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ARTICULO CIENTIiFICO

Standardization of a complex culture media for
multiplication of C50 Rhizobium sp. strain

ABSTRACT

The indiscriminate use of chemical fertilizers, its process
of production and its application had increased the
costs of agricultural production and the environmental
problems because of the pollution of air, soil and water
sources. The alternative is the use of biological fertilizers
as an economical and clean tool in order to sustainable
management of ecosystems. However, in the escalation
processes of a biofertilizer the costs of production

could increase due to the type of formulation and the
culture media used for the multiplication of the bacteria.
This research, by using statistical designs sequentially,
presents the standardization of an economical culture
media used to multiply the strain C50 of Rhizobium

sp. From eight nutritional sources, five were selected
taking as criteria the low economical costs and the
availability of above mentioned nutritional sources;
from these five sources, three of them influenced the
development of the strain significantly. The optimized
composition of the alternative culture media included
glycerol, molasses, glutamate, yeast extract and salts.
There were no significantly differences in the growth of
the strain C50 in the alternative culture media compared
with the traditional one (yeast extract — mannitol); nor
in viability of the strain growth on traditional media
culture compared with the alternative one, when it was
inoculated on peat. The inoculants conserved its quality
in refrigeration during 30 days. The strains J01, T14 and
C2 showed a better rate of growth on the alternative
culture media; it was not show significant differences in
the counts between the strains J01 and T14; whereas, the
strain C2 growth better in the alternative culture media.

Keywords: Rhizobia, Plackett-Burman design, fractional
factorial design, Box-Behnken design.
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Estandarizacion de un medio

de cultivo complejo para la
multiplicacion de la cepa C50 de
Rhizobium sp.

Daniel Fernando Rojas T.', Maria Fernanda Garrido R?,
Ruth Rebeca Bonilla B2

RESUMEN

El uso indiscriminado de fertilizantes quimicos y su pro-
ceso de obtencion y aplicacion ha incrementado los costos
de produccioén agricola y los problemas ambientales debi-
do a la contaminacion del aire, el suelo y las aguas. Se ha
planteado como alternativa la aplicacion de fertilizantes
biolégicos como una herramienta econdémica y limpia
para el manejo sostenible de los ecosistemas. Sin embargo,
en los procesos de escalamiento de un biofertilizante pue-
den incrementarse los costos de produccién debido al tipo
de formulacién y a los medios de cultivo empleados para
la multiplicacion de las bacterias. Esta investigacion, con
base en el uso secuencial de disefios estadisticos, presenta
la estandarizacién de un medio de cultivo econémico para
la multiplicacion de la cepa C50 de Rhizobium sp. De ocho
fuentes nutricionales se seleccionaron cinco, teniendo
como criterios los menores costos econdomicos y la dispo-
nibilidad de dichas fuentes; de estas cinco, tres influyeron
significativamente sobre el desarrollo de la cepa. La com-
posicion optimizada del medio alterno incluyé glicerol,
melaza, glutamato, extracto de levadura y sales. No se
presentaron diferencias significativas en el crecimiento de
la cepa C50 en el medio alterno comparado con el tradi-
cional (levadura-manitol), ni en la viabilidad de la cepa
crecida en el medio tradicional respecto al alterno, cuando
se inocul6 sobre turba. El inoculante conservé su calidad
en refrigeracion durante 30 dias. Las cepas J01, T14 y C2
mostraron buen indice de crecimiento sobre el medio
alterno; no se presentaron diferencias significativas en los
recuentos entre las cepas J01 y T14, mientras que la cepa
C2 crecié mejor en el medio alterno.

Palabras clave: rizobios, disefio Plackett-Burman, diseno
factorial fraccionado, diseno Box-Behnken.

INTRODUCCION

EN SUELOS TROPICALES, el elemento mas limitante en
el desarrollo de las plantas es el nitréogeno (Franco y
Dobereiner, 1994), y para la solucion de este problema
se emplean indiscriminadamente fertilizantes de sintesis
quimica con el objetivo de mejorar la produccién de los
cultivos (Marin et al., 2003). Sin embargo, su uso esta
limitado por el alto costo y los efectos adversos sobre el
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medio ambiente, causando contaminacién de aguas sub-
terraneas, eutrofizacién, erosion y, en general, cambios
en la estructura fisico-quimica del suelo y una drastica
disminucion de la biota edafica (Justic et al., 1995; Raba-
lais et al., 1996; Tejada et al., 2005). Dentro del concepto de
agricultura sostenible surgen tecnologias limpias como
es la biofertilizacion con bacterias fijadoras de nitrogeno,
la cual se plantea como una alternativa segura, efectiva y,
sobre todo, econémica para recuperar la productividad
de los suelos (Mahecha, 2002; Sylvia et al., 2005). En los
sistemas ganaderos tropicales se propende por el uso de
plantas leguminosas debido a que muchas de ellas tienen
el atributo de asociarse con un grupo de microorganismos
denominados conjuntamente rizobios con los cuales esta-
blece una relacién simbiotica, mediante la cual la bacteria
provee ala planta de compuestos nitrogenados y la planta
a ésta de compuestos carbonados. Esta simbiosis se lleva a
cabo dentro de una estructura especializada denominada
nodulo, érgano capaz de llevar a cabo el proceso de fija-
cion. Existen evidencias que en cultivos de soya y otras
leguminosas esta asociacion puede proveer hasta 100% la
fertilizacién quimica nitrogenada (Gage, 2004). Sin embar-
go, muchas veces el proceso de produccion de bioinocu-
lantes basado en este tipo de bacterias es costoso debido al
medio de cultivo empleado para su multiplicacion; razon
por la cual, buscar alternativas representa un foco central
en el proceso de investigacion para la produccion de bio-
fertilizantes bacterianos (Rebah et al., 2007).

