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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS USADOS EN ESTA MEMORIA

Con A, Concanavalina: lectina de Canavalia ensiformis

D.O., Densidad optica

EPS o PSE, Exopolisacdrido o polisacarido extracelular
E.T.S.I1.A., Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos
Exoc, Mutantes superproductores de exopolisacarido

Exo , Mutantes no productores de exopolisacdrido (rugosos)
FBN, Fijacién Bioldégica de Nitrdégeno

el Ferredoxina reducida

red’

Fdox, Ferredoxina oxidada

FITC-Con A, Tioisocianato de fluoresceina-Concanavalina
FITC-SBL, Tioisocianato de fluoresceina-lectina de soja
Fix+, Fenotipo fijador

Fix , Fenotipo no fijador

Fla , Fenotipo no flagelado

GDH, Glutamato deshidrogenasa

GS/GOGAT, Glutamina sintetasa/Glutamato sintasa
Ha, Hectarea

HPLC, Cromatografia liquida de alta resolucidn
Hup+, Fenotipo hidrogenasa positivo

Hup , Fenotipo hidrogenasa negativo

KDO, Acido 3-desoxi-D-manooctulosdnico

LPS, Lipopolisacarido

M+, Fenotipo multiplicador de fagos

M , Fenotipo no multiplicador de fagos
MDS, Minima diferencia significativa

Mot , Fenotipo no moévil

PSC, Polisacéarido capsular

B



Om, Quintal métrico (100 Kilogramos)
Rif, Rifampicina

SBL, Lectina de soja

Str, Estreptomicina

Tc, Tetraciclina

Tm, Tonelada métrica (1000 Kilogramos)

u.f.c., Unidad formadora de colonia
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Esta Memoria describe una serie de investigaciones
cuyo fin Gltimo es el disefio de estirpes y condiciones épti-
mas para la fabricacidén de inoculantes para leguminosas. Los

objetivos concretos que se han abordado son los siguientes:

l. Disefio de un medio de cultivo que, ajustandose a los

requerimientos nutritivos de Rhizobium meliloti, sea lo mas

econdmico posible. Téngase en cuenta que pequenas diferencias
en el precio de los productos empleados, diferencias que se-
rian irrelevantes en un laboratorio de investigacién, adquie
ren importancia a escala industrial y obviamente repercuten

en el precio de venta.

2. Aislamiento de mutantes de R.meliloti alterados en

la produccién de polisacdrido extracelular. En la literatura
existen numerosos datos que sugieren que los polisacaridos
extracelulares de Rhizobium participan en el establecimiento
de la simbiosis. Por tanto seria interesante determinar cua-
les son las caracteristicas 6ptimas de composicién y nivel
de produccidn de polisacarido, con el fin de disefiar estir-
pes de infectividad maxima. Pero ademéas, de cara a la utili-
zacién de esas estirpes para la fabricacién de inoculantes a
escala industrial, hay que asegurarse de que la introduccién
de mutaciones beneficiosas no afecta a la capacidad de super
vivencia en el soporte (téngase en cuenta que los inoculan-
tes son almacenados durante semanas o meses, antes de ser
utilizados). De ahi que en esta Memoria se hayan incluido
estudios de supervivencia de las estirpes elegidas como 6pti

mas.

3. Estudio de interacciones entre estirpes bacterianas
y ecotipos y/o variedades de leguminosas huésped. Aungque una
determinada especie de Rhizobium sea capaz de infectar una
gran variedad de plantas (que definen su "grupo de inocula-
cién" ), puede haber diferencias en la eficiencia simbidética
a causa de fendémenos de adaptacidén (ej. seleccidn de genoti-
pos bacterianos 6ptimos por la leguminosa huésped). Con esta
filosofia, se puede abordar el estudio de la eficiencia sim-

bidética de diferentes estirpes de R.meliloti frente a distin

tas leguminosas-huésped, con el fin de determinar qué estir-
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pes son mas apropiadas para un determinado cultivar o ecoti-

po.
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El ritmo actual de crecimiento de la poblacién mundial
se ha estimado en un 2,7% anual en los paises en vias de de
sarrollo y en un 0,9% en los paises desarrollados; ello sig
nifica que en el préximo siglo, si continGa la misma tasa de
crecimiento, la poblacién mundial serd de 11.000 millones de
habitantes. En contraste, la tasa de produccién de alimentos
crece a un ritmo anual del 3%, de modo que seria deseable du
plicar o incluso triplicar los actuales rendimientos agrico-
las para satisfacer los requerimientos de una poblacién cre-
ciente. Si tenemos en cuenta que mas del 70% de las protei-
nas necesarias son de origen vegetal, principalmente de legu
minosas y cereales, y que la produccién animal requiere fo-
rrajes, grano y/o leguminosas, es obvio que habrd que incre-
mentar los rendimientos de estas fuentes de proteina mien-
tras que otras fuentes naturales o sintéticas no estén dispo

nibles a gran escala.

El aumento de la productividad agricola en los Ultimos
25 afos ha estado estrechamente relacionado con las innovacio
nes tecnoldgicas, el uso de pesticidas y con la introduccién

de variedades mejoradas, fundamentalmente de arroz, trigo,
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Cebada y maiz. En los ambientes naturales existe un delicado
equilibrio entre la tasa de crecimiento vegetal y el aporte
de nitrégeno. La velocidad de acumulacién de este elemento,
a través de la fijacién de N2 Yy los procesoso de amonifica-
€ién y nitrificacién, junto con las pérdidas por lixiviacién
Yy desnitrificacién, determinan la cantidad de N disponible
en el suelo. Pero bajo condiciones de cultivo intensivo, el
N organico (fijado en el material vegetal) es retirado en ca
da cosecha y no se recicla. Por esta razén los siétemas agri
colas son altamente dependientes de la aplicacién de fertili
zantes nitrogenados, que hasta ahora han sido una fuente de
N apropiada y econdémica.

Se ha estimado que el volumen de N que anualmente se re
retira del suelo como consecuencia de 1la actividad agricola
es de 140 x 106Tm/aﬁo. Puesto que la aplicacién de fertilizan
tes nitrogenados es de 25-60 x 106Tm/aﬁo, de las cuales se
aprovechan menos del 50%, la Fijacién Biolégica de Nitrégeno

(FBN) y el estercolado deben aportar del orden de 100 millo-
nes de Tm de N/afio.

Como ilustracién de lo que decimos, puede observarse en
la Figura 1 la evolucién del consumo de fertilizantes en Es-
pafia durante las dos ultimas décadas. Se observa una tenden-
cia a aumentar el uso de fertilizantes nifrogenados, mientras
que para el mismo periodo el de fosforados Y potasicos perma
nece constante. Los gastos econdémicos derivados del empleo
de estos productos se han elevado desde 10.690 millones de
pesetas en 1965 a 107.076 millones en 1983. Los costes de pro
ductos fitosanitarios han evolucionado desde 2.170 a 25.910
millones de pesetas y los de Energia (Electricidad méas Carbu
rantes) se han multiplicado por 25, segin los datos recogi-
dos en el Anuario de Estadistica Agraria de 1983. Hay que ana
dir el impacto ambiental, no facilmente estimable, derivado

de la sintesis industrial y utilizacién irracional de ferti-
lizantes.

Hoy por hoy, la fuente principal de proteinas para con-

sumo humano y animal procede de las leguminosas y cereales.
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Mientras los programas de mejora vegetal han afectado de for
ma positiva a los Gltimos, las leguminosas, con mayor conte-
nido en proteinas (la mayoria sobrepasa el 20% en sus semi -
llas), se siguen cultivando de forma tradicional y con culti
vares poco seleccionados. Las Unicas excepciones son la soja
Yy el cacahuete, que han sido objeto de una extraordinaria la
bor de seleccidén para incrementar la proporcién de grasa.
Conviene recordar aqui que en los cereales existe un equili-
brio (correlacién negativa) entre produccién y contenido en
proteinas, que no ocurre en las leguminosas (salvo en soja).
Ello permitiria una seleccién que elevara el contenido pro-

teico sin que la produccién se viera afectada (de Haro,1983).

La mayor atencién prestada a los cereales queda parcial
mente reflejada en la Figura 2, donde se comparan los datos
histéricos de superficie y rendimiento del cultivo de trigo
frente a los de leguminosas de grano, excluida la soja. En
el mejor periodo, al principio de la década de los sesenta,
la superficie total destinada a leguminosas grano (judias se
cas, habas secas, lentejas, garbanzos, guisantes secos, veza,
almortas, altramuz, algarrobas y yeros) era una cuarta parte
de la dedicada a trigo. Por otro lado, los rendimientos de
trigo en las Ultimas décadas se han duplicado, mientras que
los de las leguminosas de grano se han mantenido practicamen
te constantes desde los afios setenta. Igual comentario podria

hacerse con respecto al maiz.

En Espafia el cultivo de la soja se introdujo en la déca
da de los 70; la maxima superficie dedicada ha sido 24.752
hectareas (en 1974), y desde entonces el cultivo esta en fran
ca regresidn: 1.062 Ha en el ano 1983. Ese mismo afio se im-
portaron casi 3 millones de Tm de grano por un valor superior
a las exportaciones de citricos y aceite de oliva juntos. En
muchas ocasiones se ha dicho que las importaciones de soja y
maiz bastan para hacer deficitaria a nuestra balanza agrico-
la. Obviamente no se ve la posibilidad de suprimirlas a cor-
to o medio plazo, pero si de compensarlas en parte con el

cultivo de leguminosas de grano, incluyendo la soja en aque-
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llas zonas donde se demuestre su conveniencia. Otras posibles
vias de actuacidén suponen: mejora de la relacién calidad-pre
cio de las leguminosas, para que ofrezcan al agricultor una
interesante alternativa de cultivo desde el punto de vista
econémico; racionalizacidén de la rotacién de cultivos, con
una mayor presencia de las leguminosas, lo que conllevaria

un aumento de la fertilidad del suelo.

El aporte real de N por parte de las leguminosas se ha
cuestionado en repetidas ocasiones, dado que la mayor parte
del N fijado se acumula en el grano. Sin embargo, existen in
dicios de una contribucién real en la alternancia "legumino
sa-cereal"; segin los resultados de Schroder y Hinson (1975},
el cultivo de soja contribuydé con 20 Kg N/Ha al siguiente
cultivo de centeno. En otro ensayo similar de rotacién de cul
tivos, se comprobdé que el beneficio del altramuz (Lupinus an-

gustifolius) al cultivo posterior de trigo fue equivalente a

80 Kg N/Ha (Herridge, 1982).

Por ultimo, para paliar en parte nuestra fuerte depen-
dencia de importacidén de proteinas y a su vez potenciar la
utilizacidén de leguminosas de grano autdctonas, seria conve-
niente adecuar la formulacién de los piensos preparados a ba
se de grano. Ello es posible desde el punto de vista técnico,
en particular con las habas; otras {(altramuz) tienen proble-
mas de téxicos que podrian solventarse con la utilizacidn de
variedades adecuadas ("dulces") o con un proceso industrial

de destoxificacidén (Moreno, 1983).

Otra partida importante de alimento para la produccidn
animal la constituyen los forrajes. La superficie (cosecha-
da) destinada al cultivo de alfalfa y a praderas polifitas
se ha duplicado desde el afio 1960 hasta principios de la dé¢
cada de los ochenta (Figuras 3 y 4). En este periodo los ren
dimientos se han incrementado en un 10 y un 20% respectiva-
mente; sin embargo, en los Gltimos afos se han estabilizado.
En el caso del trébol no sélo puede observarse una paulatina
disminucién de la superficie, sino también de los rendimien-

tos (Figura 5).
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Una de las causas de la falta de aumento en los rendi-
mientos de la alfalfa puede ser la utilizacién indiscrimina-
da y en ocasiones incorrecta de las variedades disponibles
en el mercado comercial. Esta utilizacién motiva, en algunos
casos, fracasos o falta de persistencia en diferentes zonas
con caracteristicas peculiares y determinantes, como son las

del SO. de la peninsula ( L. Olea, comunicacidén perso-
nal).

Por los motivos sefialados, la Fijacién Bioldgica de Ni-
trégeno adquiere un maximo interés como medio econémico Yy no
contaminante de fijar nitrdégeno, siendo cuantitativamente el
proceso mas importante de todos los implicados en el aporte
de N a los sistemas agricolas (Burris, 1977). Segin recientes
estimaciones, la FBN contribuye con un 69% al total de N fi-
jado (275 x 106Tm/aﬁo) mientras que la sintesis industrial
de fertilizantes supone un 15%. De la proporcidén atribuible
a la FBN, mas del 70% se debe a las asociaciones Rhizobium-
leguminosa. En la Tabla 1 se indican las estimaciones de la

Fijacién de N2 de algunos cultivos de leguminosas mas repre
sentativos.

ALGUNAS CONSIDERACIONES ENERGETICAS

La fijacidén industrial de nitrdégeno es un proceso alta-
mente consumidor de energia, estimandose en 3 x 108 barriles
de petrdleo el consumo de gas natural destinado anualmente a
la sintesis de amonio anhidro por el método Haber-Bosch. Aun

que la reduccidén quimica de N2 por H, es exergbnica, el alto

2

consumo de energia en la produccién de NH, se debe a la obten

3

cidén de HZ'

Los procesos de fijacién de nitrdégeno, tanto industrial
como bioldgica, pueden esquematizarse mediante la siguiente

ecuaciodn:

1/2 N, + 3/2 H,O

2 = 3/4 O, + NH

2 2 3

Ambos procesos dependen de aportes energéticos, gas na-
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Tabla 1.- Fijacién de N2 atmosférico en algunos

leguminosas mas representativos.

cultivos de

Leguminosa

Pratenses:

Tréboles
perennes

Tréboles
anuales

Lotus
Alfalfa

Veza

L.de grano:

Altramuz

Guisante y
lenteja

Judia

Soja

Tropicales:

Leucaena
Lotononis
Sesbania
Siratro

Cacahuete

Kg N Ha lado

-1

45-673

45-336

116
56-463
128-300
270-300
73-100

150-169
85
52-69
64
57-97

277
62
542
291
47

Referencia

Nutman, 1976

Nutman, 1976

Nutman, 1976
Nutman, 1976

Burns y Hardy, 1975

Phillips,19
Nutman, 1976

Burns y Hardy, 1975
Burns y Hardy, 1975

Phillips,19
Phillips,19

Burns y Hardy, 1975

Nutman, 1976
Nutman, 1976
Nutman, 1976
Nutman, 1976

Burns y Hardy, 1975

80

80
80
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tural o energia quimica. Se ha estimado que el rendimiento

de la fijacién industrial de nitrdégeno es del 50% con respec
to al ideal termodinamico (Finnerany Czuppon, 1979). El cos-
to energético de la fijacidén simbidtica de N2 ha sido estima
do como el 17% del fotosintato producido, aproximadamente 10
Kg de carbohidratos por Kg de N2 fijado. Aparentemente la fi
jacién industrial es tan costosa, en términos energéticos,

como la fijacidén simbiética (Michin y Pate, 1973). Sin embar
go, otros autores han indicado que el proceso industrial su-
pera en coste a la FBN cuando se tienen en cuenta los gastos

derivados del transporte y aplicacién de los fertilizantes
(Schubert, 1982).

COSTO DE LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La reduccién biolégica de N2, catalizada por el comple-
jo enzimatico nitrogenasa/nitrogenasa reductasa, requiere
energia en forma de ATP y un agente reductor de bajo poten-

cial como la ferredoxina reducida (Fdred).

Presumiblemente, la energia libre procedente de la hi-
drélisis del ATP a ADP es esencial para alcanzar la energia
de activacién de la reaccidén. Bajo condiciones 6ptimas, el
complejo nitrogenasa/nitrogenasa reductasa requiere un mini-
mo de dos moléculas de ATP por cada electrédn que se transfie
re al sustrato reducido (Orme-Johnson et al., 1977). Asi 1la
reaccién estequiométrica de la reduccién bioldégica de N2 pue

de representarse mediante la siguiente ecuacién:

2+
+ 12 ATP + 12 H.O —29 > NuY + 6 F4  +
ed 2 6e” 4 ox

12 ADP + 12 P, + 4 ' (1)

N2 + 6 Fdr

Segun la ecuacién precedente, se requiere un equivalen-
te a 174 Kcal. (6 Fdred + 12 ATP), energia liberada en la
oxidacién completa de 0,25 moles de glucosa, suponiendo la
existencia de un perfecto acoplamiento entre las reacciones
de Glicolisis y el Ciclo de los &cidos tricarboxilicos cor

la sintesis de ATP a través de la cadena transportadora de
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electrones. En realidad, la eficiencia del proceso es del 40%
Yy son necesarios al menos 0,33 moles de glucosa para sinteti
zar las 12 moléculas de ATP empleadas por cada molécula de N2
reducido. A su vez, la glucosa sirve como fuente de equivalen
tes reductores necesarios para reciclar la ferredoxina, por
lo que el costo tedrico de la reduccién de un mol de N2 es de
400 Kcal., equivalentes a 0,58 moles de glucosa.

Las nitrogenasas de todos los origenes catalizan también
la reduccién de protones a hidrégeno molecular, acoplada a la

. + B . .
reduccién de N2 a NH4 segun la siguiente reaccién:

2+
4 ATP + 2 e+ 2 gt -MI__ o Hy+ 2 ADP + 4 P, (2)

La relacidn exacta entre el desprendimiento de H2 y la
reduccidén de N2 no estd bien definida, pero son dos reaccio-
nes estrechamente relacionadas (Mortenson, 1978). Asi, se ha
definido el "coeficiente de reparto de electrones" como el
obtenido por la relacién entre los electrones transferidos al
sustrato reducible exdgeno y los transferidos conjuntamente
al ion hidronio y al sustrato reducible. Cuando este coefi-
ciente es igual a la unidad, significa que no hay desprendi-
miento de hidrégeno (como ocurre al utilizar acetileno como
sustrato). Las determinaciones del coeficiente de reparto en
presencia de N2 a niveles fisioldégicos permiten obtener valo
res de 0,75. Empleando este coeficiente, Dixon (1978) calcu-
16 que eran necesarias 16 moléculas de ATP pbr cada mol de N2
reducido. De las ecuaciones (1) y (2), obtenemos la ecuacidn

representativa de las reacciones catalizadas por la nitrogena

sa:

2+
N, + 16 ATP + 8 e + 10 gt Mg . 5 NHZ+H2+ 16 ADP + P,

Como el metabolismo del hidrégeno en Rhizobium no esta
completamente aclarado, las estimaciones de los requerimien-

tos de ATP para la reduccién de N, incluyen el ATP utilizado

2
para la reduccién del ié6n hidronio (H3O+). Aparentemente las
condiciones ambientales (intensidad luminosa, concentracidn
relativa de CO2 y de NOS en el medio de cultivo), y las del

huésped (estado fisioldégico) determinan el desprendimiento
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de Hz, principalmente en las estirpes Hup (Bethlenfalvay y
Phillips, 1977 a y b; Edie, 1983).

En algunas leguminosas noduladas, el desprendimiento de
H2 dependiente de ATP puede consumir del 20 al 40% de la
energia suministrada por la planta para la reduccidén de N2
(Schubert y Evans, 1976; Evans et al., 1979). Sin embargo,
algunas razas de Rhizobium han desarrollado un sistema para
reciclar el hidrégeno (Dixon, 1978;Ruiz-Arglieso et al., 1978)
pero no han perdido la capacidad de producirlo, lo que indi-
caria que se trata de una reaccidén primitiva e inevitable.
El sistema de recuperacidn de H2 permite conservar parte de
la energia que de otro modo se hubiera perdido por desprendi

miento del gas.

Dixon (1972) propuso que la presencia de una hidrogena-
sa activa en Rhizobium permitiria ademds retirar el 02 (pro-
tegiendo asi a la nitrogenasa) y el H, evitando la inhibi-
cién de la nitrogenasa por este gas. En la actualidad,la bus
queda de estirpes de Rhizobium que contengan los genes hup
(hydrogenase uptake), que determinan la presencia de hidroge
nasa, es una herramienta complementaria para seleccionar ra-
zas mas efectivas (Albrecht et al., 1979; Zablotowicz et al.,
1980) mejorandose asi la eficiencia global del proceso de fi
jacidén simbidtica de N2 (Schubert et al., 1978; Albrecht et
al., 1979; Hanus et al., 1981). Sin embargo, son escasas las
estirpes que presentan un fenotipo Hup+: un 25% de las razas

de R.japonicum, pero hasta el momento ninguna de R.trifolii

o R.meliloti (Eisbrenner y Evans, 1983).

Durante el proceso de fijacidén simbidética de nitrdgeno
en las asociaciones Rhizobium-leguminosa existe un consumo
adicional de energia para el mantenimiento de los nddulos,
asimilacién del amonio y transporte del nitrégeno reducido
(Rainbird et al., 1984). Por otra parte, se ha descrito un

sistema de fijacién de CO, a través de la enzima fosfoenolpi

2
ruvato carboxilasa nodular, que contribuiria con el 25% del

C consumido por los ndédulos de alfalfa durante la fijacidn
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de N2 (Vance et al., 1984). Dada la dificultad de hacer un
balance real de los costes energéticos en los sistemas sim-
bidéticos, debido al nimero de reacciones bioquimicas (fuen-
te/sumidero de energia) implicadas, a los procesos de trans
porte y asimilacidén del N fijado, asi como los derivados de
la formacién y mantenimiento de nuevos tejidos (nédulos),se
han intentado otras aproximaciones basadas en estudios com-
parativos de crecimiento. Estas estimaciones asumen que, da
do que los productos derivados de la fijacién fotosintética
de CO2 (Fotosintato) constituyen los sustratos para el desa
rrollo completo de la planta, cualquier consumo de C o ener
gia superior al necesario para la asimilacién de formas com
binadas de nitrégeno se reflejarad en una disminucién del cre
cimiento de la planta que crece en asociacién simbidética. En
base a este argumento, se han realizado numerosos estudios
en los que se ha comparado el crecimiento de diversas legumi
nosas con diferentes fuentes de N versus el crecimiento en
asociacién simbidética. Estos estudios incluyen experimentos
de campo con cantidades crecientes de fertilizante Y ensa-
Yyos en condiciones controladas, con un riguroso control de
la disponibilidad de nutrientes. En ambos casos, los resulta
dos obtenidos son extremadamente variables y sbélo reflejan
la dificultad de esta estimacién indirecta. Asi, en ensayos
de campo, las comparaciones pueden verse distorsionadas si
los niveles de N del suelo son suficientemente elevados como
para inhibir la fijacién simbiética de nitrdgeno en los con-
troles no fertilizados.

De varios estudios de campo con soja (Glycine max, L.)

recopilados por Mahon (1983) puede deducirse que la fijacién
simbidtica es menos efectiva que el uso de nitrato. Sin em-
bargo, en condiciones controladas, Gibson (1966) compardé la

tasa relativa de crecimiento de Trifolium subterraneum cre-

ciendo en simbiosis o con NO3NH4, no encontrando diferencias

significativas en los requerimientos de carbohidratos entre

las plantas noduladas y las que crecian con nitrato. Ryle et

al. (1979) encontraron una estimulacién del crecimiento de

G.max, Vigna unguiculata y Trifolium repens por NO3NH4,mieg
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tras que Broughton (1979) observé una inhibicién del creci-

miento en G.max y V.unguiculata a niveles de nitrato tan ba-

jos como 10-20 mM. En este estudio, ni la tasa relativa de
crecimiento ni la tasa neta de asimilacién de N fueron signi

ficativamente afectadas por la adicién de nitrato.

Gran parte de la confusién puede deberse al efecto mil-
tiple que el nitrégeno combinado tiene sobre las diversas
asociaciones simbidticas. Por ejemplo, Hoglund (1973) obser-
vé una respuesta bimodal a los incrementos de fertilizante:
con niveles bajos se estimula tanto la fijacién como el cre-
cimiento de las plantas, y a niveles elevados hay una inhibi
cidén de la fijacidén y estimulacién del crecimiento. Otros in
vestigadores han sefialado que durante la fase previa al esta
blecimiento de la nodulacién hay un periodo de limitacién de
N y en esta etapa la aplicacién de N mineral estimula el cre
cimiento, proporcionando una ventaja que se refleja en la ta
sa de crecimiento precoz. Sin embargo, Gibson (1976) encon-
tré pocos cambios en la tasa relativa de crecimiento de

G.max y Lupinus cuando crecian a bajas concentraciones (7mM)

de NO3K.

