00 1 2 3 4 . . 78 'do probablemente al agotamiento de nutrientes,

TIEMPO (dl..) alcalinidad y acumulo de sustancias tOxicas. En el

Fig. 2. Efecto del crecimiento de <!os cepas de Rhizobium caso de la cepa CIAT 876 la poblaci6n aument6 a
leguminisar.um by p'.Jafe~/i sobre 1& turbiedad y el 7 ,8x 1 06 bacterias/ml (Cuadro 6). Los datos de
pH del medlo cm baJos rnveles (5~) de fosfato. densidad de poblaci6n obtenidos en este experi-

menta estan de acuerdo con 10 indicado par
166, CIAT 899, CR 436 y CR 477 (Cuadro 6), par Keyser y Munns (1979) quienes senalaron que log
10 que unicamente se graficaron log datos de la niveles bajos de Pi en media de cultivo limitan la
cepa CIAT 166 Y la cepa CIAT 876 (Figura 2). poblaci6n maxima a 107 bacterias/ml.
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Cuadro 7. Crecimienlo de la cepa loleranle CIAT 1(Xi y de la miento en bajos niveles de Pi antes que la cepa
cepa lOleranle Kim 5 en medio de cullivo de MY a CIAT 876
una coocenlraci6n de bajo (5f!M) fosfalo. Al . .

I b 6 d .. .

6remocu ar, se 0 serv una IsmmuCI n

CEPA Primer dia* Tercer dfa* SexlO dia* en el tiempo de aparicion de turbiedad de la cepa
UFC/m1 UFC/m1 UFC/ml CIAT 876, debido probablemente a la presencia
x 104 x 104 x 104 de las enzimas necesarias para crecer en dicho

CIAT 1(Xi 980 12000 3(XX) 00 media. Tanto en el cultivo inicial (Figura 2a,
KIM 5 0:08 0.76 170.00 Cuadra 6) como despues del subcultivo (Figura

2b), la rase de crecimiento logarftmico de esta* de~pues de inoculado. cepa rue similar al de las otras bacterias. Asf la
UFC = unl~ades formadoras de colomas . duraci6n de la rase de adaptaci6n estuvo, como
MY = medlO pr~ueSlO por Munns y Keyser (1981). modifica- ..

do coo la adicioo de vilaminas Indican Cassman et a/. (198Ia), pobremente rela-
cionada con la capacidad de crecer sin Pi exter-
no. Sin embargo, las cepas que presenten una

AI parecer el aumento en absorbancia estu- rase de adaptacion menor a los niveles bajos de
vo relacionado al crecimiento celular hasta que las Pi probablemente tengan ventaja en la coloniza-
bacterias entraron en la rase estacionaria, con una cion de la rizosfera; par 10 tanto deben realizarse
poblacion de aproximadamente 107 bacterias/ml, estudios para determinar la significancia de esta
en ese momenta la tecnica de absorbancia perdi6 caracterfstica.
sensibilidad par no discemir entre bacterias vivas Cuando se comparo el crecimiento de la
y muertas. cepa Kim 5 que result6 no tolerante a bajos nive-

EI pH de los medias se alcalinizo con el cre- les de Pi, con la cepa tolerante CIAT 166, se
cimiento bacteriano (Figura 2, Cuadra 6). Estos observo crecimiento visible 6 dfas despues de ino-
resultados concuerdan con 10 observado en traba- culada. El crecimiento de esta cepa rue mcnor que
jos anteriores, donde el aumento en el pH del el observado para la cepa CIAT 166 (Cuadro 7)
media coincidi6 con la aparicion de turbiedad. debido probablemente a una rase de adaptaci6n
Los autores sellalan que los cambios en pH en alta mas larga. Esta ccpa rue catalogada como no tole-
densidad celular se deben al aumento de la canti- rante al utilizar el criteria de aparicion de turbic-
dad total de alcali producto del mctabolismo celu- dad a los 5 dfas de inoculado. Si bien presento
lar, a la utilizacion del glutarnato de sodio como crecimiento como 10 dcmuestran los datos de
fuente de N y posiblemente como fuente de C y poblaci6n, podrfa ser desplazada par la cepa CIAT
energfa, 10 que reduce la capacidad buffer del 166 si se inocula en cultivo mixto. Es importante
media (Keyser y Munns, 1979; Beck y Munns, determinar si estc comportamiento tiene alguna
1985; Howieson, 1985; Wood y Cooper, 1988). implicaci6n ecologica.
En estudios previos se observo que el pH del En sfntesis, los resultados obtenidos indican
media estuvo relacionado con la cantidad de cre- que para fines de tarnizaje, el media propuesto par
cimiento de las cepas. Munns y Keyser (1981) y modificado con la adi-

Las cepas CIAT 166, CIAT 899, CR 436 Y cion de vitaminas, es el mas adecuado porque per-
CR 477 presentaron turbiedad un dfa despues de mite el crecimiento de un numero mayor de cepas
inoculado el media con baja concentracion de Pi de R. /eguminosarum bv phaseoli. En este cnsayo
(Figura 2a), este tiempo de adaptaci6n al media de existi6 relacion entre la aparicion de turbicdad y
cultivo se mantuvo despues de la transferencia a la poblacion de bacterias par 10 que se puede utili-
un media de cultivo nuevo (Figura 2b). zar el metoda de turbidimetrfa para la deteccion

Como se observa en la Figura 2a, la cepa de crecimiento bacteriano.
CIAT 876 presento crecimiento detectable par tur- Debido a que los cambios importantes en el
bidimetrfa 2 dfas despues que las otras cepas; este pH del media ocurrieron despues de que el creci-
resultado concuerda con 10 observado par Keyser miento rue detectable par turbiedad y que no hubo
y Munns (1979) quienes sellalaron que los niveles variac ion entre cepas en la produccion de alcalini-
bajos de Pi aumentaron la rase de adaptaci6n de dad, se puede Usaf este media en la seleccion de
las bacterias al media de cultivo. AI parecer, las cepas tolerantes a condiciones de bajo Pi.
cepas CIAT 166, CR 436, CR 477 y CIAT 899 Faltarfa determinar si la tolerancia obtenida
sintetizan lag enzimas necesarias para el creci- in vitro corresponde con la capacidad de las cepas
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