El disefio de medios de cultivo econdmicos para el
crecimiento de microorganismos para la disminucion
de costos en la produccion de bioinoculantes es de gran
importancia debido a que se crean condiciones favorables
para su adopcidn. Asi mismo, existen algunos métodos
estadisticos que son utilizados como herramientas efecti-
vas que permiten obtener una rapida aproximacion hacia
los factores clave que afectan el crecimiento celular (Ren
et al., 2008). El uso de disefios experimentales tanto para
la estandarizaciéon como para la optimizacién de medios
de cultivo esta bien documentado (Altaf et al. 2007; Gao
y Gu, 2007; John et al., 2007; Lofty, 2007). No obstante, la
aplicacion de estos disefios debe hacerse de forma ldgica
y subsecuente para lograr una buena aproximacion a las
concentraciones que maximizan el efecto sobre la variable
de respuesta (Ren et al., 2008) teniendo en cuenta las dife-
rencias fisioldgicas que puedan presentar los microorga-
nismos de interés.

El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar un
medio de cultivo complejo haciendo uso de productos y
subproductos agroindustriales para la multiplicacion de la
cepa C50 de Rhizobium sp., la cual es capaz de nodular la
leguminosa forrajera Leucaena leucocephala y, ademas, pro-
bar la efectividad del medio sobre otras cepas de rizobios
que nodulan leguminosas de importancia econémica.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion y mantenimiento de los microorganismos
utilizados

Las cepas C50 y T14 de Rhizobium sp., y la cepa J01 de
Bradyrhizobium sp., utilizadas en el presente estudio
provinieron del Banco de germoplasma de microorga-
nismos con potencial biofertilizante del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Centro de Biotecnologia
y Bioindustria —-CBB- Corpoica C.I Tibaitata. La cepa
C2 capaz de nodular la leguminosa forrajera Clitoria
ternatea fue obtenida en estudios previos adelantados
por los autores en el mismo laboratorio. Se us6 la cepa
C50 para todos los ensayos relacionados con el disefio
del medio de cultivo. Todas las cepas fueron propaga-
das en medio levadura-manitol-agar (LMA) a 28 + 2°C
(Vincent, 1970). La cepa C50 fue conservada en glicerol
30% a -20°C, y las otras cepas se mantuvieron en tubos
con medio LMA inclinado a 4 + 2°C y descritas fenotipi-
camente (descripciéon macro y microscopica). El medio
levadura-manitol (LM) tiene la misma composicién del
LMA sin adicién de agar.

Estandarizacion del indculo

Se tomaron 100 mL de indéculo de la cepa C50 crecida a
28 + 2°C y 150 rpm (condiciones estandar) durante 20 h,
las cuales se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min y
se resuspendieron en solucién salina estéril (SS) (NaCl
0,85%) a un cuarto de su volumen. La concentracion de la
suspension de células fue ajustada a 2 g de células/L (peso
seco) empleando SS estéril y utilizada en todos los disefios
estadisticos a razon del 1% del volumen del medio.

Obtencidn y caracterizacion de las fuentes de
crecimiento

Las seis fuentes de crecimiento: glicerol, sacarosa, melaza,
glutamato, extracto de levadura y extracto de soya, y las
sales —grado analitico- fueron provistas por el Labora-
torio de Microbiologia de Suelos del CBB Corpoica. El
contenido de nitrégeno y carbono total de las fuentes fue
determinado en el Laboratorio de Quimica de Suelos del
C.I. Tibaitata, Corpoica.

Determinacion de la concentracion celular

La concentracion celular (UFC/mL) fue determinada
por medio de la técnica de recuento en placa sobre medio
LMA, realizando diluciones seriadas en base diez desde
10° hasta 10"°. El tiempo de incubacion fue de 24 h para
las cepas C50 y T14, 120 h para J01 y 144 h para C2, y se
aplicé una temperatura promedio de 28 + 2°C.
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Estrategia experimental, métodos estadisticos y
software

Se emplearon diferentes disefios estadisticos subsiguien-
tes para seleccionar y optimizar, de forma preliminar, la
concentracion de varias fuentes de crecimiento sobre la
multiplicacién de la cepa C50. El proceso incluyé prime-
ro la identificacién de los sustratos influyentes (disefio
Plackett-Burman), para asi enfocar la investigacién sobre
un subconjunto de sustratos criticos del medio (Plackett y
Burman, 1946) (tabla 1). Posteriormente, se aplicaron dos
disefos factoriales fraccionados para acercarse al 6ptimo
de la respuesta de la bacteria en cuanto a producciéon de
células sobre el medio de cultivo y, finalmente, se generd
un disefio de superficie de respuesta para optimizar las
concentraciones que maximizaban la respuesta: Box —
Behnken (Box y Behnken, 1960). Para los ensayos de via-
bilidad se us6 la prueba de ANOVA y el test de Tukey con
una confianza del 95%.