Otra causa de estos resultados contradictorios radica
en la distinta respuesta de las leguminosas, incluso entre
variedades de una especie, al N combinado. Por ultimo, las
distintas vias metabdlicas implicadas en la asimilacién de
diferentes formas de N, pueden responder de manera diferente
a las condiciones ambientales. Plantas creciendo en condicio
nes desfavorables para el establecimiento de la nodulacién
pueden estar limitadas por la disponibilidad de nitrégeno,
mas que por el aporte de energia. En consecuencia, los estu-
dios comparativos de crecimiento deben realizarse eliminan-
do las diferencias relacionadas con periodos de limitacién
de N, de cara a evaluar la eficiencia energética de los dos
procesos: asimilacién de N gaseoso y de N combinado (Mahon,
1983).

Como en las leguminosas la FBN esta limitada por la dis
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ponibilidad de energia (Hardy y Havelka, 1976), seria conve
niente incrementar la productividad primaria (fotosintética)
de estas plantas y explotar las mejores asociaciones Rhizo-
bium-leguminosa.Por otro lado, se podria implantar en otros
cultivos de gran interés agricola, sobre todo cereales, la
capacidad de fijar nitrdégeno, bien modificando directamente
la planta o por medio de relaciones simbidéticas con microor-
ganismos fijadores. Las nuevas técnicas desarrolladas por la
ingenieria genética, tales como la recombinacién artificial
de ADN y fusién de células, pueden proporcionar los medios

para conseguir algunos de esos objetivos.
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FISTOLOGIA Y METABOLISMO DE RHIZOBIUM EN CULTIVO

Desde los trabajos de Graham (1964) y Elkan y Kwik
(1968) se postulaba que las diferencias nutricionales exis-
tentes entre los denominados rizobios de crecimiento rapido

(R.meliloti, R.trifolii , R.leguminosarum y R.phaseoli) y

los de crecimiento lento (R.japonicum y R.lupini) constituian,

junto con otras caracteristicas, un argumento para separar
taxonémicamente ambos tipos de especies. En la 12 Edicién del
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, se describen co-

mo dos géneros bien diferenciados : Rhizobium y Bradyrhizobium

cuyas caracteristicas metabdélicas se resumen a continuaciodn.

l.- Fuentes de carbono

Las estirpes del género Rhizobium utilizan una gran
variedad de carbohidratos, particularmente manitol, glucosa,
arabinosa, fructosa, galactosa y sacarosa (Vincent et al.,
1979) y sales de &acidos organicos como fuente de carbono, sin
formacién de gas. Normalmente producen una reaccidn acida mo
derada cuando crecen en un medio de sales minerales y manitol

u otros carbohidratos. En contraste, las estirpes del género

Bradyrhizobium prefieren pentosas como arabinosa y xilosa,

produciendo una reaccién alcalina en tales medios. Cuando se
emplean intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxili-
cos como fuente de carbono, debe afadirse al medio basal Ca++
Yy Mg++ en cantidad suficiente para contrarrestar la capacidad

quelante de esos compuestos.

La via principal del metabolismo de los carbohidratos pa
rece ser la Entner-Doudoroff y el ciclo de las pentosas fos-
fato (Martinez de Drets y Arias, 1972; Mulongoy y Elkan,1977;
Ronson y Primrose, 1979). La via Embden-Meyerhof-Parnas pro-
bablemente no tenga importancia fisiolégica, aunque se ha
descrito la presencia de fructosa-1,6 bifosfato aldolasa y de

6-fosfofructoquinasa en muy baja concentracién.

Burris et al. (1942) senalaron que los azlcares-alcohol
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son metabolizados por Rhizobium por via oxidativa, siendo in
ducibles las enzimas correspondientes. Mas recientemente,
Martinez de Drets y Arias (1970) han demostrado que los azi-
cares D-manitol, D-arabitol y D-sorbitol son metabolizados
por la NAD-sorbitol deshidrogenasa (que oxida el sorbitol) y
la NAD-arabitol deshidrogenasa (que oxida tanto al manitol

como al arabitol) en R.meliloti, R.trifolii y R.leguminosarum,

existiendo una induccién cruzada de ambas enzimas por los
tres sustratos. La glucosa y fructosa inhiben estas activida

des enzimaticas.

Respecto al metabolismo de la fructosa, estos autores
han demostrado que la enzima hexoisomerasa, que transforma

la fructosa en glucosa, no existe en R.meliloti; sin embargo,

pusieron de manifiesto la existencia de otra capaz de fosfo-

rilar la D-fructosa, una fructoquinasa dependiente de ATP.

Segun Martinez de Drets y Arias (1972), ademas de las
diferencias en la utilizacién de carbohidratos, existe una
base enzimatica que apoyaria la subdivisidén, ya mencionada,
del género Rhizobium. De acuerdo con las observaciones de
Katznelson y Zagallo (1957) y Keele et al. (1969), se detec-
ta actividad NADP-glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa (primer
enzima de la via de las pentosas fosfato) en todas las estir
pes estudiadas, pero la actividad es mayor en el grupo de es
pecies de rapido crecimiento. Entre las estirpes de crecimien
to lento no se detectd actividad NADP-6 fosfogluconato-deshi
drogenasa, otra enzima de la ruta oxidativa de la glucosa.
La baja o nula actividad de la fructosa-difosfatasa sugiere
que la via Embden-Meyerhof-Parnas (Glucolisis) no opera en
Rhizobium. En cambio, las enzimas de la via Entner-Doudoroff
estan presentes en los extractos de todas las estirpes estu-
diadas, con actividades especificas mas altas en los rizobios

de crecimiento rapido.

Elkan y Kwik (1968) demostraron la gran variabilidad que

existe dentro de una misma especie (R.japonicum) respecto a

sus requerimientos nutricionales. De 22 fuentes de carbonoe

probadas, la mayoria de las estirpes crecieron bien en gluco
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nato, galactosa, glucosa, glicerol y manosa; mientras que
compuestos como citrato, malato, lactato y propionato no
fueron utilizados por ninguna estirpe. Por el contrario, Cha
krabarti et al. (1981) en un estudio exhaustivo sobre los re
querimientos nutricionales de 85 estirpes de Rhizobium perte
necientes a 5 especies, destacan que muy pocas estirpes de

R.japonicum y R.lupini crecen bien en glucosa como fuente de

carbono. No obstante, baséndose en la preferencia por los dis
tintos azucares empleados, establecieron 6 grupos entre las

estirpes de R.japonicum estudiadas.

La importancia de la eleccién de la fuente de carbono
para el cultivo de Rhizobium fue puesta de manifiesto por

Kuykendall y Elkan (1976), quienes observaron que la estirpe

3I1bl10 de R.japonicum formaba al menos cuatro tipos diferen
tes de colonias, de las cuales dos crecian mal con manitol.

Los tipos de colonias capaces de crecer con este azucar eran
inefectivos en simbiosis con plantas de soja. En este sentido

1

los trabajos de Mazza et al. (1979) en R.japonicum demuestran

que el crecimiento en manitol induce una serie de cambios ci
toldégicos y retrasa la divisién celular con respecto al creci
miento en glicerol; sin embargo, no encontraron diferencias

en cuanto a efectividad entre los cultivos obtenidos con una

u otra fuente de carbono.

Se han descrito mutantes de R.meliloti deficientes en

succinato-deshidrogenasa (Gardiol et al., 1982) y a-cetoglu
tarato-deshidrogenasa (Duncan y Faenkel, 1979) incapaces de
fijar N2 eficientemente. Asi mismo, los mutantes de R.legu-

minosarum (Glenn y Brewin, 1981; Finan et al., 1983) y de

R.trifolii (Ronson et al., 1981) alterados en el metabolismo
Yy transporte del succinato forman simbiosis inefectivas con
sus respectivos huéspedes. Estas observaciones sugieren que
es necesario el funcionamiento completo del ciclo de &acidos
tricarboxilicos para el establecimiento de simbiosis efecti-

vas. Por el contrario, mutantes de R.meliloti deficientes en

glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y por tanto incapaces de
Crecer en manosa, glucosa, fructosa, ribosa y xilosa, son

eficientes simbidticamente (Cervefansky y Arias, 1984). De
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forma similar, estirpes de R.trifolii que no crecen en gluco

sa, fructosa o sacarosa mantienen las caracteristicas simbid

ticas de la estirpe silvestre (Ronson y Primrose, 1979).

2.- Fuentes de nitrégeno

El estudio de los requerimientos nitrogenados de las
especies de Rhizobium spp. en medio de cultivo ha recibido
menos atencidn que el de las fuentes de carbono. El aspecto
mas importante es la presencia de la enzima inducible nitro-
genasa, por la cual estas bacterias reducen el N2 atmosféri-
CO a amonio. Salvo en condiciones muy especiales, la nitroge

nasa no se expresa en vida libre (Gibson et al., 1976).

Existen dos sistemas enzimaticos generales de asimila-
cidén de NHZ, uno catalizado por la glutamato-deshidrogenasa
(GDH) y otro por la glutamina sintetasa/glutamato sintasa
(GS/GOGAT). Estas vias metabdlicas fueron descritas en Ente-
robacterias, y el funcionamiento de una u otra depende del
nivel de NHZ disponible. Ludwig (1978) resumid estas reaccio
nes de la siguiente forma: con exceso de amonio, la GDH, me-
diante la aminacién reductora del 2-cetoglutarato, da lugar
a glutamaté (Reaccién 1); mientras que con poco amonio, la
GS/GOGAT operan de forma coordinada para obtener el mismo re
sultado (Reacciones 2 y 3).

+ GDH
2-cetoglutarato + NH , NADPH

= [,-glutamato (1)

L-glutamato + NHZ + ATP ——§§————>-L—glutamina + ADP + Pi (2)

GOGAT

L-glutamina + 2-cetoglutarato “NADPH

= 2 L-glutamato (3)

La actividad glutamina sintetasa (GS) parece ser necesa
ria para la fijacién simbidtica de N2 (Kondorosi et al.,1977;
Ludwig y Signer, 1977); los mutantes auxétrofos para la glu-

tamina forman nédulos inefectivos.

Algunas estirpes pertenecientes al grupc "cowpea" ¢ de
p p

R.Jjaponicum son capaces de expresar su nitrogensa en vida 1li
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bre, pero necesitan una fuente de N combinado para mantener
su crecimiento. Sin embargo, Dreyfus et al. (1983) han demos
trado que una estirpe de Rhizobium aislada de noédulos cauli-

nares de Sesbania rostrata es capaz de expresar su nitroge-

nasa in vitro creciendo a expensas del N., atmosférico como

2
unica fuente de nitrégeno.

Ademas de fijar N2, muchas estirpes de Rhizobium spp.
pueden utilizar NOS o NHZ como uUnica fuente de N, si bien la
combinacién de una fuente organica y una inorganica permite
alcanzar un crecimiento superior {(Elkan y Kwik, 1968; Chakra
barti et al., 1981). Bergersen (1961) obtuvo un crecimiento

relativamente pobre con R.trifolii empleando NO3 como fuente

de nitrdégeno, en contraste con los resultados obtenidos por
Vincent (1962). Ambos autores coinciden en sefialar el escaso

crecimiento obtenido con amonio, bien como NO3NH4 o SO4(NH4).

Algunas estirpes de crecimiento lento son capaces de re
ducir NOE, bajo condiciones anaerobias (Zablotowicz et al.,
1978). Las estirpes que no crecen con fuentes inorganicas de
nitrégeno suelen hacerlo si se anade al medio algun aminoaci
do. Elkan y Kwik (1968) han demostrado que sélo cuatro amino
dcidos (&cido glutamico, aspértico, prolina e histidina) per

mitian el crecimiento de estirpes de R.japonicumcuando se afna-

dian como unica fuente de nitrégeno. No obstante, las combi-
naciones de aminoacidos (agrupados en base a su similitud me
tabolica) que permitieron un buen crecimiento fueron aquellas
en las que figuraban : acido glutdmico, aspartico, alanina,
prolina, ornitina, citrulina, arginina, lisina o histidina.
Sin embargo, todas las estirpes crecian mejor con hidroliza-
do de caseina libre de vitaminas, que con cualquiera de las
combinaciones de aminodcidos ensayadas. Vincent (1977) sugi-
ridé que el hidrolizado de caseina era superior a las combina
ciones de aminodcidos, probablemente debido a la presencia
de un factor de crecimiento (péptido). También la peptona es
una fuente de nitrdgeno pobre, pero puede sustituir al extrac
to de levadura en el cultivo de estirpes de Rhizobium spp.

de Lotononis.
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Se han detectado elevados niveles de aspartato-amino_
transferasa y alanina-aminotransferasa en Rhizobium, cuando
crece en presencia de sales de amonio, y en bacteroides (Fot
trell y Mooney, 1969). Las concentraciones de estas enzimas
y de GDH dependian de la fuente de nitrdégeno en el medio;
mientras que cada aminodcido fracasa en estimular la sintesis
de su propia transferasa, cada enzima es estimulada por amo-

nio y en menor grado por nitrato.

3.- Vitaminas

En los medios de cultivo de Rhizobium el aporte de
vitaminas procede del extracto de levadura. Elkan y Kwik
(1968) demostraron que la mayoria de las estirpes de R.meli-
loti no requieren ninguna vitamina para crecer, pero aquellas
que responden a la adicidén de vitaminas presentan una gran

diversidad, de modo que seria necesario un estudio detallado

en cada caso.

Graham (1963) examiné los requerimientos vitaminicos de
63 estirpes de Rhizobium. Veintiseis de treinta y una estir-

pes del grupo de R.leguminosarum, R.trifolii y R.phaseoli,

respondieron a la adicién de biotina, tiamina y/o pantotenato

cdlcico. Las estirpes de R.meliloti y las de crecimiento len

to a veces sdlo responden a la adicién de biotina. Elkan Yy
Kwik (1968) también confirmaron que las estirpes de R.japoni-
cum utilizan sdlo biotina, de mas de 10 vitaminas ensayadas.
Las estirpes de R.lupini fueron estimuladas en su crecimiento
por la mezcla de todas las vitaminas o bien por el extracto
de levadura. En general, el crecimiento de estas estirpes se
vio retardado cuando se omitié el pantotenato de calcio de

la mezcla de vitaminas.

4.- Requerimientos nutritivos y adaptacién ecolégica

Caben algunas consideraciones con respecto a la gran
variabilidad en los requerimientos nutritivos exhibida por

Rhizobium spp., sobre todo por las estirpes de R.japonicum.

Las estirpes que presentan unas minimas exigencias vitamini-
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cas y son capaces de utilizar una amplia gama de fuentes de
carbono y nitrdgeno podrian tener ventajas ecoldgicas en la
colonizacidén del suelo y la rizosfera, frente a las estirpes
gque muestran un alto grado de especificidad en sus requeri-
mientos nutritivos (Brockwell et al., 1968; Parker et al.,
1977).

Por otra parte, la capacidad de las diferentes plantas-
huésped de proporcionar factores de crecimiento esenciales o
un tipo particular de sustrato carbonado o nitrogenado a
Rhizobium durante el desarrollo de los ndédulos puede ser uno
de los factores mas importantes en la determinacién de la
efectividad simbiética (Holl, 1975).
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POLISACARIDOS EXTRACELULARES BACTERIANOS

En contraste con el volumen de conocimientos sobre la
composicidén y estructura de los exopolisacaridos de origen
microbiano, se sabe relativamente poco sobre las funciones

biolégicas que desempefian tales macromoléculas.

Se ha sugerido que los polisacaridos bacterianos tienen
un papel bioldégico pasivo (Wold, 1971), pero deben tener al-
guna funcidén en el mantenimiento de la bacteria en su ambien
te ya que seria sorprendente que tales organismos, sometidos
a grandes presiones de seleccidén y con una elevada tasa de
reproduccién, sintetizaran sustancias no funcionales con el
consiguiente gasto de sustratos y energia (Krause, 1972).
Los polisacadridos extracelulares pueden proporcionar a las
células bacterianas una superficie con carga negativa e hi-
drofilica. Incluso si esta'funcién se considera pasiva, la
localizacién de estas macromoléculas en la parte mas externa
de la célula tendria gran importancia, al constituir los me-
diadores inmediatos entre el microrganismo y su ambiente
(Cheng y Costerton, 1975).

Antes de comentar las posibles funciones de los exopoli
sacaridos, hay que seflalar que se sabe poco sobre su produc-
cidén en ambientes naturales. Parece obvio que la produccidn
de polisacarido extracelular o la presencia de capsula no es
esencial para la viabilidad de los microorganismos que los
producen.Ademds,se observa que la produccién de polisacarido
capsular varia seguin las condiciones de cultivo. No obstante,
en ambientes naturales, la presencia de exopolisacarido debe
tener alguna ventaja sobre la supervivencia de los organismos
{(Costerton et al., 1974 a). Existen indicios, directos e in- .
directos, de que los microorganismos del suelo producen poli
sacaridos en su ambiente natural. Afadiendo al suelo glucosa,
dextranos u otros materiales carbonados marcados radioactiva
mente se observa que estos compuestos son incorporados a los
polisacaridos microbianos (Oades y Wagner, 1971). Por otro
lado, el examen al microscopio 6ptico o electrdénico muestra

que las bacterias del suelo poseen cdapsula in situ (Bae et
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al., 1972).

FUNCIONES DE LOS POLISACARIDOS EXTRACELULARES

l1.- Almacenamiento y reserva:

La gran mayoria de los microorganismos productores
de polisacaridos extracelulares parecen ser incapaces de uti
lizarlos como fuente de carbono, de modo que estos polimeros
no sirven como fuente de carbono de reserva. S6lo algunos
grupos son capacés de despolimerizar sus propios exopolisacd
ridos: por ejemplo, los estreptococos del grupo viridans sin
tetizan dextranos y levanos extracelulares a partir de saca-
rosa (Schachtele et al., 1972), y aunque poseen las enzimas
que degradan estos polimeros, no hay indicios de que puedan
utilizar los dextranos como sustrato carbonado cuando crecen
in vitro (Sidebotham, 1974).

En cambio, se ha descrito que Azotobacter vinelandii,

Beijerinckia indica y una estirpe de Rhizobium no especifica

da emplean sus polisacaridos extracelulares para crecer
(Proctor, 1959; Lbépez y Becking, 1968; Patel y Gerson, 1974);
por tanto estos microorganismos tienen la capacidad de emplear
sus polisacaridos como material de reserva. Otros microorga-
nismos son capaces de degradar los polisacaridos extracelula
res de otras bacterias no relacionadas. El caso mejor cdnoci

do es el de Bacillus palustris, que sintetiza enzimas depoli

merasas de los polisacaridos capsulares de pneumococos del
grupo III y VIII (Torriani y Pappenheimer, 1962). Estirpes

de Pseudomonas de origen marino son capaces de crecer a ex-

pensas de los polisacaridos extracelulares de especies de
Azotobacter, Rhizobium y Arthrobacter como Gnica fuente de
carbono (Mitchell y Nevo, 1965).

2.- Virulencia:

Existen numerosos estudios que indican que las bac-

terias patdgenas (Salmonella typhi, Escherichia coli,y estrep
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tococos beta-hemoliticos del grupo A, Neisseria gonorrhoeae

y Haemophilus pertussis, entre otros), siempre son capsuladas

O poseen antigenos de superficie especiales (generalmente
carbohidratos) en contraste con las variantes no capsuladas
que son avirulentas. La cépsula parece ejercer un papel pro-
tector frente a la ingestién por células fagociticas y facto

res bactericidas del suero.

3.- Proteccién frente a depredadores:

En ambientes terrestres y acudticos, las bacterias
estan sometidas a predacién, ejercida por protozoos, hongos
y bdellovibrios (Starr y Huang, 1972). Existen indicios de
que los polisacéaridos extracelulares protegen a algunas espe
cies bacterianas, al menos en determinadas circunstancias.
Sin embargo se ha sefialado que no existe una relacidén clara
entre la presencia de cépsula o produccién de polisacarido
extracelular por bacilos del suelo y su suceptibilidad a pro
tozoos. Diecisiete estirpes de Rhizobium, pertenecientes a 5
especies diferentes, mostraron en general un alto grado de
resistencia al ataque de protozoos; no obstante, tres estir-

pes de R.trifolii de las ocho ensayadas y dos de R.meliloti

fueron parcialmente englobadas. Cuando se mezcld el polisaca

rido extracelular de una estirpe resistente de R.leguminosa-

rum con bacterias suceptibles al ataque, el polisacarido no
tuvo ningun papel protector, sugiriendo qQue estas estructuras

protegen sdélo a los microorganismos que las producen.

Hay menos informacién sobre el papel protector del exo-
polisacarido y la capsula frente a myxobacterias y hongos.
Se sabe que los bacilos del género Rhizobium son muy resis-
tentes a la accién litica de las myxobacterias; pero no se
ha podido establecer una correlacién positiva entre la resis
tencia y la composicidén y estructura de los polisacaridos
(Dudman, 1968 y 1976).

Por Ultimo, las bacterias pertenecientes al género Bde-
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llovibrio predan otras bacterias gramnegativas. Parker y Gro

~ve (1970) aislaron bdellovibrios capaces de parasitar a

R.meliloti, R.trifolii, Agrobacterium tumefaciens y A.radio-

bacter. Sin embargo, no han sido detectados bdellovibrios ca
paces de atacar a R.lupini (Keya y Alexander, 1975). La base
molecular de la distinta suceptibilidad de las estirpes de

Rhizobium no ha sido determinada, pero los rizobios de creci

miento lento R.lupini, R.japonicum y los del grupo "cowpea"

difieren de los de rapido crecimiento,entre otras caracteris
ticas, porque sintetizan polisacaridos extracelulares de com
posicién mas heterogénea y a menudo, pero no siempre, contie
nen azicares metilados (Dudman, 1976; Kennedy, 1976). Seria
interesante saber si existe alguna correlacién entre estos

restos no usuales y menos hidrofilicos y la resistencia a la

predacion.

4 .- Proteccién frente a la desecacidn:

En determinados ambientes naturales, por ejemplo el
suelo, las bacterias pueden estar sometidas temporalmente a
condiciones de desecacién. La supervivencia en estas condi-
ciones depende de varios factores: la especie microbiana de
que se trate, el nUGmero de células presentes, el estado nu_
tritivo, la naturaleza del medio en el que estan suspendidas
antes de la desecacién y la temperatura a la que son someti-
das. Desde los primeros estudios de Microbiologia del suelo,
se sabe que las bacterias productoras de "goma" tienen venta
ja frente a las no mucosas en condiciones de desecacién. No
obstante, en estudios mas recientes bajo condiciones extre-
mas de desecacidén, no se han realizado comparaciones entre
formas capsuladas y no capsuladas. Por otro lado, se ha de-
mostrado ampliamente que la humedad relativa tiene gran im-
portancia en la supervivencia bacteriana y, que indices in-
termedios (30-50%) de humedad son los mas adecuados. Se ha
sugerido que los exopolisacaridos tienen una funcién protec-
tora porque "prestan" moléculas de agua a las estructuras
proteicas de la célula durante la desecacién, manteniendo asi

su funcionalidad.

B
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5.- Papel del exopolisacarido en las interacciones idnicas:

Consideraciones de caracter fisico hacen suponer
que los polisacaridos extracelulares podrian modificar el
flujo de moléculas cargadas hacia dentro y/o fuera de las cé
lulas bacterianas. Se ha propuesto que la pared celular vy
los acidos teicoicos de la membrana mantienen una elevada
concentracién de cationes divalentes, especialmente Mg++, pa
ra suplir las demandas de las enzimas unidas a la membrana.
En las especies bacterianas que no poseen Aacidos teicoicos,
los polisacaridos de caracter acido que contienen &acidos urd

nicos pueden ejercer la misma funcidén (Heptinstall et al.,
1970).

Los polisacaridos extracelulares pueden unirse a iones
metalicos y actuar como barrera de entrada a la célula
(Friedman y Dugan, 1968). En presencia de iones metdalicos

téxicos, se ha comprobado que Azotobacter chroococum y A,vi-

nelandii incrementan la sintesis de polisacdrido capsular en
los bordes de las zonas de inhibicién (Den Dooren de Jong,
1971). También se ha demostrado la unidén entre metales pesa

dos y los exopolisacaridos de estirpes marinas de Pseudomonas
(Corpe, 1975).

Ademas los exopolisacaridos pueden unirse a particulas
de arcilla, protegiendo a la bacteria de los rayos X y las
altas temperaturas (Marshall, 1975).

6.- Papel del exopolisacarido en la fijacién de N

2_*
La sintesis de polisacarido extracelular es una ca-
racteristica importante de algunos microorganismos fijadores

de N2 atmosférico: Azotobacter, Beijerinkia, Derxia y Rhizo-
bium.