Tabla 1. Fuentes de crecimiento, codificacion y niveles para el disefio
Plackett-Burman

Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1)

Factores Variables

(8/L) (g/L)
Glicerol C1 1,26 3,78
Sacarosa C2 1,58 4,75
Melaza C3 0,99 2,96
Glutamato N1 0,09 0,21
Extracto de levadura N2 0,10 0,23
Extracto de soya N3 0,13 0,30
Cloruro de amonio N4 0,03 0,07
Sales S 0,50 0,10

Los disefios experimentales usados y los analisis esta-
disticos realizados fueron generados, ejecutados y ana-
lizados mediante el software estadistico Statgraphics
Plus (version 5.1, Statistics Graphical Corporation, USA).
Como control en cada uno de los disefios se empleo el
medio LM.

Estandarizacion del indculo para los ensayos del medio
de cultivo

Se adicioné el preindculo a razén de 1% del volumen
efectivo de trabajo, correspondiente al contenido de un
vial (1 mL), sobre un erlemeyer de 500 mL con relacién 1/5
y se llevé a incubacion a 28 + 2°C y 150 rpm (condiciones
estandar) durante 20 horas. Posteriormente, el cultivo se
centrifugé a 6000 rpm durante 10 min y se resuspendié
a un cuarto de su volumen inicial con solucién salina
estéril (NaCl 0,85%). Se tomaron 3 mL de la suspension
y se determino la absorbancia con el fin de calcular la

concentracion de peso seco de biomasa usando la curva
de peso seco y se ajusto asi el cultivo a 2 g de células/L de
suspension. La suspension resultante se empled en todos
los tratamientos generados en cada uno de los disefios
estadisticos subsecuentes a razén del 1% del volumen.

Cinética de crecimiento en el medio de cultivo alterno
y el tradicional

Un indculo con volumen final de 250 mL fue preparado a
partir de una suspension de 2 g de células/L y a razén de
1% en medio tradicional (LM) y alterno (Rojas, Garrido,
Bonilla -RGB) con relacion ¥4 y condiciones de incubacion
estandar; el ensayo se realizé por triplicado. La cinética
fue determinada mediante peso seco (A = 540 nm).

Evaluacion del medio alterno sobre el crecimiento de
otras cepas de rizobios

Un cultivo crecido de las cepas T14 de Rhizobium, J01 de
Bradyrhizobium y la cepa C2 de 48, 120 y 144 horas, respec-
tivamente, fue inoculado a razén del 1% en 25 mL de medio
LM y RGB, y se incubaron durante los mismos periodos
de tiempo. Posteriormente, se estimé la poblacion celular
mediante la técnica de recuento en placa sobre medio
LMA, realizando diluciones seriadas en base diez. Se usa-
ron las condiciones de incubacién estandar. Cada ensayo se
realizo por triplicado y se emple6 una prueba t con 95% de
confianza para el andlisis de los datos obtenidos.

Prueba de estabilidad preliminar sobre soporte (turba)

Se inocularon 400 g de turba en bolsas de polietileno de
alta densidad con 100 mL de un cultivo de 20 h de la cepa
C50 crecida en LM (tratamiento 1) y RGB (tratamiento 2).
Las bolsas inoculadas se incubaron a 28 + 2°C durante
24 h se refrigeraron a 4 + 2°C. Se hicieron recuentos a los
0, 15 y 30 dias de refrigeracién. El ensayo constd de dos
tratamientos y cinco repeticiones, como control negativo
se inoculo el soporte con medio estéril. Para este ensayo se
empled un disefio completamente aleatorio.

Analisis econdmico
Se realizé un andlisis de los costos de produccion del

medio de cultivo a volumen de un litro teniendo en cuen-
ta el costo de los reactivos empleados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion fenotipica de las cepas

Las caracteristicas macroscopicas de las cepas del estudio
coincidieron con la descripcion registrada por Kuyken-
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Tabla 2. Descripcion macroscopica de las cepas

Descripcion macroscopica

Cepa Tamaiio de Formacion Tiempo d Color ‘.
. o po de . ‘e Formade  Formacion
las colonias de'acn'!o ©  recimiento delas  Transparencia Elevacién las colonias  de moco Borde
(mm) alcali/ colonias
Rhizobium sp. C50 3 Ac R T T C R P Li
Rhizobium sp. T14 2-3 Ac R T T C R P Li
Bradyrhizobium sp. JO1 2 Ac L BL 0 C R P Li
C2 1 Al L BL 0 C R A Li

1/: Descripcion de las cepas en LMA + azul de bromotimol.