Se ha demostrado en estirpes de Beijerinkia una correla

cidn positiva entre la produccién de exopolisacarido y la fi
jacidén de N, (Barooah y Sen, 1964). Jensen et al. (1960) tam
bién observaron que la reduccidén de acetileno sélo tenia lu-

gar en colonias muy mucosas de Derxia gummosa e interpreta-
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ron que este material mucoso, presente en los cultivos fija-

dores, podria disminuir la permeabilidad al O Y en conse-

2'
Cuencia, permitir la actividad de la nitrogenasa. Este mismo
sentido tienen los trabajos de Hill (1975) en Klebsiella

pneumoniae.

Otras posibles funciones de estas estructuras de super-
ficie son: regulacién y proteccién de reacciones enzimaticas,
adhesividad en ambientes acuaticos Y reconocimiento en inte-
racciones microbio-planta (que se detallaran en relacién a

la simbiosis Rhizobium-leguminosa).

POLISACARIDOS EXTRACELULARES DE RHIZOBIUM

Desde el punto de vista quimico, 1los polisacaridos de
superficie que sintetiza Rhizobium pueden agruparse en tres

categorias: Exopolisacaridos{PSE o EPS), Lipopolisacaridos
(LPS) y Glucanos.

1.- EXOPOLISACARIDOS

los exopolisacaridos, de caracter acido, se encuen-
tran en la parte mas externa de la célula y normalmente son
excretados al medio de cultivo (Sutherland, 1977). Los EPS
de los denominados "rizobios de crecimiento lento" tienen
tendencia a unirse mas intensamente a la superficie celular
formando parte del material de la cdpsula. En general, en
cuanto a la composicién de azucares, los exopolisacaridos de
Rhizobium son similares a los producidos por otras bacterias

Gramnegativas. Los PSE de varias estirpes de R.trifolii y

R.leguminosarum tienen una estructura casi idéntica {Jansson
et al., 1979; Sgmme, 1980; Robertsen et al., 1981). Diferen-

tes estirpes de R.meliloti sintetizan un PSE muy similar al

producido por Agrobacterium tumefaciens, pero es bastante di
ferente al producido por otras estirpes de crecimiento rapi-
do (Bjorndal et al., 1971; Zevenhuizen, 1973). Los rizobios

de crecimiento lento como R.japonicum producen un EPS dife-

rente al de las estirpes de crecimiento rapido antes mencio-
nadas (Dudman, 1976 y 1978).
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Yu et al. (1983) clasificaron las especies de Rhizo-
bium de crecimiento rapido en dos grupos, basandose en la
composicién de sus EPS. En el primer grupo incluyeron estir-

pes de R.meliloti. Los esqueletos carbonados estaban consti-

tuidos por azucares neutros -glucosa y galactosa- y diferen-
tes cadenas laterales de igual longitud con dos sustituyen-

tes 4cidos. Algunas estirpes de R.meliloti pueden producir

mas de un tipo de PSE. Por ejemplo, la estirpe 201 es capaz
de sintetizar 2 PSE bien definidos que contienen glucosa, ma
nosa y éacido glucurdénico en proporcién 3:3:2 y glucosa, ga-

lactosa, manosa y &cido pirGvico 4:3:3:1, respectivamente.

Las estirpes de R.leguminosarum, R.phaseoli y R.trifolii

comparten un mismo tipo de PSE, cuya unidad de repeticién

estad formada por dos moléculas de acido glucurénico adyacen-
tes. En este grupo de exopolisacaridos, las cadenas latera-
les son de longitud variable y poseen restos pirdvicos; todas

excepto la mas corta contienen ademas un segundo sustituyen-
te acido.

Los PSE de R.japonicum y Rhizobium spp. "cowpea" son di

ferentes de los de las especies de crecimiento rapido antes
mencionadas. La unidad de repeticién es mas corta y las cade

nas laterales estan formadas por aztcares metilados.

En la estirpe 0403 de R.trifolii sd6lo los cultivos en
fase exponencial temprana y en fase estacionaria de crecimien
to (pero no en el periodo entre ambas fases ni en la fase es
tacionaria tardia), reaccionaban con suero anti-raiz de tré-
bol (Dazzo et al., 1979). Estudios posteriores (Urbano y Da-
zzo, 1980) han indicado que la cantidad relativa de cuatro
monosacaridos y el contenido de sustituyentes O-acetil y O-
piruvato varia segun la edad de los cultivos de donde se ais-
lan los polisacdridos. Estos cambios quimicos se pueden co-
rrelacionar con las variaciones en la unién a la lectina de
trébol en diferentes etapas del cultivo, e indican un posi-
ble caracter transitorio de los receptores de lectinas.
Cadmus et al. (1982) describen igualmente alteraciones en la

composicidén de los exopolisacaridos de diferentes especies
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de crecimiento rapido, sefialando que los sustituyentes O-ace
til y pirdvico varian de una estirpe a otra dentro de una
misma especie, e incluso con la edad del cultivo. En R.trifo

-1ii y R.leguminosarum los restos O-acetil aumentan con la

edad del cultivo, mientras que en R.meliloti disminuyen y en

R.phaseoli permanecen constantes. Los restos piravicos aumen
tan en las cuatro especies estudiadas. Si los PSE funcionan
como factores determinantes del reconocimiento entre ambos
simbiontes, los cambios en el contenido de estos restos pue-
den afectar la especificidad de la simbiosis y, en consecuen

cia, la competitividad del microsimbionte.

Todos los trabajos de Dazzo y su grupo subrayan la loca
lizacién capsular del polisacarido reactivo. Sin embargo, Da
zzo y Brill (1979) detectaron en extractos de material capsu

lar de R.trifolii al menos dos heteropolisacaridos &acidos

reactivos, uno de los cuales contenia 3-desoxi-D-mancoctulo-
sénico, Lipido A y heptosa, componentes caracteristicos del
Lipopolisacarido. Si los receptores de las lectinas en

R.trifolii son las moléculas de LPS, cabe preguntarse por qué

las células no capsuladas no reaccionan con las lectinas o

con suero anti-raiz de trébol.

La estructura del heteroexopolisacdrido de R.meliloti

también ha sido determinada y se ha descrito que el PSE
parcialmente purificado y los filtrados estériles de cultivos

de R.meliloti inducen la deformacién de los pelos radicales

e incrementan la actividad poligalacturonasa en raices de al
falfa ( Hubbell, 1970; Palomares et al., 1978). Olivares et
al. (1984) han demostrado que el PSE de estirpes de

R.meliloti altamente infectivas incrementan la infectividad

de otras menos invasivas. Este efecto no puede ser atribuido
a hormonas que estuvieran presentes en los extractos crudos
del PSE ni a otras sustancias inespecificas, ya que la adi-

cidén del PSE de R.leguminosarum, obtenido de la misma forma,

no alterd la capacidad infectiva de las estirpes de R.meli
-loti ensayadas. Al mismo tiempo, describen que al afadir

PSE hidrolizado junto con el indéculo, las células de

T
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Rhizobium no eran capaces de adherirse a las raices, produ-
ciendose una inhibicidén total de la nodulacidén de las plan-
tas de alfalfa, aparentemente debida a una saturacién de las

lectinas.

Con respecto al PSE de R.japonicum,se ha observado que

presenta reactividad con las lectinas de soja (Bhuvaneswari
y Bauer, 1978). El polisacarido capsular (PSC) incrementd
la nodulacién cuando las raices de soja fueron pretratadas
con este polimero antes de ser inoculadas. También se ha des
crito que oligosacaridos purificados pueden inducir este
efecto. Ademds, un potente hapteno, o inhibidor de la unién
a las lectinas, la N-acetilgalactosamina, también aumenta la
nodulacién de las raices de soja, mientras que la N-acetil_
glucosamina no provoca aumento alguno. Estas observaciones
sugieren que ambos fendémenos -unidén a lectinas y nodulacién-
pueden estar relacionados. Estudios de microscopia electréni
ca (Bal et al., 1978; Calvert et al., 1978) han revelado que
la lectina de la soja marcada con ferritina se une a la cap-

sula de algunas estirpes de R.japonicum; las células parcial

mente provistas de cépsula o no capsuladas no presentan en
su membrana externa estructuras capaces de reaccionar con
las lectinas, descartando asi al Lipopolisacarido como molé-
Cula receptora. Estos resultados coinciden con los de Kamber
ger (1979), que observd bandas de precipitacién entre el PSE

de R.japonicum y las lectinas de soja, pero no con el LPS de

la misma estirpe.

Los anadlisis comparativos de los PSE y PSC de R.japoni-
cum demuestran que ambos polimeros estan muy relacionados pe
ro no son exactamente iguales, y varian de forma especifica
segin la edad del cultivo (Mort y Bauer, 1980). El contenido
de galactosa disminuye cuando los cultivos alcanzan la fase
exponencial de crecimiento, y la concentracién de 4-O-metil
galactosa aumenta de forma paralela. La disminucién de la ca
pacidad para reaccionar con las lectinas de soja, a medida
que aumenta la edad de los cultivos, se ha relacionado con

el incremento en restos 4-O-metilgalactosa de los PSE. lLa
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cantidad relativa de otros mondémeros no experimenta ninguna
variacién, por lo que se ha postulado que el PSE presente en
los cultivos filtrados procede de la capsula. Un aumento si-
milar del contenido de restos metilicos en el PSE con la edad
del cultivo se ha descrito en estirpes de Rhizobium aisladas

de Acacia decurrens (Jackson et al., 1980) pero no se ha co-

rrelacionado con la unidén a las lectinas correspondientes.

Un segundo tipo de PSE de R.japonicum no contiene galac

tosa o anadlogos estructurales como galactosamina, N-acetilga
lactosamina o fucosa que puedan servir como puntos especifi-
cos de unidén a la lectina de soja. Estudios de ultraestructu
ra celular han demostrado que s6lo una pequeiia proporcidén de
células son capsuladas (Bal et al., 1978); ahora bien, cuan-
do crecen en asociacidén con raices de soja sintetizan un po-
lisacarido con una cadena lateral de galactosa que forma una
microcdpsula y reaccionan con las lectinas (Bhuvaneswari vy
Bauer, 1978).

El descubrimiento de una nueva lectina especifica del
dcido 4-O-metilglucurénico en las semillas de varios cultiva
res de soja (Dombrink-Kurtzman et al., 1983) apoya la hipdte
sis de las lectinas y la participacién de los PSE que contie
nen este compuesto en los procesos de reconocimiento previos
a la infeccidén de la leguminosa. Asi ocurre con estirpes de

Rhizobium aisladas de Acacia albida, Vigna radiata y Desmo-

nium spp., que son capaces de nodular plantas de soja (Jack-
son et al., 1983).

2.- LIPOPOLISACARIDOS

Este segundo tipo de polisacaridos se encuentra en
la parte externa de la pared celular de las bacterias Gramne
gativas, constituyendo los determinantes antigénicos mas im-
portantes de la pared celular (antigeno O). En Rhizobium, los
estudios del LPS se han llevado a cabo en un numero reducido
de estirpes, en su mayoria de crecimiento rapido (Graham y
O'Brien, 1968; Humphrey y Vincent, 1969; Carlson et al.,1978;

Planqué et al., 1979; Zevenhuizen et al., 1980).Estos estu-
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dios revelan una composicién a base de azucares neutros,hexo
saminas, Adcido 3-desoxi-D-manooctulosénico (KDO), acidos urd
nicos y, en menor proporcién, azicares metilados y heptosa.
Esta composicidén es similar a la del LPS de otras bacterias
Gramnegativas. Al mismo tiempo, se sabe que la composicién
guimica e e inmunoquimica de los LPS de Rhizobium varia de
una estirpe a otra dentro de una misma especie, y por supues
to a nivel interespecifico. El significado biolégico de esta
variabilidad en la composicién quimica no estd claro y sugie
re que el lipopolisacarido no determina la especificidad de

huésped.

No se han hecho estudios que involucren al LPS en la de
formacién de los pelos radicales, induccién de poligalacturo
nasa, efecto sobre la nodulacién o adhesidén a las raices, pe
ro se ha descrito que el LPS de algunas estirpes puede reac-
cionar especificamente con las lectinas de la leguminosa hos
pedadora (Wolpert y Albersheim, 1976; Planqué y Kijne, 1977;
Kato et al., 1979; Kamberger, 1979; Dazzo y Brill, 1979; Bha
gwat y Thomas, 1980). En algunos de estos estudios la pureza
de las preparaciones de LPS es cuestionable y no se han em-
pleado haptenos como control para eliminar los posibles erro

res debidos a interacciones inespecificas.

3.- GLUCANOS

Rhizobium produce varios tipos de glucanos neutros.
Este grupo de polisacaridos se describid por primera vez en

cultivos liquidos de Agrobacterium (Mc Intire et al., 1942)

y mas tarde en estirpes de Rhizobium (Dedonder y Hassid, 1964;
Wolpert y Albersheim, 1976; Zevenhuizen y Scholten-Koersel

man, 1979; York et al., 1980). La estirpe USDA135 de R.japo-
nicum parece sintetizar Unicamente este tipo de polisac&ri-

dos (Watanabe et al., 1982).

Los glucanos de tipo beta-1,2 parecen exclusivos de la
Fam. Rhizobiaceae; son polimeros de glucosa de bajo pm (3000
-3600 d.), que pueden extraerse por precipitacién con etanol

a partir de los extractos fendélicos crudos de Rhizobium. La
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produccidén de varios tipos de glucanos con diferentes tamanos
moleculares varia de una estirpe a otra, y parece estar rela
cionada cén la estructura del PSE correspondiente (Hisamatsu
et al., 1983).

Planqué y Kijne (1977), después de fraccionar el LPS de

R.leguminosarum en Sephadex G-50, identificaron una fraccién

(PS I) con un contenido del 87-96% de glucosa, capaz de reac
cionar especificamente con las lectinas de guisante. Este
efecto no fue observado con el PSE o con otras fracciones
del LPS. Con anterioridad, Humphrey y Vincent, (1975) habian

observado en R.meliloti la presencia de un polisacarido con

caracter antigénico, de naturaleza diferente al antigeno O o
al PSE, capaz de impedir la aglutinacién especifica de las
células por enmascarar al antigeno O. Zevenhuizen y Scholten
-Koerselman (1979) y Zevenhuizen (1981) describen el aisla-
miento de glucanos de varias estirpes de Rhizobium de creci-
rapido; los glucanos se encuentran intensamente unidos a las
células pero, al contrario que el LPS, su sintesis estd in-
fluenciada por las condiciones de cultivo: constituyen el 10%
del peso de la célula en medios ricos en carbohidratos, pero

no pueden ser utilizados como material de reserva.

Otro tipo de glucano extracelular se ha descrito en es-

tirpes de R.trifolii que crecen habitualmente formando fldécu

los (Deinema y Zevenhuizen, 1971). Estos polimeros pueden
contribuir a la adhesidén no especifica de Rhizobium a los pe

los radicales.

En R.meliloti L5-30 se han descrito polisacaridos neu-

tros que forman fibrillas polares unidas a la bacteria o que
constituyen una red de fibras dispersas en el medio. Ambas
estructuras tienen una naturaleza comin (glucanos beta-1,2);
aungque no se conoce la relacidén exacta entre la biosintesis
de los dos polimeros, puede pensarse que inicialmente se en-
cuentran unidos a la superficie de las células de donde se
van liberando a lo largo del periodo de cultivo (Da Costa

Castro et al., 1983).

Existen indicios a favor de la participacidén de los be
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ta-glucanos en la nodulacidén. Law et al. (1982) correlacio-
naron el aumento en la capacidad de formar nédulos de dos es

tirpes de R.japonicum deficientes en la sintesis de PSE con

la presencia de un polisacarido compuesto principalmente de
glucosa. La referencia mas directa de la funcién de los glu-
canos en la simbiosis fue obtenida por Abe et al. (1982)
quienes emplearon beta-glucanos purificados de R.trifoli vy
obtuvieron un incremento significativo en la formacién de ca
nales de infeccién. En cambio, Zevenhuizen y Van Neerven
(1984) describen la sintesis de un polisacarido gelificante

en R.leguminosarum y R.trifolii compuesto por D-galactosa,

D-glucosa y D-manosa (4:1:1), pero no le han asignado ningun

papel bioldgico.

En conclusién, los resultados contradictorios obtenidos
por diferentes investigadores trabajando con asociaciones
Rhizobium-leguminosa similares pueden explicarse bien por
las distintas metodologias empleadas en la extraccién y de-
terminacién de los receptores de lectinas o porque la media-
cién de éstas no sea un fendmeno universal. Por ejemplo,exis
ten lineas de soja no productoras de lectinas (genotipo le
le) que son noduladas eficientemente por estirpes de R.japo-
nicum (Pueppke, 1981).

El principal indicio en contra del modelo que propone
que la expresidén de la especificidad ocurre a nivel de la
union de Rhizobium a la superficie del pelo radical por un
antigeno especifico es el hecho de que una estirpe concreta
puede formar ndédulos efectivos con un nUmero limitado de le
guminosas, pero puede infectar a una gran variedad de plantas
formando nédulos inefectivos. Esto se ha demostrado con la

estirpe TAl (NZP574) de R.trifolii, que forma ndédulos efecti

vos en T.repens e inefectivos en Prosopis chilensis, Sophora

flavescens, Robinia pseudoacacia y Phaseolus vulgaris entre

otras. Seria muy improbable que todas estas especies vegeta-
les tuvieran en sus raices un determinante antigénico idénti
co al de la lectina de trébol (Robertson et al., 1981).0tros

posibles mecanismos, como la simple interaccién a nivel de
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polisacdridos de superficie, no deberian descartarse como ba
se de la especificidad, tal como ocurre en otros procesos de
infeccidén similares, como los que llevan a cabo Agrobacterium

(Whatley et al., 1976) y Xanthomonas (Morris et al., 1977).

Reconocimiento y especificidad en la asociacidén Rhizobium-

leguminosa:

El término "reconocimiento" se emplea cuando una célula
u organismo muestra una respuesta selectiva o especifica
frente a otra célula u organismo. En las interacciones plan_
ta-microorganismo patégeno o simbionte, la hipdtesis mas di-
fundida postula que las lectinas de la planta reaccionan se-
lectivamente con carbohidratos del microorganismo, constitu-

yendo los determinantes de la especificidad.

Las lectinas son glucoproteinas que se unen de forma ca
racteristica a carbohidratos especificos (receptores) de ma-
nera andloga a la unidén antigeno-anticuerpo; por tanto tal
unién es no covalente, reversible, de gran afinidad y depen-
de estrechamente de la estructura particular y conformacidn
estérica del carbohidrato receptor. Las lectinas fueron des-
critas como proteinas presentes en extractos de tejidos vege

tales y eran capaces de aglutinar gldébulos rojos: de ahi su

primitiva denominacidén de fitoglutininas o fitohemoaglutini-

nas {(Hamblin y Kent, 1973).

Entre las muchas funciones de las lectinas en las plan-
tas (Barondes, 198l), su posible participacidén en la uniédn
de las bacterias fijadoras de nitrégeno a las raices de legu
minosas ha sido objeto de numerosos trabajos. Hamblin y Kent

(1973), demostraron que células de R.phaseoli incubadas en

extractos crudos de Phaseolus vulgaris L. eran capaces de

aglutinar eritrocitos y éstos se unian a los pelos radicales
y raices laterales (posibles lugares de infeccién), en mayor
proporcidén que a otras zonas de la raiz. Bohlool y Schmidt

(1974) trabajando con lectinas de semilla de soja (SBL) obtu

vieron el primer indicio directo de que la unién de las lec-
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tinas de la leguminosa hospedadora a la superficie del Rhizo
-bium especifico estd estrechamente correlacionada con la es
pecificidad de infeccidn exhibida por estas bacterias. Estos
autores estudiaron la unidén de la SBL parcialmente purifica-
da y marcada con tioisocianato de fluoresceina (FITC-SBL) a

48 estirpes de Rhizobium representativas de varias especies,
observando que la interaccién tenia lugar con 22 de las 25

estirpes de R.japonicum estudiadas, pero no era detectable

en ninguna de las restantes estirpes incapaces de nodular la

soja.

En la asociacidén trébol-R.trifolii también se ha obser

vado una correlacién positiva entre la unién a lectinas y la
infectividad (Dazzo y Hubbell, 1975 b). Estos autores descri
bieron estructuras antigénicas comunes tanto en la superficie
del microsimbionte como en las raices de la planta hospedado
ra. La presencia de estos antigenos se determiné por técni-

cas de inmunofluorescencia, aglutinacién y radioinmunoensayo,
observando que el titulo del suero anti-raiz de trébol era,

en la mayoria de los casos, superior frente a estirpes infec

tivas de R.trifolii que frente a estirpes no infectivas.

Diferentes investigadores han examinado otros sistemas
Rhizobium-leguminosa para tratar de establecer una correla-
cidén similar. Dazzo y Hubbell (1975 a) estudiaron la unién

de la lectina de Canavalia ensiformis (Concanavalina,Con A),

a 19 estirpes de Rhizobium demostrando que la FITC-Con A puri
ficada reaccionaba con todas las estirpes independientemente
de su capacidad de nodular dicha leguminosa. Law y Strijdom
(1977) abordaron el mismo tipo de ensayo con lectinas de

Pisum sativum, Phaseolus vulgaris, Glycine max, Lotononis

bainesii y Aspalathus linearis, y varias especies de Rhizo-

bium, observando igualmente que no existia una relacién direc

ta entre la capacidad de nodular determinadas plantas y la
unién a las lectinas de las mismas. Chen y Phillips (1976)
estudiaron la adhesidn de varias especies de Rhizobium marca
das con P32 a las raices de diferentes lequminosas para ave-

riguar si existia una unidén preferencial a la planta hospeda

|
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dora homéloga. Los resultados negativos pusieron de manifies
to una vez mas la ausencia de tal correlacién y la de cual-

quier patrén especifico en la unién a las lectinas correspon

dientes.

Es dificil evaluar el significado de los resultados ex-
puestos anteriormente, ya que en la mayoria de ellos no se
describen las condiciones, composicién y edad de los culti-
vos. Segin Bhuvaneswari et al. (1977) y Bhuvaneswari y Bauer
(1978), estos pardmetros son de gran importancia, pudiendo
condicionar los resultados in vitro. Otros problemas adicio-
nales que pueden enmascarar los resultados derivan de la pu-
reza y actividad de las preparaciones marcadas de lectinas.
Ademas, estas moléculas pueden dar lugar a reacciones inespe
cificas, de modo que habria que recurrir al empleo de hapte-
nos como uUnica forma de segurar que la unién observada se de

be a una interaccién lectina-carbohidrato.

La hipdtesis de las lectinas, pese a los resultados con
tradictorios, supone el primer intento de establecer las ba-
ses moleculares del proceso de reconocimiento y union especi
fica de Rhizobium a las raices de la leguminosa hospedadora.
Sin embargo, se ha sugerido que el punto de reconocimiento
no tiene por qué estar necesariamente relacionado con el pro
ceso de adsorcidn especifica (Broughton,1978; Schmidt, 1979;
Bauer, 1981).

La identidad bioquimica de los receptores de las lecti-
nas, (hipotéticos componentes de la superficie bacteriana
responsables de la especificidad) ha sido objeto de numero-
sos trabajos, centrados sobre todo en los polisacaridos de
superficie. La bibliografia correspondiente ya ha sido descri

ta en un apartado anterior.

Papel del polisacdrido extracelular "ex planta":

Desde que se tuvo conocimiento de que cultivos puros de

Rhizobium podian fijar nitrdgeno en ausencia de la planta,

diversos autores han tratado de establecer las condiciones
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6ptimas necesarias para desreprimir la nitrogenasa (Keister,
1975; Kurz y La Rue, 1975; Mc Comb et al., 1975; Pagan et al.
1975; Tjepkema y Evans, 1975).

Hasta ahora, los resultados positivos se han limitado a

unas pocas estirpes de crecimiento lento: Bradyrhizobium

japonicum y Rhizobium spp. del grupo "cowpea", no siendo po-

sible desreprimir la nitrogenasa en estirpes de R.leguminosa

-rum, R.meliloti, R.phaseoli y R.trifolii, con algunas excep
ciones (Bedmar y Olivares, 1979; Skotnicki et al., 1979).
Estos Ultimos autores observaron que la resistencia a especti
nomicina permitia la expresién de la nitrogenasa en cultivos

puros de Rhizobium de lento y rapido crecimiento.