Ac: 4cida, Al alcalin, N: neutra, R: répido, L: lento, T: transparente, BL: blanca/lechosa, T: translcida, O: opaca, C: convexa, R: redondas, P: presente, A: ausente, Li: liso.

dall (2005) y Kuykendall y colaboradores (2005) (tabla 2).
Microscopicamente todas las cepas se describieron como
bacilos gram-negativos.

Determinaciéon del contenido de carbono y nitrogeno
total en las fuentes de crecimiento

Los resultados de los analisis quimicos en relacion con las

concentraciones de carbono y nitrogeno total de las fuen-
tes usadas se encuentran relacionados en la tabla 3. Estos

Tabla 3. Contenido de carbono y nitr6geno total en las fuentes de

crecimiento

Fuente % carbono % nitrogeno C/N
Glicerol 52,9 <0,01 52,9
Sacarosa 42,1 <0,01 42,1
Melaza 67,5 0,16 4219
Glutamato 35,4 8,27 43
Extracto de levadura 84,8 7,52 1,3
Extracto de soya 721 5,88 12,3
NH,CI 0 0,26 0

Tabla 4. Disefio Plackett-Burman con ocho factores y resultados

calculos fueron empleados para obtener las cantidades a
utilizar de cada una de las fuentes utilizadas sin alterar la
relacion carbono-nitrégeno del medio LM estandar para
el crecimiento de rizobios (Vincent, 1970).

Fase de tamizaje: diseiio Plackett-Burman (Disefio P-B)

El disefio P-B fue usado para identificar las variables
que tenian efecto significativo sobre el crecimiento celu-
lar. Se analizaron ocho variables, los niveles: alto (+) y
bajo (-) se seleccionaron de acuerdo con los criterios de
aumento en la concentracion celular y costo econdémico.
Los resultados del disefio P-B que se implemento con 12
tratamientos y dos niveles de cada variable se presen-
tan en la tabla 4.

Ninguno de los factores tuvo un efecto estadistica-
mente significativo (p > 0,05) sobre el crecimiento de la
cepa C50 (tabla 5), por lo tanto, la seleccion de fuentes de
crecimiento se realiz6 de acuerdo con parametros de costo
econdmico y disponibilidad en el mercado. Se seleccio-
naron dos fuentes de carbono (glicerol y melaza), dos de
nitrégeno (glutamato y extracto de levadura) y sales.

Factores codificados

Corrida Recuento Recugnto
c1 Q 3 N1 N2 N3 N2 s observado predicho

1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 3,39X10™0  4,322X10%
2 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 2,18X10®  2,369X10%
3 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 3,63X10@  2,690X10%
4 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 5,47X10"  4,566X10%
5 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 7,25X100  8,159X10%
6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 4,49X100  4,296X10"
7 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 5,61X10®  4,680X10%
8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 7,55X100  6,641X10%
9 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 8,64X10®  6,990X10%
10 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 4,78X100  4,974X10%
11 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 1,78X100  3,431X10%
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 4,96X10"  6,607X10%
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Tabla 5. Efectos y andlisis de variables por método estadistico

Fuente GLY Efecto estimado Suma de cuadrados Radio - F Valor p
C1 1 -10,44X10° 9,82X10%° 0,56 0,4625
C2 1 1,01X10° 9,17X10% 0.01 0,9431
C3 1 15,40X10° 2,13X10% 1.21 0,2816
N1 1 -4,64X10° 1,93X10% 0,11 0,7429
N2 1 -12,60X10° 1,43X10% 0,81 0,3765
N3 1 -2,83X107 7,22X10' 0.00 0,9984
N4 1 3,81X10° 1,30X10% 0,07 0,8510

S 1 -25,10X10° 5,67X10% 3,21 0,0846

1/: GL: Grados de libertad. El error estandar fue de + 4,20X10%. Las concentraciones de cada fuente se encuentran consignadas en la tabla 1.

El analisis de regresion generd la siguiente ecuacion
lineal:

Y =4,978X10'"" - 5,223X10°* C, + 5,047X10* * C, + 7,703X10°
* C,—2,321X10° * N, - 6,303X10° * N, — 1,416X10” * N, +
1,905X10° * N, - 1,255X10° * S 1)

Fase de mejoramiento: disefio factorial fraccionado 1
(DFF1)

Se aplicé un disefio factorial fraccionado sobre las fuentes
seleccionadas en el disefio P-B usando las mismas concen-

traciones (tabla 6).