La observacidén empirica de que algunas estirpes de Bra-

dyrhizobium capaces de reducir acetileno in vitro eran menos

productoras de exopolisacarido que las estirpes incapaces de
desreprimir su nitrogenasa, condujo a Agarwall y Keister
(1983) a realizar una serie de estudios encaminados a esta-
blecer la relacién entre la sintesis de polisacarido extrace
lular y la actividad nitrogenasa ex planta. Estos autores de
muestran gque bajo condiciones de microaerofilia no existen

diferencias en la sintesis de exopolisacarido y que las estir

pes capaces de desreprimir su nitrogenasa producen significa

tivamente menos polisacadrido que aquellas que no presentan

.actividad fijadora in vitro. Esta correlacidén sugiere que la

bisqueda de fenotipos poco mucosos puede ser un método apro-
piado para seleccionar estirpes de Rhizobium con actividad

nitrogenasa ex planta.
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INOCULANTES

En 1895 Nobbe y Hiltner (Fred et al., 1932) patentaron
en Inglaterra y Estados Unidos la comercializacidén de culti-
vos puros de Rhizobium, bajo el nombre de "Nitragin". Los
primeros inoculantes comerciales consistian en un cultivo pu
ro de la estirpe de Rhizobium deseada, crecida en frascos de
vidrio sobre un soporte s6lido a base de sacarosa,asparagina,
gelatina y un extracto acuoso de la leguminosa para la cual

iba destinado el cultivo.

El deseo de disponer de un unico producto comercial,
destinado a varias especies de leguminosas, condujo a la ela

boracién de los denominados "cultivos universales" (Fred et

al., 1932). En algunos casos llegaron a mezclarse rizobios

especificos de los grupos de leguminosas mas representativos.
Aunque con este tipo de inoculantes se lograba la formacién
de ndédulos, los resultados eran muy variables. En la actuali
dad, la mayoria de las empresas productoras de inoculantes
ponen a la venta inoculantes a base de una sola estirpe de
Rhizobium. No obstante, Nitragin Co. comercializa en Estados

Unidos un inoculante con estirpes de R.meliloti y R.trifolii

y otro producto comercial destinado a varias leguminosas per

tenecientes al grupo de inoculacién de R.lequminosarum. De

acuerdo con los resultados de Clark (1980), empleando una so

la estirpe de R.phaseoli recomendada para un determinado cul

tivar se obtienen tasas superiores en la fijacién de N, que

2
con inoculantes comerciales mixtos.

Actualmente los inoculantes para leguminosas se emplean
con dos objetivos. En primer lugar, la inoculacién es reque-
rida para el establecimiento de cultivos de leguminosas en
nuevos habitats donde no existen los rizobios especificos.En
estos casos el incremento en los rendimientos del cultivo es
muy importante si se logra una buena nodulacidén y el conteni
do de nitrégeno del suelo es bajo. Hickey et al. (1974) obtu
vieron incrementos del 92%, en comparacidén con los controles

sin inocular, en la produccidén del cacahuete (Arachis hypo-

i
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gaea L.) cuando se inoculd el Rhizobium especifico en suelos
donde nunca se habia cultivado esta legquminosa. Otros estu-
dios con soja (Weber et al., 1971; Okon et al., 1979) y caca

huete (Reddy y Tanner, 1980) confirman la necesidad de inocu

lar cuando no existe en el suelo el microsimbionte especifi-

co. En ensayos de campo con Lupinus sp.llevados a cabo en

dos localidades de la provincia de Sevilla, el incremento en
los rendimientos (peso de grano) fue tres veces superior, co
mo consecuencia de la inoculacién de la semilla con R.lupini,
con respecto a los controles sin inocular en suelos donde no
existia una poblacién autéctona. En la localidad donde esta-
ba establecida una poblacién natural de R.lupini, las produc
ciones fueron del mismo orden que los controles sin inocular

(F. Temprano, comunicacién personal).

Un segundo objetivo de la inoculacién es desplazar una
poblacidén de rizobios inefectiva por otra de mayor eficien-
cia simbidética. En este caso el éxito de la inoculacién de-
pende de un conocimiento previo de las caracteristicas de 1la
poblacidén natural en términos de competitividad, efectividad
y tamafno (Reyes y Schmidt, 1979; Ham, 1980; Robert y Schmidt,
1983). Por ejemplo, en un estudio sobre la nodulacién en so-
Ja fue necesario emplear una dosis de inoculacidén mil veces
superior al tamafio de la poblacién indigena para conseguir
el establecimiento del indculo (Weaver y Frederick, 1974).
Sin embargo, Meade et al. (1985) trabajando con R.leguminosa

-rum no lograron introducir la estirpe deseada en un suelo

que contenia aproximadamente 3xlO4 rizobios por gramo e inclu.
so empleando dosis de 1x108 bacterias por semilla sdlo logra
ron un 33% de ocupacién de los ndédulos. Los rizobios del sue
lo, atn siendo poco efectivos pueden ser altamente competiti
vos en la formacién de ndédulos, precisamente por estar mejor
adaptados a las condiciones ambientales y edaficas locales
(Winarno y Lie, 1979).

En otras circunstancias, la efectividad simbidtica de
la poblacidén natural puede ser muy variable y la inoculacién

de las semillas puede contribuir a estabilizar las tasas de



~-58-

fijacidén de nitrdgeno e incrementar los rendimientos del cul
tivo. No obstante, existen numerosos informes que sefialan la
ausencia de una respuesta significativa a la inoculacidén con
estirpes mejoradas de Rhizobium (Kapusta y Rouwenhorst, 1973;

Weaver y Frederick, 1974; Nelson et al., 1978; Boonkerd et

al., 1978; Dunigan et al., 1980). Para afrontar estas situa-

ciones se realizan estudios de competitividad durante el pro
ceso de seleccidén de estirpes y se disefan distintas estrate

gias de inoculacidn y manejo de suelos (Brockwell, 1981).

PRODUCCION DE INOCULANTES

l.- Seleccidén de las estirpes de Rhizobium:

Hay tres caracteristicas importantes que deben te-

nerse en cuenta con vistas a la seleccidén de estirpes Rhizo

-bium destinadas a la produccién de inoculantes. En primer

lugar la estirpe debe ser capaz de infectar las raices de la
leguminosa especifica (Infectividad). Ademas, las estirpes
deben ser altamente efectivas en la fijacién de nitrégeno at
mosférico (Efectividad). Por ultimo, la estirpe a seleccio-
nar deberd ser capaz de competir en la formacién de nédulos

con otras estirpes que colonizan el suelo (Competitividad).

Las caracteristicas simbidticas de Efectividad e Infec-
tividad se'determinan en‘condicibnes controladas, debido a
la facilidad y rapidez con que se puede comparar un gran nu-
mero de estirpes a bajo coste. Las técnicas de seleccidn son
bien conocidas (Vincent, 1970), y consisten b&sicamente en
el cultivo de plantas en medio aséptico y libre de nitrégeno.
Las plantas se inoculan con las estirpes especificas de Rhi-
zobium a ensayar y, transcurrido el tiempo necesario para el
establecimiento y desarrollo de la simbiosis se aplican dife
rentes metodologias para evaluar la efectividad en la fija-

cidén de nitrdégeno.

Uno de los métodos directos de determinacidn de la efi-

ciencia simbidtica es el analisis del contenido de N total

I
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acumulado por la planta y del N proteicc y no proteico (Ber-
gersen, 1980). La determinacidn del peso seco de la planta
es otro indice para estimar la efectividad de la fijaciodon (
Sadykov et al., 1983). Dedong et al.(1981) han senalado que
la superficie foliar es un pardmetro fisioldégico muy repre-

sentativo de la capacidad de fijar N, en la asociacidén

2
R.leguminosarum-Pisum sativum.

Entre las estimaciones indirectas de la fijacién de N2,

la reduccidn de acetileno (C HZ) a etileno (C2H4) se conside

ra un método de ensayo simpli, econémico y muy sensible. Aun
que el C2H4 puede medirse colorimétricamente {(La Rue y Kurz,
1973) o por espectrometria de masas (Dilworth, 1966), la de-
teccidn por cromatografia gaseosa (Hardy et al., 1968) es 1la

mas comin y sensible.

Recientemente, Bedmar et al. (1984) evaluaron la fiabili
dad de la técnica de reduccién de acetileno por cromatografia
gaseosa en los ensayos de rutina de seleccidén de estirpes vy,
concluyeron que la aplicacidén de esta metodologia estaria re
servada sO0lo a aquellos casos donde las diferencias en la e-
fectividad superen las desviaciones entre repeticiones. Las
causas de la gran variabilidad observada provienen del hecho
de que la medida de la actividad nitrogenasa por esta técni-
ca es una estimacidén puntual, gque puede verse afectada por
distintos factores: tiempo de establecimiento de la simbibio

sis, temperatura, luz, presidén parcial de O, y concentracidn

2
de COZ’ entre otros (Dixon y Blunder, 1983).

El concepto de competitividad fue introducido en 1942
por Nichol y Thorton, y ha sido objeto de numerosos estudios
a nivel de laboratorio o de campo (Amarger, 1981; Jansen van
Rensburg y Strijdom, 1982; Robert y Schmidt, 1983; Meade et
al., 1985).

Los factores implicados en la determinacién de la compe
titividad ain no estan bien definidos, pero es posible que

incluyan caracteristicas de la planta y de Rhizobium. Algunas
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podrian ser:

a) E1 ntmero relativo de las estirpes en el indculo y en la
superficie de la raiz.

b) La tasa relativa de crecimiento de las estirpes competido
ras.

c) El estado fisioldgico de las células de Rhizobium en el
momento de la inoculacidn.

d) Los factores ambientales como: acidez del suelo, tempera-
tura, nivel de nutrientes, humedad, etc.

e) La compatibilidad entre la planta huésped y Rhizobium.

En determinadas circunstancias, la escasa competitividad
de la estirpe que se pretende introducir puede superarse adi
cionando un elevado numero de bacterias en el indculo (Wea-
ver y Frederick, 1974; Bdhlooly Schmidt, 1973), pero en la
prdctica resulta dificil obtener una concentracién tan eleva
da como para desplazar a la poblacidén natural. No obstante,
Hale (1981) aplicando inoculantes liquidos y granulares, di-
rectamente al suelo, consiguidé incrementar el numero de nddu
los formados por la estirpe inoculada (mas efectiva) y en
consecuencia aumentar la produccidén de materia seca de las
plantas. Otra posible estrategia consiste en el empleo de ge
notipos vegetales capaces de restringir la nodulacién de cier

tas estirpes muy persistentes e inefectivas (Keyser, 1985).

Jansen van Rensburg y Strijdom (1982 b) estudiaron la

competitividad de varias estirpes de R.meliloti y concluyeron

que la capacidad competitiva era un fendémeno complejo, no re
lacionado con propiedades o condiciones especificas de la
simbiosis Rhizobium-leguminosa. Asi las estirpes mas competi
tivas no eran necesariamente las mas efectivas. Resultados

similares fueron descritos por Franco y Vincent (1976).

Tampoco la capacidad de persistir en el suelo parece es
tar relacionada con la competitividad de cada estirpe. En es
te sentido, los trabajos de Moawad et al. (1984) y Moawad y
Bohlool (1984) en soja y Leucaena respectivamente, ponen de
manifiesto gue no exisie una correlacidn directa entre una

mayor colonizacidén de la rizosfera por una estirpe y su pos-
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terior presencia en los nddulos formados. Resultados simila-
res se han obtenido con estirpes de R.phaseoli (Robert y Sch

midt, 1983) Y R.leguminosarum (Bohlool et al., 1984).

La relacidn -entre la tasa de crecimiento de las estir-
pes competidoras y su capacidad competitiva se ha estudiado
sobre todo en los sistemas simbidticos de leguminosas tropi-

cales. Franco y Vincent (1976) en un estudio con Macroptilium

atropurpureum y Stylosanthes guianensis,encontraron que estir

pes de crecimiento lento o estrechamente relacionadas, eran

mas competitivas entre si que estirpes de crecimiento rapido.
La mayor capacidad de las estirpes de lento crecimiento para
colonizar la rizosfera no era afectada por la planta huésped,
sino que era una caracteristica de la estirpe. Hay que sefa-
lar que, en este estudio, la estirpe de crecimiento rapido

era inefectiva y por tanto pudo haber algin tipo de seleccién
de la estirpe efectiva por parte de la planta, como se ha su

gerido en otras asociaciones (Robinson, 1969).

Algunos estudios han sefialado que determinadas caracte-
risticas del microsimbionte pueden tener un papel importante
en la colonizacidn de la rizosfera y sobre la posterior for-
macién de nédulos. Puesto que las bacterias pertenecientes
al género Rhizobium son bacilos mdoviles en vida libre, se ha
sugerido que la movilidad puede ser importante en alguna eta
pa del proceso previo a la formacidén de nédulos. Ames y Berg
man (1981) demostraron que una estirpe silvestre de R.melilo
-ti era mas competitiva que dos mutantes, uno no flagelado
(Fla ) y otro flagelado pero no mévil (Mot ). Esta ventaja
competitiva permite que los bacilos puedan moverse por un
gradiente de sustancias atractantes (exudados radicales) (Ro
vira, 1965; Gitte et al., 1978; Gaworzewska y Carlile, 1982)
y aumentar la probabilidad de entrar en contacto con la plan
ta huésped. Otra posible ventaja competitiva podria deberse
a la presencia y actividad de determinados enzimas hidroliti
cos producidos por Rhizobium (Hubbell et al., 1978; Martinez
-Molina et al., 1979).

En otras ocasiones se ha determinado la importancia de
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los factores ambientales sobre la capacidad competitiva de

estirpes de R.japonicum (Kosslak y Bohlool, 1985). Por ejem

plo la temperatura del suelo alterd la competitividad de las
estirpes de R.trifolii (Hardarson y Jones, 1979). Russell y
Jones (1975) demostraron que el pH del suelo condicionaba la
presencia de determinadas estirpes, de forma que las mas efec
tivas eran mas competitivas en condiciones de acidez. A su
vez, Jansen van Rensburg y Strijdom (1982 a) observaron que
conforme aumentaba la acidez del suelo habia un cambio signi
ficativo en la proporcidén relativa de las estirpes que cons-

tituian el indéculo.

El tipo de planta huésped elegida para determinar la com
petitividad de las estirpes también puede modificar esta ca-
racteristica. Muchos trabajos sefialan la gran variabilidad
existente en las asociaciones entre un mismo microsimbionte
y distintas plantas huésped (Hardarson et al., 1981, 1982).
Estas diferencias en la compatibilidad microbio-planta no so
lo se reflejan en una distinta eficiencia simbidética (Mc Gre
gor et al., 1983), sino que también determinan que estirpe
formara la mayoria de los ndédulos cuando se aplica un indcu-
lo mixto. En ocasiones, estas diferencias se ponen de mani-
fiesto incluso entre cultivares de una misma especie (Russell

y Jones, 1975; Mc Loughlin y Dunican, 1985).

En contraste, otros autores (Bromfield, 1984) no han en
contrado ninguna preferencia por una estirpe particular entre

distintos cultivares de Medicago sativa, tanto en suelos que

contenian una poblacién natural de rizobios como en condicio
nes controladas. No obstante, se observd una gran variacidn
entre plantas individuales dentro de un mismo cultivar. La
disminucién de este tipo de variabilidad permitiria una nodu
lacidén mas uniforme de la estirpe aplicada en el inéculo vy

en consecuencia, un aumento de la eficiencia simbidtica.

Otros criterios adicionales de seleccidn de estirpes de
Rhizobium podrian ser: la capacidad para formar nédulos tem-
pranamente, la persistencia en €l suelc, la competitividad

u
saprofitica,la tolerancia a las condiciones desfavorables de
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acidez o alcalinidad, la tolerancia a pesticidas, etc., de-

pendiendo de las necesidades concretas en cada caso.

2.~ Estabilidad genética:

En general, el subcultivo frecuente de las estirpes
y la presencia de altas concentraciones de algunos aminoaci

dos en el medio de cultivo aumentan la frecuencia de varia-

cidén genética.

Herridge y Roughley (1975) observaron variaciones en el

rendimiento de peso seco de plantas de Macroptilium atropur-

pureum cuando se emplearom distintos subcultivos de la estir
pe CB756 de Rhizobium "cowpea". Asimismo, Roughley y Pulsford
(1982) detectaron alteraciones a lo largo del tiempo en la

efectividad de algunas estirpes de R.trifolii, variaciones

en la morfologia colonial y tiempo de infeccién de la estir-
pe WU425 de R.lupini, y alteraciones en el tipo de colonia

en dos estirpes de R.meliloti. Estos datos son ejemplos ilus

trativos de la necesidad de comprobar regularmente las carac
teristicas simbidticas de las estirpes destinadas a la pro-
duccidén de inoculantes. La conservacién de las caracteristi-

cas y pureza de los cultivos es uno de los puntos cruciales

del proceso.

Entre los métodos de conservacién, la desecaciéh a va-
cio en una solucién de sacarosa al 10% y peptona al 5% permi
te el mantenimiento de la viabilidad sin alteracién de las
propiedades simbidéticas después de varios afos de conserva-
cidén a temperatura ambiente (Roughley y Pulsford, 1982).Los
cultivos de Rhizobium se conservan poco tiempo (1 afio) en
tubos con agar provistos de tapén de rosca, pero se puede
aumentar el tiempo a 2-3 afos afadiendo una solucidén de gli

cerol al 20% y manteniéndolos congelados.

La liofilizacidén es otro método para garantizar la via
bilidad de los cultivos tras una conservacién prolongada, pe
ro hay riesgo de contaminacién durante la preparacién Yy en

el momento de recuperar las bacterias.
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En un trabajo reciente, Crist et al. (1984) demostraron

que diversas estirpes de R.japonicum y del grupo "cowpea" de

crecimiento lento eran capaces de mantener la infectividad
después de un periodo prolongado (mas de 1 afio) en suspensién
en agua purificada y desionizada. Incluso el inéculo inicial
se multiplica hasta alcanzar concentraciones de 106--107 bac-
terias/ml. Sin embargo, estirpes de crecimiento rapido de

R.meliloti, R.trifolii y Rhizobium spp. (Leucaena) pierden,

en las mismas condiciones, la viabilidad a las dos semanas.
Los autores sugieren que este método de conservacién no sélo
ahorra tiempo y trabajo, sino que minimiza el riesgo de alte

raciones genéticas derivadas del subcultivo continuo de las

estirpes.

3.- Obtencidén de caldos de cultivo:

A pesar de la gran variabilidad en los requerimien-
tos nutritivos de las estirpes de Rhizobium, en general para
la multiplicacién indusgtrial se emplea un medio a base de sa
les minerales, extracto de levadura y una fuente de C, habi-
tualmente manitol o sacarosa. El mayor crecimiento gue puede
obtenerse utilizando una fuente de C especifica para cada es

tirpe no compensa los costes econémicos a nivel industrial.

La concentracidén de extracto de levadura debe ser baja,
ya que concentraciones superiores al 0,3% pueden llegar a in
hibir el crecimiento o producir deformaciones celulares
(Skinner et al., 1977).

Aunque Rhizobium puede crecer en cultivos estaticos, se
obtienen mejores rendimientos con una buena aireacién.El flu
jo de aire, segun la literatura, varia entre 0.5-120 1 de ai
re/l de medio/hora. Una aireacidén de 5 1 de aire/l de medio/

hora es adecuada (Roughley, 1968).

La temperatura de incubacién de Rhizobium no es un fac-
tor muy critico. Los rizobios de crecimiento lento son mas
exigentes que los de crecimiento rapido; en general, tempera
turas entre 26-302C son adecuadas para todas las especies.

La multiplicacidén en medio liquido puede hacerse en fer
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mentadores industriales de gran capacidad (1.000-2.000 1li-
tros). En el Servicio de Investigacidén Agraria de San

José de La Rincoﬁada (Sevilla), la multiplicacidén de las dis
tintas estirpes de Rhizobium para la elaboracidén de inoculan
tes a gran escala, se lleva a cabo en cilindros estancos de
acero inoxidable (fermentadores) de 80 litros de capacidad
total y 60 litros GUtiles. Estan provistos de dos entradas

(de aire e indculo), una salida de aire y un grifo para el
vaciado. No disponen de un sistema mecdnico de agitacioén (que
seria necesario para mayores volumenes). El aire estéril, que
se suministra para satisfacer la demanda de 02, proporciona
a la vez una agitacidén del caldo de cultivo (Labandera et al.
1978).

El tamano del indéculo que inicia la multiplicacién va-
ria entre un 0.1-1%, debiendo proporcionar entre 106—107 bac
terias/ml de medio de cultivo. Un indéculo grande reduce el
tiempo de incubacidén requerido para alcanzar el maximo name-
ro de rizobios viables y, en consecuencia, disminuye el ries

go de contaminacidn.

Los rizobios de crecimiento rapido (con tiempos de gene
racidén medios de 4 horas) alcanzan la maxima densidad de po-
blacidén en 36-72 horas, en comparacidén con las 108-192 horas
que necesitan los de crecimiento lento (con 6-12 horas de

tiempo de generacidn).

4 .- Soportes para inoculantes:

En determinadas circunstancias se emplean inoculan-
tes liquidos consistentes en suspensiones acuosas de inocu-
lantes a base de turba o cultivos liquidos de Rhizobium
(Scudder, 1975; Leffler, 1976; Hely et al., 1976; Brockwell
et al.,1980).También se han preparado, con buenos resultados,
inoculantes a base de suspensiones oleosas de cultivos liofi
lizados (Kremer y Peterson, 1982 y 1983). Sin embargo, el mé
todo mas generalizado de preparar inoculantes para legumino-
sas consiste en la adsorcidn de cultivos liquidos de Rhizo-

bium sobre soportes sélidos de naturaleza orgénica o inorga-

nica. dado que estas bacterias no presentan formas de resis-
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tencia, el empleo de un soporte garantiza una mejor supervi-

vencia del indculo hasta el momento de su aplicacién.

El soporte empleado con mas frecuencia y mejores resul-
tados es 1la turba‘(Roughley, 1976; Strijdom y Deschodt,1976;
Date y Roughley, 1977; Brockwell, 1977), y es utilizada por
la mayoria de las firmas comerciales: LIPHA (Francia), NODU-
LAID (Australia), NITRAGIN y LEGUME-AID (Estados Unidos) vy
Espana. Otras empresas emplean otros soportes como montmori-
llonita y kaolinita (DORMAL, Estados Unidos) o cultivos con-

centrados y congelados (HY-RHIZE, Estados Unidos).

Sin embargo, la turba no es facil de encontrar en todas
las regiones. En paises en vias de desarrollo se ha intenta
do usar otros soportes alternativos como restos de cosecha u
otro tipo de material vegetal (hojas, cascaras de trigo o ca
cahuete, bagazo, fibra de coco, etc.) (Liederman, 1971;Tilak
y Suba Rao, 1978;Sparrow y Ham, 1983), soportes minerales co
mo arcillas, arenay suelos (Hiltbod et al., 1980; Chao y Ale-
xander, 1984), diversos tipos de carbones (Crawford y Berry-

hill, 1983), vermiculita (Sparrow y Ham , 1983), geles de po

liacrilamida (Dommergues et al., 1979) o la mezcla de varios
soportes como los "CBL carriers": 40% de carbén, 40% de ben-

tonita y 20% de harina de alfalfa {Strijdom y Deschodt,1976)

Algunos de estos soportes resultan dificiles de manejar
ya que requieren un proceso previo de adecuacidn, y la falta
de homogeneidad fisico-quimica de muchos de ellos puede dar
lugar a inoculantes de dudosa calidad. Unicamente en aquellos
paises donde no se pueda disponer de turba de buena calidad

se justifica el empleo de materiales alternativos (Roughley,
1970; Strijdom, 1981).

No obstante, los inoculantes a base de suspensiones
oleosas de cultivos liofilizados han dado, en ocasiones,mejg
res resultados que inoculantes a base de turba (Kremer y Pe-
terson, 1983), no sélo en cuanto al porcentaje de ocupacidn
de los ndédulos, sino en términos de rendimiento de cosecha y

supervivencia a altas temperaturas. Dommergues et al. (1979)
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demostraron que los inoculantes a base de geles de poliacri-
lamida permiten una mayor supervivencia de estirpes de R.ja-

ponicum a 49C y 309C, que los correspondientes a base de tur
ba.

INOCULANTES A BASE DE TURBA

Resulta dificil a priori establecer la idoneidad de una
turba como soporte para la fabricacidén de inoculantes, ya que
se trata de un sustrato organico de naturaleza compleja, que

puede afectar a la multiplicacién de Rhizobium Yy @ su viabi-
lidad.