Tabla 6. Efectos y andlisis de variables por método estadistico

No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los recuentos del DFF1 y los del P-B, por lo tanto la elimi-
nacion de los sustratos no afectd la viabilidad celular y se
descarta cualquier tipo de interaccidn entre los compues-
tos seleccionados y los omitidos del medio de cultivo. En
el DFF1 dos fuentes, el glutamato y el extracto de levadu-
ra, presentaron un efecto significativo sobre el crecimiento
celular (p < 0,05) (tabla 7). Esto se puede atribuir a que
el glutamato no sdlo representa una fuente de grupos
amino, sino también a que puede actuar como interme-
diario metabolico para la sintesis de otros aminoacidos
o de bases nitrogenadas, compuestos esenciales para el
desarrollo celular (Matheus et al., 2002). Por otra parte,

Factores codificados'/

Corrida Valor observado? Valor predicho
C1 c3 N1 N2
1 -1 +1 -1 -1 -1 2,50X10° -1,22X10"°
2 +1 -1 +1 -1 -1 2,79X10 4,29X10
3 +1 +1 -1 +1 -1 2,56X10° 1,73X10"°
4 -1 +1 +1 -1 +1 1,20X10"° 2,68X10
5 +1 +1 +1 +1 +1 7,11X10' 5,63X10
6 -1 -1 -1 +1 +1 3,27X10' 4,77X10'
7 +1 -1 -1 -1 +1 3,62X10 2,12X10
8 -1 -1 +1 +1 -1 8,44X10" 6,94X10°

1/: En g/L las concentraciones ajustadas fueron: C1 nivel alto (+) = 5,67; nivel bajo (-) = 1,89; C3 nivel alto (+) = 4,44, nivel bajo (-) = 1,48; N1 nivel alto (+) = 0,43, nivel bajo (-) = 0,18; N2 nivel alto (+) = 0,47, nivel bajo (-) =

0,20; S nivel alto (+) = 0,50, nivel bajo (-) = 0,10.
2/: Resultado de tres mediciones.

Tabla 7. Efectos y andlisis de variables por método estadistico

Fuente GL Efecto estimado Suma de cuadrados Radio - F Valor p
C1 1 1,54X10° 1,42X10™ 0,02 0,8998
C3 1 -23,3X10° 3,26X10%! 3,73 0,0713b
N1 1 30,3X10° 5,52X10%! 6,32 0,0230ab
N2 1 28,0X10° 4,71X10% 5,39 0,0338ab
S 1 8,65X10° 4,49X10%° 0,51 0,8722

a: variables con efecto significativo sobre la multiplicacion de la cepa con confianza 95%.
b: variables con efecto significativo sobre la multiplicacion de la cepa con confianza 92,5%.
R? corregido = 0,60.
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el extracto de levadura representa no sélo una fuente
de compuestos nitrogenados sino también de elementos
traza, cofactores enzimaticos, vitaminas y acidos nuclei-
cos, entre otros, que favorecen el desarrollo de la bacteria
(Takahashi et al., 2006; Edens et al., 2002).

Las fuentes de carbono y de sales evaluadas no tuvie-
ron efecto significativo (p > 0,05) sobre el crecimiento de la
cepa C50, por lo tanto en los disefios posteriores se utilizd
el nivel inferior (-1) de cada una de las fuentes (tabla 7);
la melaza tuvo un efecto significativo negativo, por tanto
fue empleada para los estudios posteriores en el nivel
inferior.

El analisis de regresion gener6 la siguiente ecuacion
lineal:

Y=3,368X10"-1,165X10"* C,+7,716X10°* C, +1,517X10"
* N, +1,401X10" * N, + 4,328X10° * S (2)

Fase de mejoramiento: disefio factorial fraccionado 2
(DFF2)

Se modificé la concentracion de glutamato, extracto de
levadura y melaza en el mismo sentido del efecto estima-
do para la variable (tabla 8).

El analisis estadistico del DFF2 revel6 que las tres fuen-
tes tuvieron un efecto significativo sobre la variable de
respuesta (p < 0,05), el glutamato tuvo un efecto positivo
sobre el crecimiento celular mientras que el extracto de
levadura y la melaza tuvieron un efecto negativo (tabla 9).
La melaza nuevamente tuvo el mismo efecto, lo cual obli-

g6 a disminuir ain mas la concentracion de esta fuente.
Por otra parte, el glutamato nuevamente ejerci6 un efecto
positivo sobre el crecimiento mientras que el aumento
en la concentracion de extracto de levadura no favore-
cid el desarrollo celular. Este efecto negativo se explica
porque la concentracion de extracto de levadura pudo
haber superado el limite de tolerancia de la cepa, lo cual
provoco distorsion en las células, y por consiguiente una
disminucion en la viabilidad celular dentro del medio de
cultivo, lo cual ha sido confirmado por diversos estudios
que demuestran que existe una relacién intima entre estas
variables (Skinner et al., 1976).

El analisis de regresion gener6 la siguiente ecuacion
lineal:

Y = 4,582X10 - 2,288X10 * C, + 1,615X10 * N, -
2,007X10" * N, )

Fase de optimizacion: disefio Box Behnken

Los disefnos de superficie de respuesta dan un acerca-
miento preliminar a las concentraciones que optimizan la
variable dependiente: concentracion celular. En la evalua-
cion de las 15 corridas para la optimizacién de tres para-
metros individuales, la maxima concentracion celular se
obtuvo cuando la melaza se encontrd en el nivel inferior y
el extracto de levadura y el glutamato se encontraban en
el superior. Los datos fueron analizados con el método de
andlisis de regresiéon multiple usando Statgraphics Plus
5.1; la siguiente ecuacién polinomial fue derivada para
representar la produccién de biomasa como una funcién
de las variables independientes analizadas.