Los soportes que van a ser utilizados para impregnar los
cultivos de Rhizobium deben tener una alta capacidad de re-
tencién de agua, de forma que admitan un gran volumen de cal
do, y proporcionar unos nutrientes gue permitan la multipli-
cacidén y supervivencia del indéculo durante el almacenamiento
Yy sobre la superficie de las semillas. Al mismo tiempo, el
soporte sirve de proteccién frente a determinados factores
bidticos y abidticos, incluyendo los compuestos toxicos libe
rados por las semillas, que pueden afectar negativamente a
la viabilidad de Rhizobium. El uUnico modo de seleccidn de
una turba es realizar ensayos previos con las estirpes que
se van a emplear, siguiendo la evolucién de la poblacién mi-
crobiana bajo distintas condiciones de esterilidad y almace-
namiento, durante el tiempo que se estime que pueda estar en

vigor el uso del producto.

l.- Preparacién de la turba:

1.1.- Desecaciédn

Cuando se extrae de las turberas, la turba presen-
ta un alto contenido de agua (70-90%). La primera manipula-
cién consiste en desecarla. En ocasiones también es necesario
elimipar restos vegetales groseros o disgregar grumos. La

temperatura de desecacién no debe exceder los 909C, ya que
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se puede producir una degradacidn de la turba con liberacidn
de sustancias téxicas que podrian afectar el crecimiento y/o

la supervivencia de Rhizobium.

1.2.- Neutralizacién

La mayoria de los depdésitos de turba son de natura
leza acida, por lo cual es necesario hacer una neutralizacién.
El CO3Ca es el agente neutralizante mas apropiado y se anade
en proporcidn variable segin la acidez de la turba, hasta ob
OH, CO,K

4 3
y CO3Na limitan el crecimiento y la posterior supervivencia

tener un pH de 6.5-7.0 . Otros productos como el NH

de Rhizobium. El neutralizante se adiciona normalmente a la
turba antes de molerla hasta un tamafo de particula inferior
a 80 nm (200 mesh).

Un problema adicional que pueden presentar algunas tur-
bas es un alto contenido en cloruro de sodio, que puede pro-
vocar pérdidas en la viabilidad de los rizobios. La cantidad
de sal puede variar de un afno a otro y a lo largo del afo,
dependiendo del régimen de lluvias. En otros casos, el lava-
do de la turba con agua de bajo contenido en sales puede re-

ducir el contenido de ClNa a niveles satisfactorios.

1.3.- Esterilizacidn

La esterilizacion del soporte proporciona inoculan
tes de mayor calidad, ya que Rhizobium sobrevive mas satis-

factoriamente en turba estéril que no estéril.

Los inoculantes a base de turba estéril generalmente se
almacenan durante un periodo de 4-5 semanas después de la
inoculacidén a 209-279C, para permitir un aumento de la pobla
cién de rizobios (maduracidén o curacién del inoculante) (Bur
ton, 1976 y 1981). Seguin Burton (1976) este proceso permite

la adaptacién de Rhizobium al soporte.

La eleccién del método de esterilizacién depende del ti
po de envase que se emplee para distribuir el inoculante,del
numero de cultivos que se preparen y de la tecnologia dispo-

nible.

T
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1.3.1.- Calor hamedo

El autoclavado proporciona una esterilidad ab-
soluta del soporte, pero tiene un inconveniente derivado del
tipo de material que debe emplearse en el envasado: vidrio o
bolsas autoclavables. En el primer caso, los costes de pro-
duccidén aumentan; en el segundo, las bolsas de polipropileno
¢ polietileno de alta densidad pueden limitar la difusidn de

O2 al inoculante.

1.3.2.- Irradiacién gamma

Cuando las condiciones lo permiten, el tratamien
to con radiaciones gamma es el mejor método de esterilizar la
turba, ya que no hay riesgo de que se desnaturalice. La turba
se empaqueta en bolsas de polietileno de baja densidad y se
irradia a una dosis de 5 a 7 megarads; con este nivel de ra-
diacidén no queda totalmente estéril aunque el numero de con-
taminantes permanece muy bajo frente a elevadas concentracio

nes de Rhizobium (superiores a 109/9) después de 12 meses.

1.3.3.- Esterilizacién guimica

Se ha empleado &xido de etileno o bromuro de
metilo (Deschodt y Strijdom, 1975) con resultados muy varia-
bles, debido a las dificultades de penetracidén y posterior
eliminacién del gas, lo que resulta dificil de lograr si el

soporte esta embolsado o se trata de grandes volumenes.

En el proceso denominado "flash drying", la turba se ca
lienta hasta 6509C durante 2-3 minutos como maximo. El conte
nido de humedad se reduce hasta un 7-9% y la microflora con-
taminante queda practicamente eliminada; debido a la rapidez

del proceso la turba no se degrada.

La esterilizacidn del soporte aumenta de forma conside-
rable los costes de produccidén de los inoculantes, ya que su
pone un gasto adicional, sobre todo en mano de obra para la
manipulacidén e impregnacidén en condiciones estériles.Si no se
esteriliza, como es habitual a escala industrial, la impregna-
cidén se lleva a cabo en una mezcladora hasta conseguir un

producto uniforme, y a continuacién se embolsa. En este caso
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los inoculantes no se dejan madurar, para evitar que crezca
la flora contaminante, sino que se almacenan a 49C hasta el
momento de su distribucidén; en consecuencia, para la obten-
cidén de inoculantes de calidad los caldos de impregnacioén de
ben contener al menos lO9 rizobios por mililitro, ya que la

poblacién inicial no se multiplica.

l1.4.- Envasado

Con respecto a la forma de distribucién de los ino
Culantes, ésta ha evolucionado desde botellas de vidrio o la
tas selladas de los primeros productos comerciales, hasta las
bolsas de polietileno de media o baja densidad que se emplean
actualmente. Existe sin embargo, una gran controversia sobre
la capacidad de intercambio de gases de los distintos enva-
ses y su efecto sobre el crecimiento Y la supervivencia de
Rhizobium. Segun Roughley (1968) las bolsas de polietileno o
poliamida con un 6% de capacidad de intercambio gaseoso son

los materiales mas adecuados para el envasado y distribucién

de los inoculantes.

CONTROL DE CALIDAD

La calidad de un inoculante estd determinada por la con
centracidén de rizobios y su efectividad en la fijacién de ni
trogeno en el cultivo al que va destinado. No obstante, las
diferentes situaciones ambientales condicionan el comporta-
miento de un inoculante o la respuesta a la inoculacidn, de
modo que seria irreal establecer a priori unos patrones rigi
dos de calidad. La experiencia en diferentes paises en 1la
practica de la inoculacién sugiere que, cuando no existe una
poblacién natural de Rhizobium en el suelo, 100 bacterias
por semilla constituyen un indculo satisfactorio. Pero cuan-
do las condiciones del suelo son desfavorables para la super
vivencia del inéculo y/o existe un gran numero de rizobios
inefectivos, son necesarios niveles superiores a 106 células
por semilla para garantizar el efecto positivo debido a la

inoculacién (Ireland y Vincent, 1968). En este sentido pueden
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hacerse algunas modificaciones en la inoculacién, como la hu
mectacién de las semillas y el empleo de sustancias adhesivas
(goma ardbiga, carboximetilcelulosa, sacarosa, etc.,).En sue
los acidos, la adicidén de yeso, carbonato o fosfato de calcio
realizando una pildorizacién de la semilla, favorece el esta

blecimiento y persistencia de la estirpe que se pretende in-

troducir.

1.~ Control del caldo de cultivo:

Antes de utilizar el caldo en la impregnacién de 1la
turba hay que comprobar que la pureza y concentracidén del
cultivo alcanzan unos niveles minimos. Normalmente, es sufi-
ciente la observacién en fresco al microscopio de contraste

de fase y la tincién de Gram.

Una primera aproximacién de la concentracién del caldo
se obtiene por turbidimetria y recuento total de células al
microscopio, lo cual permite tomar decisiones sobre la conti
nuacidén del proceso de fabricacién. La concentracidén real

del caldo se mide por recuento de viables en placa.

Para la impregnacién de la turba deben utilizarse caldos
con 5x108— lOOxlO8 o0 mas bacterias vivas por mililitro, sobre
todo cuando se emplea turba sin esterilizar, pues el numero
de bacterias en el momento de la aplicacién del inoculante

va a depender exclusivamente de la supervivencia de Rhizobium

en la turba.

2.- Control del inoculante:

Los controles cuantitativos, previos a la distribu-
cién, habran de determinar las poblaciones rizobianas de los
inoculantes de modo que superen unos niveles establecidos.
Estos niveles dependen de varios factores, como son las cepas
utilizadas, la esterilidad del soporte, la temperatura de al

macenamiento y, en general, de las condiciones de empleo del

inoculante.

Se suelen dar dos concentraciones minimas de la pobla-

T
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cidn rizobiana del inoculante: una para el momento de la fa-
bricacién y otra después de distribuirlo y antes de usarlo.
En Espana los criterios de calidad exigen 109 rizobios
por gramo de inoculante en la fecha de fabricacidén y 108 en
el momento de su utilizacién. El nivel de contaminacién no
debe superar el 0,1% de la poblacién microbiana. En la mayo-
ria de los paises, el control de calidad de los inoculantes
lo realizan agencias gubernamentales; sin embargo, en USA,
al no existir una normativa federal que regqule la calidad de
los inoculantes, cada industria regula y controla sus produc
tos. Los controles de calidad estan basados en estudios del
comportamiento de los inoculantes en relacién a la planta
huésped; se inoculan las semillas, segin las recomendaciones
del productor, y se siembran en condiciones estériles en are
na o vermiculita. Después de 5-6 semanas se examina la nodu-
lacidén de las raices. Si el 90% de las plantas tiene uno o
mas nédulos en la raiz principal, el inoculante es considera
do satisfactorio; aquellos inoculantes gque inducen nodula-
cién en un porcentaje de plantas inferior al 67% no se consi
deran satisfactorios. En estas pruebas, el nUmero de rizobios

viables por gramo de inoculante puede ser sorprendentemente

bajo.

METODOS DE INOCULACION

El método de inoculacidén mas difundido consiste en la
aplicacién del inoculante sobre la semilla antes de la siem-
bra o simultdneamente, mezclando la semilia y el inoculante
en la tolva de la sembradora. Algunas firmas comercializan
la semilla preinoculada, aunque la viabilidad de Rhizobium
sobre la semilla es baja y algunas semillas liberan sustan-
cias toxicas (Hale y Mathers, 1977). Vincent y Smith (1981)
evaluaron la viabilidad de Rhizobium en semillas preinocula
das de alfalfa y trébol, concluyendo que muchas de las mues-
tras comerciales no contenian un nivel éptimo de rizobios
viables. Por otra parte, el peleteado de las semillas favore

cié la supervivencia del inéculo en semillas preinoculadas
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de alfalfa, pero no hubo diferencias entre las semillas de

trébol peleteadas o no.

La técnica del peleteado de las semillas ha sido reco-

mendada en -Australia, y presenta las siguientes ventajas:

a) Modificacidn del ambiente del suelo en las inmediaciones

de la semilla.
b) Aplicacién de un elevado numero de rizobios por semilla.

c) Proteccidén de Rhizobium frente a sustancias inhibidoras
liberadas por la semilla o combinadas con ella en el mo-

mento de la siembra (fertilizantes, pesticidas, etc.,).

Sin embargo, existen situaciones en las que se recomien
da la aplicacién directa del inoculante al suelo, como en a-
quellos casos en los que las semillas estédn recubiertas de
productos tdxicos para Rhizobium, cuando el tamano de la se-
milla es demasiado pequefio como para admitir una cantidad mi
nima de inoculante o cuando se pretende introducir una eleva
da concentracién de rizobios mas efectivos en suelos que ya
contienen estirpes inefectivas. Para estas circunstancias es
peciales se aconseja emplear inoculantes liquidos (suspensio
nes acuosas de inoculantes a base de turba o suspensiones a-
cuocsas u oleosas de cultivos concentrados de Rhizobium) inme
diatamente antes de la siembra (Brockwell et al., 1980; Gault
et al., 1982) o inoculantes granulares que se aplican en el

momento de la siembra (Bezdicek et al., 1978; Burton, 1981).
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Microorganismos

Rhizobium meliloti, estirpes silvestres GR4, GROL3, GRO1S,

GRO19, GRO27, GRBl (Seccidén de Microbiologia, Estacién Experi-
mental del Zaidin, Granada), 1S3 (SU-277/1, Dr. Labandera, Uru
guayy), IS120 e IS122 (733 y 782, E.T.S.I.A., Madrid), 793, 795 y 797
(102F51, 102F58 y 102F65, Nitragin, Milwaukee, USA), RS96 (B251,
Dra. Shiel, Argentina), RCR2001 (AH2, Rothamsted, UK), AN3 (Dr.
Lesley, Canada).

R.meliloti, aislamientos propios M-2, M-3, M-4, M-7, M-8,
M-11, M-12, M-13, M-16, A-1, A-2 (Melilotus spp., Sevilla), M-17,
M-18, M-19, M-20 (Medicago polymorpha, Sevilla), M-21,..., M-30
(Medicago polymorpha, Badajoz), M-34,..., M-40 (Medicago poly-

morpha, Caceres), MM-M (Medicago marina, Portugal).

R.meliloti GR4C, "curada" por tratamiento de la silves-

tre GR4 con Naranja de acridina (Palomares et al., 1978).

R.meliloti GRC60, "rugosa", derivada de GR4C por trata-

miento con nitrosoguanidina (Olivares et al., 1980).
R.meliloti Rm2, se comporta como sensible a los bacte-

riétagos DF2, ALl, LOO, FAR y £f2D (Corral, 1980).

R.meliloti, mutantes alterados en la sintesis de polisa

carido extracelular obtenidos durante la realizacién del pre
sente trabajo, por tratamiento con nitrosoguanidina: ISM101,
IsM102, 1IsM103, IsM104, ISM105, ISM106, ISM107, ISM108, ISM109, ISM110
y JC4004. Todos derivan de la silvestre GR4. En la seccién

"Resultados y Discusién" se describen con detalle.

Plantas

Medicago sativa L. ecotipos Aragdén y Tierra de Campos.

Medicago polymorpha ecotipos Terebellum e Inermis.

Medicago scutellata ecotipo Sava.

Bacteridéfagos

DF2, ALl, LOO, FAR y f2D, especificos de R.meliloti (Co

rral, 1980). Han sido proporcionados por el Dpto. de Micro-

biologia de la Facultad de Ciencias de Granada.
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Medios de cultivo

El medio base utilizado para el aislamiento y posterior
conservacién de las estirpes de Rhizobium en el laboratorio,
ha sido el medio M-79 de Vincent (1977), cuya composicién es

la siguiente:

PO4HK2 ............................ 0,4 g
PO4H2K ............................ 0,1 g
L 0,1 g
SO4Mg .7 H20 ..................... 0,2 g
Clee . 4 HZO ..................... 0,004 g
ClZCa ............................. 0,04 g
Manitol (Difco) .viviiie it eenennn. 10,0 g
Extracto de levadura (Difco) ...... 1,0 g
Agar (Difco) .....iiiiiiiieennnn. 15,0 g
Agua destilada ..........0...... 1.000,0 ml

El pH se ajusta a 6,8-7,0 y se esteriliza a 115 2oC du-

rante 20 minutos.

Para los recuentos de microorganismos viables en los ino
culantes, se empled este medio adicionado de Rojo Congo
(1:40.000). Este colorante facilita la identificacién de Rhi-
zobium en presencia de contaminantes e inhibe el crecimiento

de bacterias grampositivas.

Para los estudios fisioldgicos de utilizacidén de diver-
sas fuentes de carbono y nitrdégeno, se empled el siguiente

medio base:

PO4HK2 ........................ ....0,8 g
PO4H2K ............................ 0,2 g
L I 0,2 g

*
SO4Mg 7 HZO ..................... 0,18 g
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O 0,10 g*
Biotina ..... ... .. i i 50,0 ug**
T1amIna ... i i it it e et et te e eaenn 100,0 ug**
Agua destilada . ...oouonnnonn.. 1.000,0 ml
pH 6,8-7,0

Esterilizacidén 1152C durante 20 minutos.

*Estas sales se esterilizaron independientemente, separadas
de los demas componentes del medio para evitar la turbidez

del mismo.

**Las soluciones acuosas de vitaminas se esterilizaron por

filtracioén (tamano de poro: 0,20um).

Las fuentes de carbono ensayadas fueron: maltosa, mani-
tol, glutamato sédico, glicerol, galactosa, glucosa, lactosa
Y sacarosa, a una concentracidén final del 1 %. Las solucio-
nes acuosas de los distintos azGcares se esterilizaron inde-
pendientemente de los demds componentes del medio, y se afa-

dieron en condiciones estériles.

Los distintos compuestos de nitrdgeno ensayados se ana-

dieron a las siguientes concentraciones:

NO3K .............................. 1,0 g/1
ClNH4 ............................. 0,5 g/1
Glutamato Na .......iiieeeeeennnnns 1,8 g/1
L o 0,3 g/1*
Extracto de levadura .......ceceee. 1,0 g/1
Extracto de malta .....ciieeeeecen. 1,0 g/l
Agua de levadura .......eeeeeeees 100,0 ml/1**
Peptona ... ...ttt et ittt 0,8 g/l

El empleo de distintas cantidades c¢std en funcidn del

contenido en N total de cada compuesto, para obtener en cada

(_
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medio la misma concentracién final de nitrégeno.

F—

* La solucidén de urea se esterilizé por filtracidén (tamano de

poro 0,20um).

**El agua de levadura es el liquido decantado de la mezcla de

100 g de levadura de panaderia en 1.000 ml de agua.

Medio triptona-extracto de levadura (TY) (Beringer, 1974)
Triptona (Oxo0id) .......iviinennn. 5,0 g

Extracto de levadura (Difco)....... 3,0 g

ClZCa ............................. 0,84 g

Agar (Difco) ...ttt 15,0 g

Agua destilada ........icuivuu.. 1.000,0 ml

pH 7,0-7,2

Esterilizacién 115 oC durante 20 minutos.

Medios selectivos

Se empled el medio M-79 suplementado con distintos anti
bidticos. Las soluciones acuosas se esterilizaron por filtra
cidén (poro: 0,20um) y se anadieron en condiciones estériles
al medio de cultivo para obtener las siguientes concentracio-

nes finales:

Sulfato de estreptomicina (Sigma)...500 mg/l
Sulfato de kanamicina (Sigma)........ 25 mg/l
Tetraciclina base (Sigma)............ 10 mg/1
Rifampicina (Sigma) .......cciveunun.. 30 mg/1

Solucidén nutritiva para plantas

Para los ensayos de infectividad y efectividad, asi co-
mo para los diferentes estudios que conllevan la inoculacién
de plantas , se empled una solucidén nutritiva cuya concen-

tracidon en macronutrientes fue similar a la indicada por
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Rigaud y Puppo (1975) y el aporte de micronutrientes siguid

las recomendaciones de Hewitt (1952).

Macronutrientes

PO4HK2 ............................ 200 mg
SO4Mg .7 HZO ..................... 200 mg
O ) 200 mg
SO4Ca ............................. 120 mg
Micronutrientes

SO4Mn . 4 HZO ...................... 22 mg
SO4Cu . 5 HZO ....................... 2,4 mg
SO4Zn ............................... 3 mg

Sequestrene 138 Fe (Ciba-Geigy)....250 ug

BO3H3 .............................. 18,6 mg
MoO4Na2 ..... e et ae et cc e 350 ng
Agua destilada ........00uiiunnn. 1.000 ml
pH 7,0-7,2

Esterilizacién a 115 2C durante 20 minutos.

Aislamiento de estirpes de R.meliloti a partir de ndédulos

Para comprobar la estabilidad de los fenotipos (mucoso
0 rugoso) de los mutantes alterados en la sintesis de PSE,
después del pase por plantas de alfalfa, y para la identifi-

cacion de cada estirpe en los ensayos de competitividad se

~ procedid al aislamiento a partir de los noédulos.

Los ndédulos seleccionados se separan de la raiz dejando
una parte de la misma adherida para facilitar su manipulacién.
Se sumergen en etanol al 95 % durante 30 segundos y a conti-
nuacidén en una solucidén acidificada de bicloruro de mercurio
al 0,1 % durante 3 minutos. Se lavan repetidas veces con agua

corriente estéril (al menos 6 veces), se afnade a cada unc una
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gota de solucidén salina y se aplastan asépticamente con una
varilla de vidrio. Con un asa de platino se toca en el jugo
resultante y se hace una estria sobre un medio nutritivo a-

propiado (segun los casos, con o sin antibidético).

Obtencidn de mutantes de R.meliloti alterados en la sintesis

de polisacdrido extracelular. Mutagénesis con nitrosoguanidi-

na

La mutagénesis se realizd siguiendo la técnica descrita

por Cerda-Olmedo y Hanawalt (1967), adaptada a R.meliloti. Se

utilizd un cultivo de la estirpe GR4 Rif" en fase logaritmica
(densidad 6ptica = 0,3-0,5). Después de centrifugar, el cul-
tivo se resuspendié en tampén Tris-maleato. Se anadié N-metil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidina (Sigma) a una concentracién de

150 mg/1l y se incubdé a 35 9oC durante 30 minutos sin agitaciodn.
Transcurrido el tiempo de contacto, el cultivo se centrifugd
Yy se lavd tres veces con tampdén Tris-maleato. E1 sedimento se
resuspendidé en caldo M-79 y se realizdé un recuento de micro-
organismos para determinar el porcentaje de supervivientes
tras el tratamiento. Finalmente, el cultivo se diluyé a la
mitad y se incubd durante 6-8 horas a 28 9C para permitir la

segregacion de los hipotéticos mutantes.

A partir del cultivo mutagenizado, se sembraron unas 100
cajas con medio M-79, convenientemente diluido para obtener
colonias bien separadas. Se seleccionaron visualmente unas
120 colonias de aspecto y morfologia andémala. Estos posibles

mutantes se purificaron tras sucesivas siembras en medio
M-79 adicionado de rifampicina (30 mg/l). S6lo se conservaron
Y propagaron como estirpes aquellos que mantenian de forma

estable una morfologia colonial alterada.

Seleccidén de mutantes espontaneos resistentes a antibiéticos

A partir de un cultivo liquido de la estirpe GR4 (u otra)
en fase exponencial de crecimiento, se sembraron cajas con me-

dio complejo M-79 adicionado de Rojo Congo y del antibiético
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correspondiente a las concentraciones ya sefnaladas. Se siem-
bran 0,1 ml de una dilucidén apropiada para obtener unas 30
colonias por caja, teniendo en cuenta que la frecuencia de
obtencidén de mutantes espontdneos resistentes a antibidticos
es de.lO’6—lO-9, dependiendo del antibidético y de la estirpe.
Normalmente las colonias aparecen al cabo de 5-7 dias de in-
cubacidén a 28 9C, dependiendo de la tasa de crecimiento de
cada estirpe. Una vez desarrolladas las colonias se transfie

ren a tubos con medio M-79 y se conservan a 4 29C.

Enriquecimiento de las suspensiones de fagos

Se llevd a cabo segin la técnica de la doble capa (Adams,
1966) utilizando medio de Vincent, tanto para la capa base co

mo para la capa superior de medio semiblando.

Esta técnica consiste en mezclar 0,1 ml de la suspensidn
del fago con 0,2 ml de un cultivo saturado de la estirpe sen-
sible en tubos que contienen 5 ml de medio semiblando, mante-
nidos en sobrefusidén a 45 2C en un bafo de agua. La mezcla
se vierte a continuacién sobre la capa base, y una vez soli-
dificada se incuban las placas a 28 9C. Si la proporcién
fago-bacteria ha sido apropiada, a las 24 horas la lisis sera

total o subtotal (placas liticas confluentes).

Se recogid la capa superior con una espatula estéril, y
se macerd con 3-5 ml de agua destilada sobre un embudo de vi-
drio provisto de una gasa. El agua de lavado se centrifugd a
5.000 rpm con el fin de precipitar los restos celulares y el
agar. El sobrenadante se esterilizéd por filtracidédn (poro de
0,20pm ). Las suspensiones de fagos asi obtenidas se almace-
nan a 4 2C anadiéndoles una gota de cloroformo para evitar

posibles contaminaciones.

El enriquecimiento de las suspensiones de fagos siempre
se realizd en medio s6lido, pues los titulos que se obtienen
son superiores en 100-1.000 veces a los que se consiguen en

medic liquido. La estirpe bacteriana utilizada fue Rm2 .
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Titulacién de las suspensiones de fagos

Se realizdé siguiendo la técnica anteriormente descrita,
pero haciendo la dilucidén apropiada de la suspensién del fa-

go, de modo que se obtengan placas liticas separadas y conta
bles.

Fagotipado de estirpes de R.meliloti

Las pruebas de sensibilidad o resistencia a los distin-
tos fagos empleados se han realizado segin la técnica deriva

da de la anteriormente descrita. Las estirpes de R.meliloti

se cultivaron en medio liquido M-792 a 28 9C con agitacién,
hasta alcanzar una concentracién de 108 células/ml. Se tomd
1 ml de estos cultivos y se inocularon tubos con 5 ml de me-

dio semiblando, fundido y mantenido a 45 2C en bafo de agua.

La mezcla se virtidé directamente sobre placas estériles,
sin la capa de medio base, dejando transcurrir unos minutos
hasta que estuvieran totalmente solidificadas. Se depositaron
gotas de las distintas suspensiones de bacteridéfagos y se in-
cubaron a 28 9C sobre una superficie horizontal para evitar

que las gotas se mezclaran entre si.

Este método tiene la gran ventaja de su rapidez, ya que
en 24 horas pueden leerse los resultados y ademas permite en
sayar un buen numero de estirpes con un escaso gasto de mate
rial. La Unica precaucidén es que el titulo de las suspensio-
nes de fagos debe ser como minimo de lO6 unidades formadoras
de placa /ml. Por uUltimo y como precaucidédn adicional, en to-
dos los ensayos de fagotipado se prepararon placas inocula-
das con la estirpe Rm2 que sirvieron de control de la pureza

y titulo de las suspensiones de los distintos bacteriéfagos.

Curvas de crecimiento

Se ha seguido la técnica usual, empleando tubos de

18 x 200 mm, con 9 ml de medio liquido M-79 inoculados con

1 ml de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento (107
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células/ml). Se incubaron en agitacién a 28 2C extrayéndose
alicuotas de 1 ml cada 2 horas. Los recuentos se han realiza

do en el mismo medio solidificado.

Utilizacidén de diversas fuentes de carbono y nitrégeno

Se prepararon series de tubos de ensayo de 18 x 200 mm
con 9 ml de medio base liquido (ver "Medios de cultivo").
Las distintas fuentes de carbono y nitrégeno se esteriliza-
ron independientemente y se afadieron antes de la inocula-
cidén.

Los tubos se inocularon con 1 ml de células lavadas pro
cedentes de un cultivo saturado de cada estirpe a ensayar.
Peridédicamente se registraron las densidades oépticas de los
caldos a una longitud de onda de 540 nm. Se hicieron tres re
peticiones por tratamiento (azucar o compuesto nitrogenado)
Yy unos controles inoculados en el mismo medio pero carentes

de nitrdégeno y carbono.

Tras estos ensayos cualitativos, se realizaron una se-
rie de estudios encaminados a determinar la concentracién ép
tima de las fuentes de carbono y nitrégeno seleccionadas,
asi como la concentracién minima de biotina requerida para

formular un medio de cultivo definido.

Produccidén de polisacarido extracelular por estirpes de R.

meliloti

Para evaluar la produccidén de polisacarido extracelular
(PSE) de los diferentes mutantes obtenidos tras mutagénesis
con nitrosoguanidina, se utilizaron cultivos de 7 dias en
matraces de 250 ml que contenian 100 ml de medio liquido M-
79. Se siguid la técnica descrita por Amarger et al. (1967)

Y que esquematicamente consta de los siguientes pasos:

- Centrifugacidén del cultivo a 5.000 rpm durante 30 minutos
(en ocasiones fue necesario repetir este paso varias veces,

debido a la alta densidad de los cultivos).

T
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- Adicidén al sobrenadante de dos volUmenes de acetona.

- Obtencidn del precipitado tras agitacién intensa con una

varilla de vidrio y secado del mismo.

El material se deseca con una corriente de air? calien-

te y posteriormente se coloca en un desecador al vacio. A

las 24 horas se pesa.

También se determindé la produccién de PSE segun la fuen
te de carbono del medio de cultivo. Las fuentes de carbono
ensayadas se esterilizaron a parte de los demas componentes
del medio y se afadieron a la concentracién final del 1 %

Analisis cualitativo de los polisacaridos extracelulares

Para el analisis cualitativo, los extractos secos de PSE
se rehidrataron en agua destilada (2 mg/ml) y se hidrolizaron
con SO4H2 1 N durante 10-12 horas. Después de neutralizar con
CO3Ca, el hidrolizado se filtrd y se concentrd por evapora-
cién. La identificacién de los azucares se realizd por croma
tografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizando un cro

matégrafo Millipore Lambda-Max, modelo 481.

Cultivo aséptico de plantas

Esterilizacidén y germinacidén de las semillas

Las semillas de alfalfa y de especies anuales de Medica-
go se esterilizaron segun las indicaciones de Vincent (1970):
las semillas intactas, una vez humedecidas con etanol al 95%,
se sumergen durante 5-7 minutos en C12Hg al 2% acidificado
con ClH puro (5 ml/l). Se agitan vigorosamente para garanti-
zar una buena esterilizacidn superficial y a continuacién se
lavan unas 6-10 veces con agua destilada estéril. Las semi-
llas estériles se colocan en cajas de Petri con una capa de
agar-agua, se distribuyen asépticamente y se invierten para
obtener plantulas con radiculas derechas y uniformes. Se po-

nen a germinar a 282C durante 20-24 horas.
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Cultivo hidropdnico

Se ha empleado la técnica descrita por Olivares (1964).
Una vez que las plantulas han alcanzado 1-2 cm de longitud,
son transferidas en condiciones de esterilidad a tubos de
20 x 200 mm (4 plantas/tubo) que contienen 10 ml de solucidn

nutritiva y un soporte de papel de filtro.

Los tubos se colocan en la camara de crecimiento para
plantas a 20 9C y en condiciones controladas de luz y tempe-
ratura. La parte inferior de los tubos se protege de la luz
y al cabo de dos semanas las plantas se encuentran en condi-

ciones de ser inoculadas.

Esta técnica se utilizé en los estudios para la determi
nacién del coeficiente de infectividad y rutinariamente cuan

do fue necesario de disponer de plantas noduladas.

Cultivo en vermiculita

Para los estudios de competitividad entre estirpes de

R.meliloti, las plantas se cultivaron en tubos de 30 x 250 mm

con vermiculita humedecida con solucidén nutritiva. Se sembra-
ron 2 plantas por tubo; una vez inoculados los tubos se colo-

caron en condiciones controladas de crecimiento: T& max. 259C,

T

T2 min. 209C, 14 horas de luz y 70% de humedad relativa.

Cultivo en agar

Para los ensayos de adhesividad y colonizacidén de las
raices se emplearon tubos de 20 x 200 mm que contenian 10 ml
de solucidn nutritiva para plantas agarificada (10 g agar/l)
y formando un pico de flauta. Este disefio permite que las
raices crezcan en la superficie del agar y facilita la poste
rior manipulacién de las mismas y el desarrollo de los ndédu-

los.

Cultivo en "jarros-botella" de Leonard

El sistema empleado para el cultivo estéril de plantas
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tiene las sigulentes caracteristicas:

- La mitad superior de la unidad de cultivo consiste en

una botella desfondada de cerveza, de 1 litro de capacidad,

tamano que permite cubrirla con una caja de Petri. El uso de

botellas de color ambar hace innecesario tener que proteger

las raices de la luz.

- La parte inferior (reservorio), destinada a contener
la solucién nutritiva, es un frasco de vidrio cuyas dimensio
nes permiten que la botella invertida encaje perfectamente y
que el cuello de la misma penetre hasta 2-4 cm del reservo-

rio.

Se emplea una mecha de gasa, ajustada con algoddn al
cuello de la botella, de manera que la solucién nutritiva as
cienda desde el frasco inferior a la botella donde se desa-

rrollan las plantas.

La mitad superior se rellena con vermiculita hasta 4 c¢m
del borde, se humedece con 250 ml de solucidén nutritiva y se
acopla con la otra unidad. El conjunto se une con una tira
de papel impermeable, asegurandolo con banda$ elasticas o
cinta adhesiva. Los "jarros-botella" asi preparados se este-

rilizan en autoclave a 120 2C durante 1 hora.

Las semillas estériles y germinadas se éiembran en las
botellas y se trasladan a la camara de crecimiento. Tras la
inoculacidén de las plantas a las 48 horas dejla siembra y
una vez que su desarrollo se ve limitado por?las cajas de Pe
tri, éstas se retiran y se extiende una capa (2-3 cm) de are
na parafinada estéril, para evitar contaminaciones ambienta-

les y desecacidén de la vermiculita.

Determinacién del grado de infectividad

Se siguidé la metodologia descrita por Olivares et al.
(1980). El ensayo consiste en la inoculacién de dos series

de tubos, donde crecen plantas de alfalfa (Medicago sativa

var. Aragdén) con un sistema radicular bien desarrollado. Una

vez inoculadas, se anade un antibidético al cual sean sucepti
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bles las estirpes (tetraciclina, a una concentracién final de
10 mg/1), a una de las series de tubos 48 hoﬁas después de la
inoculacidén. De esta forma se detiene el proceso de infecciédn.
Transcurridas 2 semanas, se contabiliza el nuimero de ndédulos
formados por cada estirpe en presencia y ausencia del antibig
tico. La mayor reduccién en el numero de nédulos en presencia
del antibidtico indica una menor velocidad al infectar las

raices, es decir, un menor grado de infectividad.

Determinacidén del coeficiente de competitividad

Se siguidé la metodologia descrita por Amarger (1981). Se

inoculan plantas de alfalfa (Medicagc sativa var. Aragdn) con

indéculos dobles constituidos por la estirpe & ensayar y otra
de referencia Fix . La identificacién de los nédulos produci-
dos por cada estirpe del indculo se realiza visualmente; en
contraste con el método clasico que requiere el empleo de es-
tirpes marcadas (normalmente a antibidticos) y el andlisis de

un elevado nuimero de nodulos.

Para ello se cultivaron plantas de alfalfa en tubos con
vermiculita (Véase el apartado "Cultivo asépfico de plantas")
a razén de 2 plantas/tubo. Las estirpes cultivadas en medio
liguidos M-79 se mezclaron en proporciodn 4:1,(Fix—/Fix+) en
el momento de la inoculacidén (tamano de indculo: 108 rizobios
/tubo). A los 21-27 dias de crecimiento en condiciones contro
ladas se extrajeron las plantas y se procedid al recuento de
nddulos de cada tipo, fijadores (rosas) y no fijadores (blan-

cos).

Estudios de adhesividad

Las plantulas de alfalfa (M.sativa, var. Aragdn), previa
mente germinadas a partir de semillas estériles, se colocan
en tubos con agar inclinado semiblando (1 %) preparado con
solucidén nutritiva. Se inocularon lO5 células /tubo (y en los
indculos mixtos 105 células de cada estirpe). A diversos tiem

pos se extraen las plantulas y se colocan en tubos de tampdn
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fosfato (pH 7). Después de una agitacidén vigorosa, las plan-
tulas se desechan y la suspensién bacteriana se utiliza para
sembrar cajas de M-79. Aunque los mutantes Exo® y Exo tienen
una morfologia colonial caracteristica, facilmente distingui
ble del tipo silvestre (y obviamente entre si), para los en-
sayos de adhesividad con inéculos mixtos se emplearon estir-
pes marcadas (Strr o Rifr). El marcaje facilita la identifi-

cacién y no altera las caracteristicas simbidticas.

Medidas de la efectividad en la fijacién de N

2—

1. Peso seco

En algunos ensayos se determindé el peso seco de la par-

te aérea de las plantas a las 24 horas de secado en estufa a
902 C.

2. Nitrdgeno total

Las muestras de la parte aérea secas y molidas se some-
tieron a mineralizacién Kjeldahl. El mineralizado se destild
en corriente de vapor y el amonio se recogié sobre una solu-
cién de acido boérico que contenia verde de bromocresol y ro-
jo de metilo como indicadores de pH.La valoracidén se realizd
con ClH 0,2 N.

3. Reduccidén de acetileno a etileno

Para la determinacidén de la actividad nitrogenasa de

las diferentes estirpes de R.meliloti estudiadas, se ha se-

guido la técnica descrita por Koch y Evans (1966) de reduc-

cidén de acetileno (C2H2) a etileno (C2H4).

Las determinaciones se llevan a cabo en raices nodula-
das intactas, que se introducen en frascos de volumen conoci
do provistos de tapones de caucho herméticos (Subba-Seal).

Se retira de los frascos el 10 % de su volumen total y se

|
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reemplaza seguidamente por un volumen igual de acetileno.
Las raices se incuban a temperatura ambiente hasta el momen-
to de la toma de muestras, que se realiza rutinariamente a

los 30 y 60 minutos de la inyeccién de acetileno.

La actividad nitrogenasa se estimd como el etileno for-
mado por reduccién del acetileno en un cromatégrafo VARIANT
AEROGRAPH, modelo 1400, equipado con un detector de ioniza-
cién de llama. Se ha empleado una columna Poropack R, malla
80-100, de 150 cm de longitud y 0,32 cm de diametro interno,
a 509 C de temperatura. Como gas portador se empledé nitrége-
no a un flujo de 50 ml/minuto. El volumen inyectado de las

muestras problema fue en todos los casos de 500 ul.

Preparacidén de inoculantes a base de turba

La metodologia que se ha seguido para la preparacidn de
inoculantes experimentales es basicamente la misma que se em
plea en la fabricacién de inoculantes comerciales en las
instalaciones del Servicio de Investigacién Agraria, Estacién
Experimental "La Rinconada" (San José de La Rinconada, Sevi-

lla). E1 proceso se describe a continuacién:

Medio de cultivo:

Las estirpes se multiplicaron en medio liquido M-79 du-

rante 3 dias en agitacién a 289 C.
Soporte:

Como soporte sélido pafa la preparacién de los inoculan
tes se empled turba procedente de E1 Padul (Granada), neutra,

finamente molida (malla 200) y seca.

Se prepararon bolsas de 50 g de inoculante mezclando, la
turba y el cultivo bacteriano en la proporcién adecuada
segin el contenido de humedad que se desee conseguir, de

acuerdo con la férmulac:

(
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H=LXh*rc o oig0

c + t

H, humedad final del inoculante
t, peso de turba (g)

h, humedad residual de la turba
C

, volumen de cultivo bacteriano (ml)

La turba se empaquetd en bolsas de polipropileno (Pry-
phane) de 30 micras de galga, que pueden esterilizarse en

autoclave y permiten el intercambio de gases pero no pérdi-

das de humedad.

Tras el proceso de secado a 80 °C durante 24 horas, la

~turba tiene un 8 % de humedad residual y un 10 % después de

autoclavarla a 115 2C durante 30 minutos. En los tratamien-
tos a base de turba estéril, el indéculo bacteriano se inyec-
ta en condiciones estériles en las bolsas, con la ayuda de
una jeringa. A continuacién se sella el punto de inyeccién y
las bolsas se masajean vigorosamente hasta que la impregna-
cién de la turba sea homogénea. Por Gltimo, se almacena a la

temperatura elegida hasta el momento de su utilizacién.

Supervivencia de estirpes de R.meliloti en inoculantes adi-

cionados de polisacarido extracelular

La metodologia seguida en la preparacién de los inocu-
lantes fue esencialmente la ya descrita; sélo se modificaron
los caldos de impregnacién. En un caso, el cultivo bacteria-
no se centrifugé a 5.000 rpm, se eliminé el sobrenadante y
las células se recogieron en medio liquido de Vincent libre
de nitrégeno y carbono. Los demas tratamientos se prepararon
anadiendo soluciones acuosas de PSE estériles al caldo de mo
do que las concentraciones finales en el indculo fueran 25,
50 y 100 % mas de la cantidad de PSE que la estirpe produce
normalmente. Asi mismo, se siguid la evolucién de la pobla-
cidén de rizobios en un inoculante preparado de forma habi-

tual, con un cultivo crecido sin centrifugar y sin adicionar
le PSE.
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Todos los inoculantes se almacenaron a temperatura am-

biente, contenian un 35 % de humedad y se prepararon con tur

ba estéril y no estéril.

Curvas de sensibilidad a la radiacidn ultravioleta

La exposicién a la radiacidén ultravioleta se realizd en
medio liquido, con una lampara Sylvania de 15 W. Los culti-
vos irradiados se diluyeron antes de sembrar cajas de medio
M-79, que se incubaron en la oscuridad para evitar la foto-

reactivacion.

Determinaciones de susceptibilidad a la desecacién

Se utilizaron cultivos saturados en medio M~79, con los
que se impregnaron recortes de 1 cm2 de papel Whatman nQ 4.
Los papeles, colocados en cajas estériles, se incubaron a
28 9C y se rehidrataron a diversos tiempos para determinar

el numero de células viables.

Métodos estadisticos

Analisis de la varianza: Disefio estadistico completamen
te al azar.

- Anédlisis de la varianza: Diserfio estadistico factorial
2 x 2.

Comparacién miltiple: Minima diferencia significativa
(Test de Waller-Duncan).

Correlacién lineal: Coeficiente de correlacién y ecuacidn
de regresidn.

- Test de homogeneidad: Prueba de X2.

Se ha consultado el Manual de Steel y Torrie (1980) para 1la

aplicacién de estos métodos.

|
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Utilizacién de fuentes de carbono por estirpes de Rhizobium

meliloti.

De acuerdo con la literatura, las estirpes de Rhizobium
son capaces de utilizar una gran variedad de fuentes de car-
bono; incluso algunas estirpes pueden crecer autotréficamen-

te en presencia de H2 y CO, como unica fuente de carbono (

Hanus et al., 1979). Otroszsustratos carbonados que pueden

ser metabolizados por Rhizobium son: mono y disacaridosl aci
dos del Ciclo de Krebs, aminodcidos y compuestos aromaticos.
Las mayores diferencias nutricionales se establecen entre el
grupo de especies de Rhizobium denominado de crecimiento ra-
pido (Graham, 1964; Elkan y Kwik, 1968) que son menos exigen
tes respecto al sustrato carbonado, siendo capaces de metabo
lizar numerosas pentosas, hexosas, disacaridos y &acidos orga
nicos; los rizobios de crecimiento lento crecen preferentemen

te con pentosas.

Para el estudio de los requerimientos carbonados se han

utilizado cuatro estirpes de R.meliloti cuyas caracteristicas

de crecimiento se detallan en la Tabla 2 . Las fuentes de car
bono ensayadas fueron: glicerol, manitol, glucosa, galactosa,
maltosa, lactosa, sacarosa y glutamato sddico a una concentra
cién final del 1%. Los resultados correspondientes a este en

sayo se presentan en la Tabla 3 . Se comprobd que las medidas
de crecimiento basadas en la densidad optica de los cultivos

reflejaban el numero de células viables {(unidades formadoras

de colonias), incluso en el caso de la estirpe supermucosa

JC4004. Los recuentos de viables no se incluyen en las Tablas.

Puede observarse que todas las estirpes presentaron un
crecimiento muy uniforme, destacando la mejor utilizacidn
del glutamato, tal vez debido al aporte simultaneo de carbo-
no y nitrégeno. No existen diferencias notables entre la uti
lizacién de los monosacaridos manitol y galactosa y los disa
caridos maltosa, lactosa y sacarosa. Por otro lado, las fuen
tes . de carbono peor utilizadas por todas las estirpes fueron

la glucosa y el glicerol.

|
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Tabla 2.

CARACTERISTICAS CULTURALES DE LAS ESTIRPES DE R.meliloti
EMPLEADAS EN LOS ENSAYOS FISIOLOGICOS.

Estirpe Morfologia Tiempo de Duracién Poblacién
generacion fase exponen maxima 9
(horas) cial (horas) G x 10
g E
GR4 Mucosa 2,6 21 6,0
GR4C Compacta 2,6 21 5,0
JC4004 Supermucosa 3,0 25 5,0
GRO27 Mucosa 2,6 21 6,0
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Tabla 3.

UTILIZACION DE DIVERSAS FUENTES DE CARBONO POR ESTIRPES DE

Rhizobium meliloti.

Fuentes de GRO27 GR4 GR4C JC4004 X
carbono

Control 0,39 0,34 0,37 0,39 0,37
Glutamato-Na 6,38 4,95 6,38 2,69 5,10
Manitol 2,86 2,81 2,44 2,76 2,72
Sacarosa 2,94 2,73 2,26 2,68 2,65
Lactosa 2,79 2,59 2,41 2,41 2,55
Maltosa 2,52 2,41 2,16 2,37 2,37
Galactosa 2,39 2,41 1,97 2,33 2,28
Glicerol 2,08 2,00 2,06 1,79 1,98
Glucosa 2,08 2,20 2,00 1,37 1,91
M D'S'O,OS 0,92

Las medidas de densidad é6ptica (A = 540 nm) son media de 3

repeticiones.

El tratamiento Control no contiene azucar.
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En consecuencia, se eligidé la sacarosa como fuente de
carbono para la formulacidén de un medio definido para el cul
tivo de estirpes de R.meliloti, no s6lo por el buen creci-
miento que es capaz de mantener, sino por ser una fuente de
carbono muy econdmica (lo cual es importante con vistas a la
multiplicacidén de las estirpes de Rhizobium a escala indus-

trial).

Efecto de la concentracién de sacarosa sobre el crecimiento

de estirpes de Rhizobium meliloti.

Para determinar la concentracién d6ptima de la fuente de
carbono, se realizdé un ensayo en el cual se evalud el creci-

miento (D.O.) de cuatro estirpes de R.meliloti cultivadas en

medio liquido con cantidades crecientes de sacarosa (Tabla 4).
Se ensayaron las siguientes concentraciones: 0, 1.0, 2.0,5.0
10.0 y 20.0 gramos/litro. De los datos de la Tabla 4 se dedu
ce que sin fuente de carbono el crecimiento es practicamente
nulo. Concentraciones crecientes de sacarosa hasta 10.0 g/1
producen incrementos proporcionales del crecimiento; cantida
des superiores de azucar no se traducen en un aumento signi-
ficativo de la densidad celular de los cultivos. En consecuen
cia, se eligié esta concentracién (10.0 g/l) como la idénea

para ensayos posteriores.

Utilizacidén de diversas fuentes de nitrdgeno por estirpes de

Rhizobium meliloti.

Rhizobium spp. puede crecer con fuentes de nitrégeno
muy diversas, inorgdnicas (sales de amonio, nitrato, urea,
etc.) u organicas como aminoacidos, extracto de levadura y
de malta, hidrolizado de caseina e incluso peptona (Vincent,
1962). En general el crecimiento con nitrégeno inorganico es
satisfactorio, pero mas pobre que cuando se utilizan aminoa-
cidos; una combinacidén de ambos tipos de fuente nitrogenada

da lugar a un crecimiento éptimo (Elkan y Kwik, 1968j.
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Tabla 4.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SACAROSA SOBRE EL CRECIMIENTO
DE ESTIRPES DE Rhizobium meliloti.

Concentraciodn GRO27 GR4 GRA4C JC4004
(g/1)
0 0,09 0,05 0,10 0,10
1 0,84 0,76 0,84 0,66
2 1,22 1,27 1,25 0,86
5 2,00 1,66 1,93 1,48
10 2,00 1,66 1,82 1,52
20 2,00 1,66 1,93 1,57
M.D.S.O,05 0,07

Las medidas de densidad o6ptica ( A= 540 nm) son media de 3

repeticiones.
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En este estudio se han empleado las siguientes fuentes
de nitrdégeno: nitrato potasico, cloruro aménico, urea, glu-
tamato sdédico, extractos de levadura y malta, agua de leva-
dura y peptona. Las concentraciones se han indicado en el

apartadohcorrespondiente de "Material y Métodos".

Los resultados permitieron descartar algunas de las fuen
tes de nitrdégeno como el extracto de malta y la urea, por no
permitir un crecimiento adecuado. Los medios en los que se
alcanzaron densidades oOpticas mas altas, en estas condiciones
de cultivo, fueron aquellos que contenian glutamato sédico y
nitrato potasico. El extracto y agua de levadura permitieron
un crecimiento muy uniforme en las cuatro estirpes ensayadas.
El cloruro de amonio y la peptona también permitieron un cre

cimiento satisfactorio (Tabla 5).

Estos resultados aconsejan utilizar nitrato potdasico pa

ra la multiplicacién de estirpes de R.meliloti con fines in-

dustriales, debido a que las concentraciones celulares que
se alcanzan con esta fuente nitrogenada son del mismo orden
que las obtenidas con glutamato, agua y extracto de levadura,

Y su coste es inferior.

Efecto de la concentracién de nitrato potasico sobre el cre-

cimiento de estirpes de Rhizobium meliloti.

Una vez determinada la fuente de nitrégeno mas apropia-

da para el cultivo de las estirpes de R.meliloti, se llevd a

cabo un ensayo para establecer su concentracién 6ptima. Se
emplearon las siguientes cantidades por litro: 0, 0.2, 0.5,

1.0 y 2,0 gramos.

Como cabia esperar, la ausencia de nitrdégeno en el medio
no permite un crecimiento sustancial de ninguna estirpe (Ta-
bla 6 ). A medida que aumenta la cantidad de nitrato en el
medio el crecimiento de la poblacién bacteriana mejora, pero
concentraciones superiores a 1 g/l no se reflejan en un cre-
cimiento superior; por tanto, se eligid esta concentracién

para posteriores formulaciones del medio de cultivo definido.