Tabla 8. Disefio de superficie de respuesta: Box Behnken y resultados con niveles factor

Factores codificados'/ Factores no codificados (g/L)
Corrida Valor observado®*  Valor predicho
c3 N1 N2 c3 N1 N2
1 -1 1 -1 1,48 0,66 0,46 1,06X10" 1,05X10"
2 1 1 1 2,96 0,66 0,73 1,99X10% 1,90X10%
3 0 0 0 2,22 0,54 0,59 4,22X10' 4,58X10'
4 1 -1 -1 2,96 0,42 0,46 2,78X10" 2,69X10'
5 -1 -1 1 1,48 0,42 0,73 3,34X10™° 3,25X10'
1/:Eng/L: C1=1,89y S=0,10 se dejaron constantes.
2/ Resultado de tres mediciones.
Tabla 9. Efectos y andlisis de variables por método estadistico
Fuente GL Efecto estimado Suma de cuadrados Radio - F Valor p
C3 1 -4,57X10" 6,28X10% 10,85 0.0093a
N1 1 3,23X10" 3,12X10% 5,40 0.0452a
N2 1 -4,01X101" 4,83X10% 8,34 0.0179

a: variables con efecto significativo sobre la multiplicacién de la cepa con confianza 95%.
R? corregido = 0,76.
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Y = 4,802X10° + 1,567X10° * N, + 1,077X10 * N, -
1,999X10% * C, + 1,319X101 * N2 + 2,542X10% * N, N, —
2,301X10° * N,C, ~ 8,498X10° * N2 - 7,125X10° * N,C, +
3,168X10° * C2 (4)

Las superficies de respuesta fueron graficadas usando
el software Statgraphics Plus 5.1 para estudiar los efectos
de los parametros y sus interacciones sobre la produc-
cién de biomasa (tabla 10). Los graficos de superficie
de respuesta tridimensionales son presentados en las
figuras 1, 2 y 3.

Se obtuvo un incremento en la concentracion celular
cuando el glutamato y el extracto de levadura se
encontraban en el nivel superior (figura 1). Los resultados
descritos estdan acordes con los obtenidos por Meade
y colaboradores (1985), quienes en un fermentador de
200 L llevaron a cabo la multiplicaciéon de una cepa de
Rhizobium leguminosarum bv vicige usando un medio de
cultivo basado en levadura grado industrial y obtuvieron
después de 40 h recuentos superiores a 2 X 10° UFC/
mL. La interaccién entre estas fuentes ejerciéo un efecto
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Glutamato

positivo sobre el aumento en la biomasa (p < 0,05) (tabla
10), lo cual pudo deberse a que algunos de los cofactores
enzimaticos presentes en el extracto de levadura provocan
un mejor metabolismo tanto catalitico como de sintesis
del glutamato, lo que repercute en una mayor obtencion

Glutamato

Figura 2. Grdfico de superficie de respuesta entre las variables melaza y
glutamato. EI maximo efecto se da cuando la concentracion de extracto de
levadura esta en el nivel superior y la de melaza en el inferior. Confianza 95%

(XLE1) .~
L
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Figura 1. Gréafico de superficie de respuesta entre las variables glutamato
y extracto de levadura. El maximo efecto se da cuando la concentracion de
glutamato y extracto de levadura estan en el nivel superior. Confianza 95%

Tabla 10. Efectos y anélisis de variables por método estadistico

Figura 3. Grédfico de superficie de respuesta entre las variables exiracto
de levadura y melaza. EI maximo efecto se da cuando la concentracion de
glutamato esta en el nivel superior y la de melaza en el inferior. Confianza 95%

Factor GL" Efecto estimado Suma de cuadrados Radio - F Valor p
C3 1 -3,99X107 9,59X10%! 8,40 0,0066 a
N1 1 3,13X10% 5,89X10% 516 0,0297a
N2 1 2,15X101% 2,78X10% 2,44 0,1280

C3 X N1 1 -4,60X10 6,35X10% 5.57 0,0244a

N1 X N2 1 5,08X101% 7,75X10% 6.80 0,0136a

C3 X N2 1 -1,42X10™ 6,09X10% 0.53 04714

N1 X N1 1 2,63X10% 1,92X10% 1,69 0,2027

N2 X N2 1 -1,69X101 8,00X10%° 0,70 0,4086

C3XC3 1 6,33X10° 1,11X102 0,10 0,7570

1/: GL: grados de libertad.
a: variables con efecto significativo sobre la multiplicacién de la cepa con confianza 95%.
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de energia y de intermediarios metabdlicos clave para la
sintesis de biomoléculas, y por tanto mayor productividad
en biomasa (Matheus et al., 2002).

Sin embargo, la interaccién entre ambas fuentes de
crecimiento con la melaza provocaron un efecto negativo
sobre la variable respuesta (figuras 2 y 3); ademas, el efec-
to individual de ésta también fue negativo (p < 0,05) (tabla
10), por lo tanto se deduce que la presencia de melaza
afecta el crecimiento celular. Efecto que puede atribuirse
a la presencia de residuos téxicos como pesticidas, hidro-
carburos o metales pesados, que pueden haber llegado
a la fuente en el transcurso de su proceso, y que pueden
afectar el crecimiento celular por bloqueo de la maqui-
naria enzimatica de la célula, dafio en las membranas,
alteracion conformacional o estructural del material gené-
tico, inhibicién de rutas metabdlicas, entre otras (Atlas y
Bartha, 2002; Delorme et al., 2003). No obstante, aunque el
efecto resulto ser significativo (p < 0,05), los recuentos son
altos, luego es posible que estos compuestos se encuen-
tren en bajas concentraciones (tabla 10).

Cinética de crecimiento de la cepa C50 sobre los
medios de cultivo alterno y tradicional

La composicion del medio de cultivo alterno RGB descrito
en términos de g/L es el siguiente: glicerol 1,89, melaza
0,67, glutamato 0,90, extracto de levadura 0,60 y sales
0,10. Con éste y el medio LM se realizaron las cinéticas de
crecimiento de la cepa C50 (figura 4).
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Figura 4. Cinética de crecimiento de la cepa C50 de Rhizobium sp. en
medio LM (e) y en medio alterno RGB (m). La cuantificacion se realizd
pOr Peso Seco

Se realiz¢ la linealizacion de las fases exponenciales de
crecimiento para obtener los parametros cinéticos: tiempo
de duplicacién (td) y velocidad especifica de crecimiento
(ux) (tabla 11).

Los resultados muestran que la velocidad de creci-
miento en el medio LM fue aproximadamente dos veces
mayor que en el medio alterno RGB. Esto se pudo deber
a que dentro de la composicion del RGB hay sustratos
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Tabla 11. Parametros cinéticos

Valor
Parametro
LM RGB
Tiempo de duplicacion 2,676 h 4,472 h
Velocidad especifica de crecimiento 0,259 h 0,155 h"

complejos como la melaza que crean la necesidad a las
células de expresar una mayor variedad de enzimas cata-
liticas que puedan llevar a cabo la degradacion de estos
sustratos, lo que repercute en mayor gasto energético
por parte de la célula y en consecuencia, menor veloci-
dad de crecimiento.

El crecimiento de la cepa C50 sobre el medio LM fue
normal y las fases de crecimiento presentaron el compor-
tamiento caracteristico; en contraste, en el medio RGB se
presentaron varias diauxias, tanto en la fase exponencial
como en la estacionaria, lo que de manera directa refleja la
presencia de sustratos complejos. Una diauxia, conocida
como el metabolismo de dos sustratos, es frecuentemente
observada cuando dos o mas fuentes de carbono son usa-
das en el mismo medio (Tsuji et al., 1997). Ademas de la
diauxia entre la hora 15 y 17, se observaron una serie de
diauxias entre la hora 36 y la 63. Es posible que el meta-
bolismo en la fase estacionaria de crecimiento haya sido
sostenido por la melaza, lo cual es evidente por las fluc-
tuaciones presentadas, lo que refleja cambios sucesivos
en la fuente de carbono que se estd metabolizando. Esto
confirma lo asegurado por Oliver y colaboradores (1999),
quienes afirman que uno de los inconvenientes que se
generan del uso de medios de fermentacién complejos
es la presencia de una serie de diferentes formas de com-
puestos dentro del mismo macronutriente dando lugar a
patrones de crecimiento cripticos.

El medio RGB tard¢ 25 horas en llegar a la fase estacio-
naria mientras que el LM, s6lo 17 horas, lo cual puede ser
explicado por los argumentos mencionados anteriormen-
te acerca de la complejidad bioquimica del medio alterno.
La cantidad de biomasa del medio LM siempre fue mas
alta que la del RGB, sin embargo no hubo diferencias esta-
disticamente significativas (p > 0,05) entre los recuentos
de ambos medios en la fase estacionaria. Es posible que el
medio LM induzca la produccién de exopolisacaridos los
cuales afectan la turbidez del medio de cultivo.

Estabilidad en turba

La evaluacion de viabilidad celular tanto en el medio
alterno RGB como en el tradicional LM sobre el soporte
sdlido (turba) mostré que no hubo diferencia estadis-
ticamente significativa entre los recuentos (p < 0,05)
inicial, a los 15 y a los 30 dias de la refrigeracion (figura
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Figura 5. Estabilidad de los microorganismos en el soporte con el medio
de cultivo tradicional y el alterno. En blanco el medio LM y en negro el
RGB; no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los recuentos
de los diferentes tratamientos ni en los diferentes tiempos