T
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Tabla 5.

UTILIZACION DE DIVERSAS FUENTES DE NITROGENO POR ESTIRPES DE

Rhizobium meliloti.

Fuentes de GRO27 GR4 GR4C JC4004 X
nitrégeno

Control 0,14 0,13 0,12 0,14 0,13
NO3K 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

*

C1NH 1,63 1,52 — 1,48 1,54
Urea 0,68 - 0,57 0,62
Glutamato-Na 2,00 2,00 2,00 1,93 1,98
Extracto de

levadura 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Extracto de

malta 0,15 0,09 0,18 0,16 0,14
Agua de

levadura 1,70 1,63 1,55 1,52 1,60
Peptona 1,30 1,11 1,22 1,16 1,20
M.D.S. 0,09

0,05

R N E G SN N SN an ) I N N N N BN B O R a =
1=

repeticiones.

*Ausencia de crecimiento.

!_

Las medidas de densidad o6ptica (A = 540 nm)

son media de 3
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Tabla 6.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRATO POTASICO
CIMIENTO DE ESTIRPES DE Rhizobium meliloti.

SOBRE EL CRE-

Concentracidn GRO27 GR4 GR4C JC4004

(g/1)
0 0,20 0,08 0,18 0,11

0,2 1,25 1,07 1,15 1,11
0,5 1,52 1,42 1,48 1,27
1,0 2,00 1,63 1,78 1,45
1,5 2,00 1,67 1,78 1,50
2,0 2,00 1,70 2,00 1,52

M.D.S 0,05 0,10

Las medidas de densidad éptica ( A=

repeticiones.

540 nm) son media de 3



-101-

Efecto de la concentracidén de biotina y de distintas fuentes

de nitrdégeno sobre el crecimiento de estirpes de R.meliloti

Los requerimientos vitaminicos se han determinado para
muchas especies de Rhizobium: en general, las estirpes de

R. trifolii, R. meliloti y R. leguminosarum sélo requieren

vitaminas del grupo B: biotina, tiamina y pantotenato calci-
co (Elkan y Kwik, 1968).

Se realizd un ensayo preliminar para determinar los fac
tores de crecimiento necesarios para el cultivo de las estir

pes de R.meliloti utilizadas. Para ello se observd la apari-

cién de halos de crecimiento en torno a discos de papel de
filtro impregnados separadamente con soluciones acuosas de
biotina, tiamina y pantotenato cdlcico. Cada disco contenia
aproximadamente 1 ug de vitamina. Con las estirpes estudiadas
s6lo se observd estimulacién del crecimiento alrededor del
disco de biotina, y en menor grado en torno al de tiamina.
Por tanto en posteriores ensayos el medio de cultivo sdélo se

suplementd con biotina.

Para poder determinar si las concentraciones mas altas
obtenidas con extracto de levadura eran debidas al efecto de
las vitaminas que este extracto aporta, se estudid el efecto
de la concentracién de biotina en combinacién con aquellas
fuentes de nitrdégeno que resultaron mas eficientes (nitrato

potasico, extracto de levadura y glutamato sédico).

Las concentraciones de biotina ensayadas fueron: 0, 20,
50, 100 y 200 mg/l, y las de cada compuesto nitrogenado fue-

ron las mismas que en los estudios anteriores.

Cuando no se anade biotina al medio de cultivo, la uni-
ca fuente de nitrégeno que permite un crecimiento apropiado
es el extracto de levadura (probablemente aporta, entre otras
vitaminas, una cantidad suficiente de biotina); ademas no se
observaron diferencias sustanciales del crecimiento al suple
mentar este medio con cantidades crecientes de biotina (Ta-
bla 7 ).

}
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Tabla 7.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE BIOTINA Y FUENTES DE NITROGENO
SOBRE EL CRECIMIENTO DE ESTIRPES DE Rhizobium meliloti.

Biotina NO3K Extr. levadura Glutamato-Na
( ug/l)
GR4 GRO27 GR4 GRO27 GR4 GRO27
0 1,10 1,00 1,57 1,62 1,10 1,00
20 1,45 1,72 1,45 1,59 1,40 1,72
50 1,50 1,72 1,55 1,62 1,50 1,72
100 1,45 1,67 1,57 1,57 1,45 1,77
200 1,35 1,67 1,52 1,62 1,42 1,77
M.D.S.O’05 -0,05- -0,10- -0.07-

Las medidas de densidad o6ptica

repeticiones.

(A= 540 nm) son media de 3
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Para alcanzar un crecimiento optimo en los medios a base
de nitrato o glutamato, es necesario anadir biotina (20 ug/l);
concentraciones superiores a 50 wug/l no tuvieron un efecto es

timulador del crecimiento (Tabla 7).

Determinacion del crecimiento de estirpes de Rhizobium melilo-

ti en dos medios de cultivo.

Tras los ensayos cualitativos y cuantitativos prelimina
res con diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno, se formuld
un medio de cultivo definido a base de sacarosa y nitrato po
tadsico. Dado que estos estudios fisioldgicos se habian lleva
do a cabo con un nimero reducido de estirpes, muy relaciona-
das entre si, se evaludé la idoneidad de este medio versus el
medio complejo M-79 para el cultivo de otras estirpes de
R.meliloti de distinta procedencia, incluyendo mutantes alte

rados en la sintesis de PSE que se describen mas adelente.

En la Tabla 8 se presentan los datos correspondientes al
crecimiento de las distintas estirpes ensayadas en ambos me-
dios de cultivo (D.0O.). Asimismo se determind el nUmero de ri
zobios viables en aquellos casos en los que no fue posible di
ferenciar por turbidimetria el crecimiento alcanzado en uno u
otro medioc. A primera vista, puede descartarse el empleo del
medio definido para el cultivo de las estirpes IS120, 797,
795, M-13, M-12, ISM104 e ISM110, por no presentar un creci-
miento satisfactorio en comparacién con el medio estandar de
cultivo. En contraste, las estirpes GRO27, RS96, IS122,JC4004,
ISM102, ISM105 e ISM108, alcanzaron una mayor concentracidn
celular en el medio a base de sacarosa y nitrato. En el caso
de las estirpes IS3 e ISM103, el crecimiento fue superior en
el medio complejo, pero no se puede descartar totalmente el

empleo del medio definido.

Por otro lado, para un grupo de estirpes (GRO15, GRO13,
RCR2001, 793, GRC60 e ISM106) no hubo diferencias entre la po

blacién alcanzada en uno u otro medio. Por ultimo, no existen
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Tabla 8.

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE ESTIRPES DE R.meliloti EN UN
MEDIO DE CULTIVO COMPLEJO Y DEFINIDO.

Estirpes Medio Complejo Medio Definido
D.O. R.V.xlO7 D.O. R.V.-xlO7
GRO15 1,52 407 1,55 353
GRO13 1,57 517 1,70 587
RCR2001 1,52 477 1,52 543
793 1,70 447 1,40 453
GRO27 1,63 405* 1,70 517*
GRO19 1,70 387** 1,66 273%%
RS96 1,70 S05** 1,70 953*x
IS122 1,70 483** 1,82 877*%*
GRC60 1,49 336 1,47 240
GR4 1,46 527%*%* 1,64 183*x*
JC4004 1,60 336** 1,52 750*%*
ISM105 1,60 143** 1,82 657**
IsM102 1,70 567** 1,82 787%*
ISM103 1,52 — 1,22 —_—
ISM104 0,80 —_— 0,08 —_—
IsM110 1,40 —_— 0,77 —
IsM108 1,52 147** 1,82 820**
ISM106 1,52 307 1,46 220
IsM107 1,46 377%* 1,40 103**
IS3 © 1,52 — 1,22 —
Is120 1,21 —_— 0,07 —
797 1,40 —_— 0,18 S —
795 1,70 —_— 0,07 —
M-13 0,68 — 0,00 —_—
M-12 0,96 —_— 0,02 e

Los resultados son media de tres repeticiones.

*, Recuentos de viables que difieren a nivel de p< 0,05.

** Recuentos de viables que difieren a nivel de p<0,01.
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diferencias significativas (p<0,05) entre el crecimiento de
las estirpes cuando se cultivan en el medio complejo M-79.
En resumen, puede afirmarse que de las 25 estirpes ensayadas
7 crecieron mejor en el medio definido y otras 6 alcanzaron
un crecimiento similar en ambos medios; por tanto el medio
definido a base de nitrato-sacarosa es adecuado para el cul-

tivo de la mayoria de las estirpes estudiadas.

Con algunas de las estirpes que presentaron un bajo ren
dimiento con nitrato potdsico se ensayaron otras fuentes inor
ganicas de nitrégeno (cloruro de amonio y glutamato sédico) y
se compard el crecimiento en estas fuentes con el alcanzado

en el medio M-79 (Tabla 9).

En el caso de las estirpes 797 e 15120, la mejor fuente
de nitrégeno fue el extracto de levadura; las densidades ce-
lulares en los medios con nitrato potasico y cloruro amdénico
fueron del mismo orden y, el glutamato sédico favorecid lige
ramente el crecimiento de la estirpe 797. En las otras estir
pes (1S3, 793 y 795) se realizdé ademds un recuento de viables.
Las nuevas fuentes de nitrdgeno favorecieron el crecimiento
de la estirpe 795; sin embargo, el numero de rizobios viables
no superd la mitad de la poblacién alcanzada en el medio com
plejo. La estirpe IS3 crecidé igual en todas las fuentes pro-
badas, pero la poblacién viable en ninglin caso superd la mi-
tad de la obtenida con extracto de levadura. Los valores de
densidad odptica obtenidos con la estirpe 793 estan en rela-

cidén directa con el numero de microorganismos viables.

Estos datos sugieren que el medio definido con nitrato
y sacarosa sirve para la mayoria, pero no para todas las es-

tirpes de R.meliloti. Por tanto, a la hora dé_introducir nue

vas estirpes conviene realizar ensayos previos de crecimien-
to. Ademas, datos no incluidos en esta Memoria sugieren que
algunas estirpes (pero no todas) mejoran su crecimiento en
el medio con nitrato y sacarosa tras una serie de subcultivos
(presuntamente por seleccidén de mutantes mejor adaptados).
El bajc coste del medic con nitrato v §acarosa hace deseable

su’'utilizacién, siempre que sea posible, a escala industrial.



‘Tabla 9.

CRECIMIENTO DE ESTIRPES DE Rhizobium meliloti EN DISTINTAS FUENTES DE NITROGENO.

Zstirpes ClNH4 Glutamato-Na Extr. levadura
D.O. R.V.xlO7 D.O. R.V.xlO7 D.O. R.V.xlO7
!
IS3 1,22 118 1,25 168 1,60 386 =
* * * o
15120 0,16 —_— 0,12 —_— 1,20 _— !
793 1,22 151 1,36 334 1,70 380
795 1,27 103 1,52 267 1,70 445
* * *
797 0,20 — 0,40 — 1,40 —_—
Las medidas de densidad 6ptica ( A = 540 nm) son media de tres repeticiones.

*  Valores no determinados.

’
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Aislamiento de mutantes alterados en la produccién de poli-

sacarido extracelular.

La deteccidén de mutantes alterados en la produccidn
de PSE se hizo por observacién directa, buscando colonias
con morfologia alterada. Después de la mutagénesis con nitro
soguanidina y el recrecimiento para permitir la segregacion
(Véase Material y Métodos) se sembraron placas de medio M-79
con una dilucién apropiada para la aparicién de 300-500 colo

nias. Se detectaron tres tipos de colonias con morfologia
andémala:

1. Colonias muy mucosas, generalmente de color claro y

aspecto acuoso.

2. Colonias compactas, de tamafio menor que la media (aun

que las colonias silvestres de R.meliloti son de ta-

mano variable, las compactas siempre son pequefias).

3. Colonias rugosas, de borde ligeramente irregular y

tamano variable.

Las colonias con morfologia andmala se purificaron so-
bre medio M-79. S6lo se conservaron y propagaron como estir-

pes aquellas que conservaban de manera estable una morfolo-

‘gla alterada (Fotografia l-4).Ninguno de los mutantes revier-

te al tipo silvestre a una frecuencia apreciable, ni siquie-
ra tras el pase por planta. Dichas estirpes son las siguien-
tes:
1. Supermucosas (Exo®): JC4004, ISM10l, ISM102, ISM103,
ISM104.

2.. Compactas: ISM105, ISM106.
3. Rugosas (Exo ): ISM107, ISM108, ISM109, ISM110.

La frecuencia de aparicién de mutantes morfoldgicos es
relativamente alta. En condiciones en que la mutagénesis .con
nitrosoguanidina produce una frecuencia de auxdétrofos del 1

al 2%, entre un 0.1% y un 0.5% de las colonias tienen morfo-
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Fotografia 1.- Morfologia colonial de la estirpe silves
tre GR4.

Fotografia 2.- Morfologia colonial de la estirpe Exo"
JC4004.
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Fotografia 3.- Morfologia colonial de la estirpe "com-
pacta" ISM106.

Fotografia 4.- Morfologia colonial de la estirpe kxo
ISM110.
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logia rara. Obsérvese que la mayoria (9/11) de los mutantes
morfoldégicos aislados estan afectados en la produccién de
PSE, ya sea por exceso (5/11) o por defecto (4/11). Mas ade-
lante se comentaréa la posible naturaleza de los mutantes
"compactos". La facilidad con que se obtienen mutantes de
PSE puede indicar que el método de deteccidén favorece la ob
servacidén de este tipo de alteraciones. Pero ademds,dado que
parece improbable que la sintesis de polisacaridos extracelu
lares esté gobernada por un gran numero de genes, la facili-
dad para aislar mutantes de PSE puede tomarse como un indicio
de que muchas mutaciones pueden tener efectos pleiotrdpicos

sobre la produccidén de exopolisacarido.

El perfil de plasmidos de los mutantes es normal, con
una excepcidén: ISM110 lleva una gran delecidén en un megaplas
mido (J.E. Ruiz-S&inz y D.N. Rodriguez Navarro, no publica-
do). Como se trata de una estirpe Exo cabe pensar en la po-
sibilidad de que haya genes eps localizados en los megapléas-

midos.

Andlisis de la produccién de polisacarido extracelular por

mutantes de Rhizobium meliloti alterados en la morfologia

colonial.

La estirpe silvestre GR4 produce diferentes cantida
des de PSE dependiendo de la composicién del medio de culti-
VO y sobre todo de la fuente de carbono. Los niveles mas al-
tos se obtienen con manitol (90-100 mg/100ml). Otras fuentes
aceptables son la sacarosa (50-60 mg/100ml), la maltosa (40-
50 mg/100ml) y el glutamato (30-40 mg/100ml). La producciédn
de PSE es escasa o indetectable con glucosa, glicerol, galac

tosa y lactosa. Estos datos se resumen en la Tabla 10.

Se comprobdé que los mutantes Exo , Exo® y "compactos"
eran auténticos mutantes alterados en la capacidad de sinte-
tizar PSE y no mutantes afectados en la utilizacién de azuca
res: todos ellos Ccunservaban sus caracteristicas cualguiera

gue fuera la fuente de carbono empleada.
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Tabla 10 .

PRODUCCION DE PSE POR LA ESTIRPE SILVESTRE GR4 DE R.meliloti
CON DIVERSAS FUENTES DE CARBONO

Fuentes de

Carbono

Manitol
Sacarosa
Maltosa
Glutamato
Glucosa
Glicerol
Galactosa

Lactosa

Peso seco PSE

(mg/100 ml)

a) Indetectable.

T

Los resultados son media de dos ensayos, con dos repeticiones.
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Para estudiar la produccidén de PSE se eligié el manitol.
como fuente de carbono. Las determinaciones cuantitativas de
la produccién de PSE se resumen en la Tabla ll . Puede obser-
varse que todas las estirpes supermucosas producen mas PSE
que la silvestre; el caso mds espectacular es la estirpe
JC4004, que casi triplica a la silvestre. Las estirpes rugo-
sas no producen PSE y las compactas producen cantidades in-

termedias.

En la estirpe silvestre GR4 la sintesis de polisacéarido
extracelular tiene lugar sobre todo durante la fase estacio-
naria: cuando se estudia la produccidén de PSE a lo largo del
tiempo no se observa acumulacién masiva hasta que el cultivo
ha dejado de crecer exponencialmente (Figura ¢ ). En cambio
la estirpe JC4004 (y en general las estirpes supermucosas)
comienzan a acumular polisacarido extracelular en la fase lo
garitmica de crecimiento. Aunque en la Figura 6 so6lo se compa
ran las curvas de produccidén de GR4 y JC4004, se obtienen re
sultados parecidos com ISM101, ISM102 e ISM103. Ello sugiere
que las estirpes superproductoras sufren una desregulacidn
(¢ desrepresidn ?) de la sintesis de PSE y en principio justi

fica la denominacidén de ExoC (constitutivas).

Todos los PSE estudiados presentan mas de cuatro mondme
ros diferentes en su estructura y la mayoria de ellos contie
nen: acido urdnico, galactosa, fructosa, glucosa y uno o dos
azlcares méds cuya identificacidén no fue posible. No obstante,
la mayor parte de los picos denominados X podrian asociarse
con algunos de los siguientes azlcares: trehalosa, celobiosa
o maltosa, cuyos tiempos de retencidén, cuando se inyectan in
dividualmente como patrones puros, oscilan entre 20,5-24,5
minutos. En todos los casos se trata de dimeros de glucosa,

consecuencia tal vez de una hidrdélisis incompleta.

Los picos denominados X2,debido a su elevado tiempo de
retencidén, son mas dificiles de identificar. De los 21 patro
nes empleados, la ribosa presentd el tiempo de retencidén mas
aito (aproximadamcnté 40 minutos); sin embargo éste puede va

riar cuando dos o mas azucares se inyectan mezclados.
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Tabla 11.

PRODUCCION DE POLISACARIDO EXTRACELULAR POR ESTIRPES DE

R.meliloti.

Estirpe Morfologia de Produccién de PSE %
la colonia (mg/100 ml)* respecto

GR4 Silvestre 115 100
JCc4004 Supermucosa 306 266
IsSM101 Supermucosa 156.5 136
ISM102 Supermucosa 154 134
ISM103 Supermucosa lel.5 140
ISM104 Supermucosa 126 110
ISM105 Compacta 82.6 72
ISM106 Compacta 72.6 63
ISM107 Rugosa indetectable —_—
IsM108 Rugosa indetectable —_—
ISM109 Rugosa indetectable _—
ISM110 Rugosa indetectable _—

* Media aritmética de 3 repeticiones.
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Cuando se menciona como &cido urédénico a uno de los mond
meros constituyentes, nos referimos indistintamente al acido
glucurdnico y/o galacturdnico, ya que los tiempos de reten-
cién de los correspondientes patrones fueron practicamente

indistinguibles (12-13 minutos).

Destaca el hecho de que sélo una estirpe (ISM10l) pre-
senta manitol en la composicidén de su PSE. Cabria pensar, co
mo algunos autores han sehalado, en una contaminacidn del me
dio de cultivo, pero la escasez de este azlcar y su minima
proporcién (2,8 %) sugieren que esa posibilidad pueda descar

tarse.

El andlisis de la composicién de los PSE producidos por
mutantes ExoC revelé que dichos mutantes podian clasificarse
en dos tipos: (a) mutantes superproductores cuyo PSE es idén
tico o muy parecido al silvestre; (b} mutantes superproducto
res cuyo PSE difiere del tipo silvestre, por carecer de algun
azucar (fructosa) o presentar algun aztcar extra (manitol) .
En sentido estricto, s6lo deberian considerarse constitutivos
aquellos mutantes superproductores cuyo PSE es idéntico al
silvestre, pero no puede descartarse la posibilidad de que
alguna mutacién de genes estructurales produzcan la sintesis
constitutiva de PSE (o viceversa: que la expresién constituti
va cause alteraciones metabdlicas que se traduzcan en la sin
tesis de polisacaridos ligeramente diferentes). En cambio,
los mutantes "compactos" producen un PSE de composicién idén

tica al tipo silvestre. Estos resultados se resumen en la Ta
bla 12.

Los mutantes Exo producen poco PSE (o nada). En cual
quier caso las cantidades producidas son siempre demasiado
pequenas para ser aislado y analizado. Es posible que estos
mutantes esten afectados en genes estructurales de biosinte
sis de PSE, pero tampoco puede descartarse la existencia de
mutaciones regulatorias que originen un fenotipo "negativo
no inducible". No se ha llevado a cabo un analisis genético

detallado que permita aclarar estos extremos.



Tabla 12.

COMPOSICION DE LOS EXOPOLISACARIDOS DE LA ESTIRPE SILVESTRE GR4 Y DE LOS MUTANTES Exo® Y

"COMPACTOS" DE Rhizobium meliloti.

Estirpe Fenotipo Acidpsa Fructosa Galactosa Glucosa Manitol Ara/Fuc X? Xg
urdénicos

]
GR4 silvestre + + + + - - ¥ + o
JC4004 supermucosa + - + + - + + + T
ISM101 supermucosa + + + + + - + -
IsM102 supermucosa + + + + - - + -
IsM103 supermicosa + - + + - - + -
ISM105 compacta + + - + - - + +
ISM106 compacta + + + + - - + -

a.- Acidos glucurédnico y/o galacturdnico, cuyos tiempos de retencidn son practicamente idénticos
b.- Dimeros de Glucosa (Trehalosa, Celobiosa y/o Maltosa)

c.- AzUcares no identificados
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Los mutantes "compactos" son dificiles de clasificar. Su
PSE es parecido o idéntico al silvestre; por tanto la altera
cién de la morfologia colonial podria deberse a la modifica
cidén de otras estructuras de la superficie bacteriana. Sin
embargo, en la literatura existen precedentes que correlacio
nan el fenotipo "compacto" con la produccién de exopolisacari
do: la estirpe 4C de R.meliloti, derivada de la GR4 por cura
cidén de un plasmido de 119 Md, forma colonias compactas y
produce menores cantidades de PSE que el tipo silvestre (Oli
vares et al., 1977; Palomares et al., 1978). Ninguno de los
mutantes compactos descritos en esta memoria ha sufrido cura
cidén de plasmidos; probablemente lleven mutaciones puntuales,
ya que han sido obtenidos con nitrosoguanidina. Dichas muta-
ciones podrian afectar a la estructura del exopolisacarido
sin traducirse en un cambio grosero de la composicidén quimi-
ca. Téngase en cuenta que el andlisis de PSE descrito en es-
ta memoria se limita ha la determinacidén cualitativa (o semi
cuantitativa) por HPLC. Esta técnica no sirve para analizar
la presencia o ausencia de constituyentes minoritarios del
PSE (por ejemplo O-acetil y O-piruvato), ni detecta por su-
puesto, alteraciones estructurales. Por tanto, los mutantes
"compactos" pueden clasificarse bona fide como mutantes es-

tructurales, pendientes de un andalisis quimico ma&s completo.
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Fagotipo de mutantes de Rhizobium meliloti alterados en la

produccidén de polisacarido extracelular.

Se determind el fagotipo de la estirpe silvestre GR4 vy
diversos mutantes Exo , Exo® y "compactos". Aungue en la li-
teratura no existen precedentes que indiquen la presencia de
receptores para fagos en el polisacdrido extracelular de
Rhizobium, parece légico pensar que la altaracién de la super
ficie bacteriana podria afectar a la interaccidén de los bac-
teriéfagos con sus receptores. Ademé&s se sabe gque el pléasmi-

do pEZl de R.meliloti, que rige la sensibilidad a determina-

dos fagos (Corral et al., 1978), controla la produccidn de
PSE (Palomares et al., 1978).

Se utilizd una coleccidn de bacteridfagos especificos

de R.meliloti, proporcionada por E. Corral (Fac. de Ciencias,

Univ. de Granada) y se compard el fagotipo de la estirpe sil
vestre GR4 con el de diversos mutantes Exo , Exo® y “compac-
tos” derivados de ella. Ademas de determinar la sensibilidad
o0 resistencia a cada uno de los bacteriéfagos, se estudid la
capacidad multiplicadora de las estirpes sensibles (Véase Co
rral, 1980 y la seccidén "Material y Métodos".

La estirpe control Rm2 es sensible a los cinco fagos en
sayados y perfectamente capaz de multiplicarlos (Fenotipo M+).
En cambio, la estirpe silvestre GR4, es sensible a (y multi-
plicadora de) los bacteritéfagos DF2 y ALl, pero resistente a
FAR, LOO y f£2D.

Con una sola excepciodn,todos los mutantes de exopolisa-
cdrido derivados de GR4 presentan el mismo fagotipo: sigen
siendo resistentes a los fagos a los que lo era la estirpe
parental y, ademds, son resistentes a ALl. Aunque son sensi
bles a DF2, son M . La excepcién es la estirpe ExoC JC4004
gue presenta exactamente el fagotipo inverso: es resistente
a DF2 pero sensible a ALl1, FAR, LOO y f2D; y no multiplica a
ninguno de ellos (Tabla 13).