5). En el RGB, la pérdida de viabilidad a los 30 dias fue
cercana al 50% y en el medio LM de casi 60%, lo cual
significa que los recuentos no disminuyeron ninguna
unidad logaritmica. Segtin la prueba de comparacién
de muestras multiples de Tukey HSD con 95% de con-
fianza, no existe diferencia estadisticamente significati-
va entre la pérdida de viabilidad en el medio alterno y
el tradicional. Esto se pudo deber a que el medio RGB
presenta una alta variedad de nutrientes (Khavazi et
al., 2007), en especial fuentes de carbono atribuidas a
la presencia de melaza y extracto de levadura, princi-
palmente, lo que hace que el metabolismo bacteriano
sea mas lento debido a que el microorganismo debe
sintetizar una mayor diversidad de enzimas para el
mantenimiento celular (Matheus, 2002; Edens et al.,
2002); sumado a esto, la baja temperatura provoca un
frenado parcial de la actividad celular (Matheus et al.,
2002), por lo tanto el efecto conjunto puede provocar el
mantenimiento de la cepa en el soporte por un periodo
prolongado de tiempo.

Evaluacién del medio RGB sobre otras cepas de
rizobios

No hubo diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05) en el valor de la concentracién celular (UFC/mL)
en ambos medios de cultivo, el tradicional y el alterno,
cuando se trabajo con la cepa T14 de Rhizobium sp., que
nodula trébol ni en la cepa J01 de Bradyrhizobium sp.,
que nodula soya (figura 6). Este resultado demuestra
de manera preliminar, que el medio RGB es apto para
el crecimiento de otras cepas de rizobios. Las cepas
de Rhizobium sp., en general, tienen una alta variedad
enzimatica, lo que les permite metabolizar un amplio
rango de sustratos (Stowers, 1985; Kuykendall et al.,
2005); esto corrobora los datos obtenidos con la cepa
T14 la cual presentd recuentos levemente mayores
sobre el medio RGB que sobre el LM. Las cepas del
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Figura 6. Crecimiento de las cepas J01, C2 y T14 sobre el medio alterno
y el tradicional. Cada recuento es el equivalente de tres mediciones. El
asterisco representa diferencias significativas (p < 0,05)

género Bradyrhizobium sp., por su parte, presentan
menor variedad metabdlica, dado que no son capaces
de degradar compuestos como disacaridos, trisacaridos
o algunos monomeros de carbohidratos (Stowers, 1985;
Kuykendall, 2005); de esta forma, su multiplicacion
requiere la adiciéon de fuentes de carbono mas
especificas. Sin embargo, la cepa J01 presentd recuentos
celulares similares en los dos medios de cultivo, lo cual
demuestra que las fuentes de crecimiento presentes en
el medio RGB son aptas para su crecimiento.

Por otra parte, existié una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,05) entre los recuentos de la cepa C2
en el medio LM y en el RGB (figura 6), favoreciendo asi
el crecimiento de ésta sobre el medio alterno. La con-
centracion fue aproximadamente cuatro veces mayor
en el medio RGB, lo cual es de gran importancia para el
desarrollo del proyecto financiador, ya que el arreglo sil-
vopastoril que se defini6é dentro de éste incluye plantas de
Leucaena leucocephala y Clitoria ternatea, noduladas por las
cepas C50 y C2, respectivamente. En consecuencia, para la
produccién de un bioinoculante basado en estas cepas de
rizobios, se puede inferir que el medio RGB es adecuado
para llevar a cabo el crecimiento de ambas, con lo cual
se puede llegar a disminuir los costos de produccion del
biofertilizante rizobiano.

Analisis de costos

El costo de produccién de un litro del medio LM fue
$2.784,30 mientras que un litro de RGB cuesta $68,41; por
lo tanto, la reduccion de costos fue aproximadamente del
98% con la utilizaciéon del medio alterno. Esto contribuye a
una disminuciéon importante en los gastos de produccion
de un biofertilizante basado en esta cepa de rizobio, lo
cual deriva en una disminucién del precio del producto y
por consiguiente en reduccion de costos en la fertilizacion
nitrogenada, generando beneficios a los productores.
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CONCLUSIONES

La estrategia de usar disefios estadisticos de manera
subsiguiente permitié estandarizar un medio de culti-
vo complejo para la multiplicacion de la cepa C50 de
Rhizobium sp.

Criterios de costo econdémico y disponibilidad en el
mercado permitieron la seleccion de cinco fuentes de
crecimiento, de las cuales tres mostraron influir de forma
estadisticamente significativa sobre el crecimiento de
la cepa. El analisis estadistico basado en el disefio Box-
Behnken permitio hallar las concentraciones que maximi-
zaban la respuesta.

El medio RGB tard¢ 8 horas mas que el LM para lograr

el maximo valor de biomasa, sin embargo la disminucion
en los costos de produccion del medio fue cercana al 98%
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y no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los recuentos de ambos medios.

El medio fue apto para el crecimiento de cepas de
rizobios de crecimiento lento, intermedio y rapido, las
cuales difieren metabdlicamente. Finalmente, el medio
mantuvo la poblacion celular sobre turba en el primer mes
de evaluacién; por tanto, el medio representa de manera
preliminar una opcioén para disminuir los costos de pro-
ducciéon de un inoculante basado en esta cepa.
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