Estos resultados no permiten interpretaciones sencillas.

cComo explicar que todos los mutantes menos uno tengan el mis



Tabla 13.

FAGOTIPADO DE ESTIRPES Exoc, Exo y COMPACTAS DE Rhizobium meliloti

Estirpe Caracteristicas Fagotipo
coloniales DF2 ALl FAR LOO £2D
(R4 Silvestre + + - - -
1C4004 Exo® - + N + *
ISM101 Exo® 4 - - - -
ISM102 Exo® + - - - -
ISM103 Exo® + - - - - &
1SM104 Exo® + - - - - w
GRC60 Exo + - - -
ISM107 Exo * - - - *
ISM108 Exo + - - - -
I1SM109 Exo + - - - -
ISM110 Exo : - - -
GR4C Compacta + - + : :
ISM105 Compacta + - - - -
ISM106 Compacta | " - - - i}
Rm2 Compacta + + + + +

(+)sensible; (-) resistente; (%) variable segin el ensayo.
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mo fagotipo?. Téngase en cuenta que esos mutantes pertenecen
a varias clases fenotipicas (Exo , Exo® y "compactos"). La
unica conclusién posible es que el fago ALl no infecta estir
pes que no produzcan un polisacdrido silvestre y que cualquier
alteracidén del PSE origina resistencia. En la bibliografia
hay un precedente que concuerda con esta idea: la estirpe
GR4C, que produce un exopolisacarido alterado, es resistente
a ALl (Corral et al., 1978). La pérdida de la capacidad mul-
tiplicadora del fago DF2 es mas dificil de interpretar: como
hipdtesis de trabajo cabria pensar en la posibilidad de que
la la mutagénesis activara profagos defectivos existentes en
el genomio de la estirpe GR4: la activacién daria lugar a
una "inmunidad parcial" que permitiria la lisis desde fuera
pero impediria la multiplicacidén masiva. Esta hipdtesis no
estd avalada por datos experimentales, pero concuerda con al

gunas observaciones de Corral (1980).

El fagotipo de la estirpe Exo® JC4004 no es menos com-
plicado. Es resistente a DF2, lo que podria interpretarse, en
principio, de dos maneras. Una, que los receptores del fago
DF2 estan en la capsula. Dos, que la superproduccidén de PSE
constituye una barrera fisica para la interaccién del bacte-
riéfago con sus receptores de la superficie bacteriana. Dis-
ponemos de una serie de datos en contra de la primera hipodte

Sis:

1. Mutantes carentes de PSE siguen siendo sensibles al

fago DF2 (Véase la Tabla 13).

2. Entre los mutantes resistentes al fago DF2 (aislados

como tales) no aparecen colonias con morfologia alterada.

Contra la segunda hipdtesis puede esgrimirse el hecho
de que otros mutantes superproductores de exopolisacarido
(ISM101, ISM102, ISM103 e ISM104) son sensibles a DF2. Sin
embargo conviene sefialar que JC4004 es la estirpe mas super-
productora de PSE de todas las descritas en esta Memoria
(Véase la Tabla 11 ). La posibilidad de que el PSE constituya
un obstaculo para el anclaje del fago en la superficie bacte

riana parece, pues, una hipdtesis razonable.
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Otro hecho sorprendente es la adquisicién simultanea de
sensibilidad a los bacteridéfagos FAR, LOO y £2D, a los que
la estirpe parental es resistente y JC4004 sensible. La ex-
clusidén matua DF2/£f2D ya ha sido descrita por Corral (1980).
La édquisicién simultanea de sensibilidad a dos bacteriéfa-
gos no relacionados , FAR y LOO, es aln mas dificil de expli
car. Ademas, la adquisicién de sensibilidad a bacteriéfagos
a los que la estirpe silvestre es resistente entra en contra
diccidén con la hipdtesis, antes esbozada, de que la superpro
duccidén de PSE pueda entorpecer el contacto entre los recep-

tores bacterianos y las particulas fagicas.

A efectos practicos y en la linea argumental de esta Me
moria, hay que concluir que no se pueden hacer correlaciones
sencillas entre la modificacién del PSE y el fagotipo. Ello
impide diseflar métodos "dirigidos" de aislamiento de mutantes
partiendo de estirpes resistente a determinados bacteridfagos
0 deducir si una estirpe tiene un PSE silvestre examinando

su fagotipo.

Deteccidén de actividad de despolimerasas de polisacarido in-

ducidas por fagos.

Algunos bacteridfagos especificos de Rhizobium spp. indu
cen la sintesis de despolimerasas bacterianas que degradan
el polisacarido extracelular (Barnet y Humphrey, 1975). Ello
se traduce en la aparicién de halos alrededor de las placas
liticas (Barnet, 1972). Los ensayos de deteccién de halos en
las placas liticas producidas por los fagos DF2, LOO, FAR,
f2D y ALl se llevaron a cabo empiéando la técnica de doble
capa, con los medios de cultivo y condiciones descritas ante
riormente. Los ensayos iniciales se realizaron con la estirpe
Rm2: posteriormente se utilizé la estirpe silvestre GR4. En
la estirpe Rm2 un 40-60% de las placas liticas producidas por
los bacteridéfagos DF2, ALl y LOO muestran halos que podrian
indicar la despolimerizacién del polisacarido capsular y/o

extracelular (Fotografia 5). El porcentaje de placas liticas
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Fotografia 5.- Halos de despolimerizacién inducidos

por el fago DF2 sobre la estirpe Rm2.
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con halo, no aumenta cuando se purifica un clon fagico a par
tir de una de ellas, lo que sugiere la existencia de una cier

ta variabilidad de origen fisioldgico.

La estirpe GR4 soélo es sensible a los bacteriéfagos DF2
y ALl (Véase la seccidén "Fagotipado"). Igual que ocurre con
la estirpe Rm2, un 40-60 % de las placas liticas producidas
por los fagos DFZ2 y ALl sobre GR4 muestran un halo. Dicho por

centaje no aumenta tras la purificacién de los fagos.

Como ya hemos comentado el fenotipo M de los mutantes
alterados en la sintesis de PSE hizo imposible la observacidn
de la induccidén de despolimerasas bacterianas por el fago
DF2.

La importancia de la despolimerizacidén de cara a la in-
feccidén es incierta, ya que hay fagos que no inducen halos
de despolimerizacidén (y aquellos que los inducen sélo lo ha-
cen en un determinado porcentaje de placas liticas). En cual
quier caso, la ausencia de correlaciones impide especular con

la posibilidad de introducir en las estirpes de R.meliloti

determinadas mutaciones que podrian facilitar su superviven-
cia en el suelo, haciéndolas total o parcialmente resisten-

tes a los bacteridfagos.
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Sensibilidad de mutantes Exoca la radiacién ultravioleta.

Se compararon las curvas de supervivencia a la radia-
cién ultravioleta de la estirpe silvestre GR4 y diversos mu
tantes afectados en la produccién de polisacarido extracelu
lar. Aunque en los ensayos se emplearon tanto mutantes Exoc
como Exo , el objetivo de estos experimentos era la deteccidn
de posibles mutantes Lon de R.meliloti entre las estirpes
superproductoras de polisacarido extracelular (en Enterobac-
terias, las mutaciones lon causan superproduccién de capsu-
la e incrementan unas diez veces la sensibilidad a la radia
cidén ultravioleta (Chung y Goldberg, 1981). No se detectd
ninguna estirpe con esas caracteristicas entre los mutantes
Exo® analizados (de hecho, tanto los mutantes Exo® como los
Exo mostraron una sensibilidad muy parecida a la de la es-
tirpe silvestre GR4).En la Figura 7 se representan las cur-
vas correspondientes a la estirpe GR4 y a los mutantes JC4004

e ISM109, elegidos como ejemplos representativos.

|
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Figura 7.

Efecto de la radiacidn ultravioleta sobre la supervivencia

de la estirpe silvestre GR4 (®), Exo® JC4004 (A) y Exo

ISM109 (e).
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Caracteristicas simbidticas de los mutantes de Rhizobium

meliloti alterados en la produccioéon de polisacarido extra-

celular.

Para determinar las caracteristicas simbidticas (efecti
vidad e infectividad) de los mutantes alterados en la produc
cidén de PSE, se llevd a cabo un ensayo bajo condiciones con-
troladas de crecimiento en"jarros" de Leonard. Ademas de los
mutantes y de la estirpe silvestre GR4, se incluyeron dos
controles: plantas no inoculadas, adicionadas (TN) o no (T)
de nitrdgeno mineral. El control con nitrégeno permite esti-
mar el crecimiento de las plantas en condiciones no limitan-
tes de nitrdégeno (fertilizacién quimica) frente a plantas
inoculadas con estirpes de Rhizobium (aporte simbiético de

nitrégeno).

Se determinaron los siguientes pardmetros simbidticos

de la asociacidén Rhizobium-leguminosa:
- Actividad nitrogena;a (Reduccidén de acetileno).
- Nimero de ndédulos.
- Peso fresco de nédulos.

- Peso seco de la parte aérea de las plantas (2 cortes).

- Contenido en N de la parte aérea (Método Kjeldahl).

Todos los mutantes ensayados (5 estirpes Exoc, 4 Exo Yy
2 “"compactas") fueron capaces de formar nédulos sobre plantas

de alfalfa (Medicago sativa var. Aragdén) en cultivo hidropé-

nico. Los resultados resumidos en la Tabla 14, indican que
dos estirpes, el mutante Exo® (ISM10l1) y el mutante Exo
(ISM107), son Fix . ISM10l produce un PSE ligeramente distin
to del silvestre (Tabla 12 ). En principio no hay razén para
pensar que ambos fenotipos (alteracidén en la produccidén/com-
posicién de PSE y la capacidad fijadora de Nz)estén relacio-
nados. El criterio usual para determinar si una séla muta-
cidn es responsable de una o mas caracteristicas fenotipicas

(estudio de la reversidn) no ha podido emplearse hasta el mo



Tabla 14.

CARACTERISTICAS SIMBIOTICAS DE MUTANTES EXOC, Exo Y "COMPACTOS" DE Rhizobium meliloti

Estirpe Red. acetileno® N2 nédulos Peso fresco de Peso seco de Contenido
nédulos (mg) parte aérea (mg) en Nitrdgeno

1 2 (%)
TN -— —_— —_— 1.692 4.300 2,22 ),
JC4004 31,59 111 228 488 1.950 3,05 ?
GR4 26,25 196 430 509 1.850 2,97
ISM102 16,85 182 486 382 1.600 3,13
ISM106 19,86 185 385 380 1.725 3,24
15M104 31,33 153 364 358 1.400 3,23
15M103 19,88 206 452 350 2.150 3,33
IsM108 30,92 190 318 344 1.625 3,23
I5M105 23,11 238 464 _ 332 1.775 3,16

1ISM109 20,29 200 420 295 1.625 3,12



, Tabla 14 (Continuacidn)
i
|
Estirpe Red. acetilenoa N2 ndédulos Peso fresco de Peso seco de Contenido
nédulos (mg) parte aérea (mg) en Nitrégenob
1 2 (%)
ISM110 21,44 154 543 189 1.450 3,18
ISM101 —_ —_ —_— 30 —_ —
1sM107 — — — 14 —_— —_
T — _— —_— 15 —_ —
M.D.S. (5%) n.s ‘n.s n.s 103 452 0,62
C.V. % 41,4 40,4 43,6 18,3 22,5 10,8

Los datos son media de 4 repeticiones,

a
Moles de C2H2

TN. Testigo con nitrédgeno,

/hora/mg ndédulos.

sin inocular.

2 plantas/jarro.
b

Determinacidén Kjeldahl.

T. Testigo sin inocular.

-8C1-
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mento, debido a la dificultad para obtener revertientes. Por
tanto, no sabemos si la alteracién del PSE y el caracter Fix
estadn relacionados. Es corriente que el tratamiento con ni-

trosoguanidina produzca miltiples mutaciones (Guerola et al.,
1971); las estirpes ISM101 e ISM107 podrian ser dobles mutan
tes. Alternativamente, podrian tratarse de mutantes altera-

dos en la capacidad de "invadir" el noédulo, como los descri-

tos por Leigh et al. (1985).

Hay que sefalar que la determinacién de los pardmetros
simbidticos se llevd a cabo tras el segundo corte de la par-
te aérea de las plantas, de modo que en algunos tratamientos
como el control sin nitrégeno y sin inocular (T), y para los
mutantes inefectivos: ISM101 e ISM107 no fue posible obtener
los datos correspondientes a peso seco (en la segunda cose-
cha), numero y peso fresco de nédulos, debido a que las plan
tas no rebrotaron y los nédulos habian degenerado tras un pe

riodo largo (45 dias) sin aporte de fotosintato.

El andlisis estadistico de los resultados, (Tabla 14)
demostré que no existian diferencias significativas (p<0,05)
para los siguientes parametros: Numero de ndédulos, peso fres
co de los mismos y actividad especifica nitrogenasa. Por tan
to, puede afirmarse que, con las excepciones de las estirpes
ISM101 e ISM107, los mutantes aislados no han perdido las ca
racteristicas de nodulacién y eficiencia simbiética exhibidas

por la estirpe silvestre.

El contenido en nitrégeno del control fertilizado (TN),
fue significativamente inferior al de las plantas inoculadas
con Rhizobium; sin embargo, no existen diferencias en la acu
mulacién de nitrégeno entre las plantas inoculadas con los

diversos mutantes.

Por ultimo, el peso seco de la parte aérea de las plan-
tas se determiné en dos cosechas; en ambos cortes el control
fertilizado rindidé mas materia seca que los demas tratamien-
tos, y no se encontrdé una interaccidén significativa entre la
eficiencia de las estirpes entre el primer y el segundo cor-

te.
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Determinacidn del coeficiente de competitividad de mutantes

Exoc, Exo y "compactos” de Rhizobium meliloti.

Para la determinacidén del coeficiente de competiti

vidad de las estirpes de R.meliloti se eligié como estirpe

control el mutante ISM107 (Exo , Fix ), que se combind con ca
da una de las estirpes a ensayar en proporcién 4:1. Esto sim
plificé la determinacién del numero de nddulos formados por

cada estirpe, estimandose de visu los noédulos efectivos (ro-

sas) y los inefectivos (blancos) derivados de la estirpe con

trol Fix .

En la Tabla 15 se detalla el numero de nédulos de cada
tipo producidos por cada inéculo y el coeficiente de competi
tividad de cada estirpe, que se deduce al aplicar la siguien
te férmula:

N2 de nédulos fijadores

NQ total de ndédulos

Coeficiente de competitividad =

Cabe comentar que la aplicacidén del test X2 puso de ma-
nifiesto la no homogeneidad de los resultados, de manera que
los distintos valores observados son consecuencia de la dis-
tinta capacidad competitiva de las estirpes y no se debe al
azar.

En la Tabla 15, puede observarse que hay mutantes (6)
altamente competitivos que forman la mayoria de los nédu-
los a pesar de la desventaja numérica en el indéculo. Por el
contrario, cuatro de las estirpes ensayadas (GR4C, ISM108,
ISM109, ISM104) fueron desplazadas por la estirpe de referen
cia en la formacién de nédulos. Salvo excepciones, las estir
pes con un nivel elevado o medio de produccidén de PSE (silves
tre, compactas y Exoc) son mads competitivas que las rugosas
(GR4C, ISM108 e ISM109).

Estimando la eficiencia simbidtica de las estirpes por
el peso seco de las plantas (Tabla 15 ), se observa que estirpes
muy competitivas como GR4 e ISM110 difieren en su eficiencia
fijadora, mientras que estirpes muy efectivas (GR4C) pueden
ser poco competitivas. Estos resultados sugieren que la compe
titividad relativa de cada estirpe y la eficiencia en la fija

cién son caracteristicas independientes.
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Tabla 15.

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE COMPETITIVIDAD DE MUTANTES

Exo®, Exo Y "COMPACTOS" DE Rhizobium meliloti.
Estirpe Caracteristica N2 de noédulos Coef . Peso seco
colonial Fix' Fix  compet.* (mg)
GR4 Silvestre 76 21 78,35 35,0
JC4004  Exo° 90 39 69,77 16,5
ISM102  Exo° 75 24 75,76 33,0
ISM103  Exo° 57 38 60,00 24,0
ISM104  Exo° 108 162 40,00 24,6
GRC-60 Exo 39 12 76,47 22,0
ISM108 Exo 42 281 13,00 20,0
ISM109 Exo 37 91 28,91 20,6
ISM110 Exo 136 37 78,61 17,1
GR4C Compacta 40 103 27,97 37,8
ISM105 Compacta 82 27 75,23 30,0
ISM106  Compacta 118 16 88,06 31,8

Los datos son media de 7 repeticiones (2 plantas/tubo).

. N2 de nédulos fijadores
* Coef. competitividad =

N2 total de ndédulos
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Determinacidén del grado de infectividad de mutantes Exoq Exo -

y "compactos" de Rhizobium meliloti.

De forma paralela a la determinacion del coeficiente de
competitividad, se estudidé la velocidad de infeccidén de los
mutantes alterados en la produccidén de PSE, siguiendo la me-
todologia de Olivares et al. (1980). Ambos ensayos proporcio
naron resultados coincidentes: las estirpes Exo ISM107,
ISM108, ISM109 e ISM110 y las estirpes "compactas" ISM105,
ISM106 y GR4C son menos infectivas y menos competitivas que
la estirpe silvestre GR4. Estos datos, resumidos en la Tabla

16 , confirman una vez mas que el PSE facilita la infecciédn
(Olivares et al., 1980 y 1984). La disminucidén de la competi
tividad y de la capacidad infectiva es de algun modo "propor
cional” al grado de alteracidén en la produccidén de PSE: en
general los mutantes "compactos" son mas infectivos y mas
competitivos que los mutantes rugosos (Exo ). Pero hay excep
ciones: la estirpe compacta ISM106, a pesar de producir un
PSE de composicidn parecida o idéntica al tipo silvestre, es
menos infectiva y menos competitiva que algunas estirpes rugo
sas (ISM109 e ISM110). Los mutantes E:xoC tampoco tienen un
comportamiento uniforme: ISM102 es practicamente igual de in

fectivo y competitivo que la estirpe silvestre.

JC4004 e ISM103 son mas infectivos, pero sorprendentemen
te menos competitivos que GR4. Estas discrepancias contrastan
con el comportamiento mas uniforme de los mutantes Exo e im
piden extraer conclusiones generales acerca del efecto de las
mutaciones gﬁgc y "compactas" sobre la capacidad infectiva.
Tampoco parece existir correlacién entre la composicidén del
PSE y los fendmenos de competitividad y/o infectividad; cada

mutante parece ser un caso particular.
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Tabla 16.

DETERMINACION DEL GRADO DE INFECTIVIDAD DE MUTANTES Exo°
Exo Y "COMPACTOS" DE Rhizobium meliloti.

’

Estirpe Caracteristica N2 de ndédulos Coeficiente
colonial Con Tc Sin Tc infectividad*
GR4 Silvestre 10,7 28,2 37,9
JC4004  Exo° 11,9 28,5 41,8
ISM101  Exo° 2,5 28,0 8,9
ISM102  Exo° 9,8 26,5 36,8
ISM103  Exo°® 10,7 21,0 50,8
ISM107 Exo 7.0 25,4 27,6
ISM108  Exo 5,4 20,3 26,5
ISM109  Exo 8,5 25,0 34,0
ISM110  Exo 7,7 25.5 30,0
GR4C Compacta 7,6 27,0 28,0
ISM105 Compacta 9,4 25,7 36,7
ISM106 Compacta 10,3 58,9 17,4

Los datos son media de 10 repeticiones, 4 plantas/tubo.

N2 de ndédulos con Tc
* Coef. infectividad = x 100
NQ de ndédulos sin Tc
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Estudios de adhesividad a las raices de M.sativa y competiti-

vidad entre mutantes de R.meliloti alterados en la produccidn

de polisacarido extracelular.

El objeto de este ensayo fue estudiar la influen-
cia de la produccidén de PSE en la primeras etapas del proce-
so de infeccién de la leguminosa huésped: colonizacién de la
rizosfera y adhesién de Rhizobium a las raices. El uso de ind
culos individuales (una sola estirpe) permite comparar las
velocidades de colonizacién de la rizosfera. La inoculacién
conjunta, en proporcidén 1l:1, de la estirpe silvestre y un mu
tante ExoC o Exo (o de dos mutantes) permite determinar la
competitividad relativa de cada mutante: una vez desarrolla-
dos los nddulos se identifican las estirpes en medios selec-

tivos.

Aungque los mutantes Exo® y Exo tienen una morfologia co
lonial caracteristica, facilmente distinguible del tipo sil-
vestre (y obviamente entre si), para estos estudios se emplea
ron estirpes marcadas (Strr o) Rifr). El marcaje facilita la
identificacidén y no altera las caracteristicas simbidticas (
Tabla 17).

A las 24 horas de la inoculacién puede observarse que
las poblaciones de los mutantes Exo" JC4004 e ISM102 dupli
can o triplican las de la estirpe silvestre GR4 y de los mu-
tantes Exo ISM107 e ISM110. A su vez, la estirpe silvestre
duplica el nUmero de células de los mutantes Exo (Tabla 18).
Sin embargo, las diferencias se reducen con el tiempo y a las
96 horas el numero de rizobios por unidad de raiz es practica

mente el mismo para todos los inbéculos (Tabla 18 ).

Cuando las plantas se inocularon con indéculos dobles se
Observé que la estirpe silvestre GR4 desplazaba a cualquiera
de los mutantes Exo® o Exo , no sélo en la proporcién relati
va de células adheridas a la raiz, sino en la ocupacién de

los ndédulos (la estirpe silvestre formé el 100 %).

Si la estirpe que compite con la silvestre es el mutante

Exo ISM110, a las 24 horas de la inoculacidén constituye el



Tabla 17.

CARACTERISTICAS SIMBIOTICAS DE ESTIRPES Str® Y Rif® DERIVADAS

DE LA ESTIRPE SILVESTRE GR4 DE Rhizobium meliloti.

Estirpes Peso seco % respecto al NQ Nédulos*
parte aérea control
(mg)*
Control 17 100 —_
GR4 30 176 13.7
GR4 Str 28 165 13.0
GR4 Rif 33 194 12.5
GR4C 32 188 9.7
GR4C Str 31 182 12.0
GR4C Rif 32 188 9.5
JC4004 39 229 11.7
JC4004 Str 32 188 13.2
JC4004 Rif 33 194 14.2

Los datos son media de 4 repeticiones a razén de 4 plantas

por tubo.

* Diferencias no significativas (p< 0,05).



Tabla 18.

ADHESIVIDAD DE LA ESTIRPE GR4 Y DIVERSOS MUTANTES Exo Y Exo
A LAS RAICES DE Medicago sativa.

C

Indculo Caracte- Tiempo N2 rizobios rizobios/mm

oe

risticas

GR4 Silvestre 24 h 44 .450 526 -———
48 157.500 1.300
96 38,25x10° 26x10°

JC4004  Exo° 24 h 96.300 1.107 _—
48 106.650 944
96 42 ,30x10° 24x10°

ISM110 Exo 24 h 27.450 263 -
48 121.500 1.168
96 41,00x10° 27x10°

ISM107 Exo 24 h 20.700 134 -—-
48 153.900 941
96 37,80x10° 16x10°

ISM102  Exo° 24 h 60.300 363 _—
48 841.500 5.667
96 40,95x10° 16x10°
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Tabla 18 (continuacion)

Inéculo Caracte- Tiempo NQ rizobios rizobios/mm %
risticas

GR4 / Silvestre/

JC4004  Exo°

Total 48 h 206.650 2.431 100,0
GR4 110.700 1.302 53,6
JC4004 95.950 1.129 46,4
Total 96 40,70x10° 27, 8x10° 100,0
GR4 27,70x10° 18, 9x10° 68,0
JC4004 13,00x10° 8.9x10° 32,0
GR4 / Silvestre/

IsSM102 ExoC

Total 24 n 26.500 186,7  100,0
GR4 14.085 99,2 53,0
ISM102 12.465 87,8 47,0
Total 48 374.400 1.881,4  100,0
. GR4 206.900 1.039,7 55,3
ISM102 167.500 841,7 44,7
Total 96 80,77xlO5 33,7x103 100,0
GR4 47,58x10° 19,8x10° 60,0
ISM102 33,19x10° 13,9x10° 40,0
JC4004/ Exoc/

ISM110 EX0

Total 24 h 90.000 1.200 100,0
JC4004 83.250 1.110 92,5
ISM110 6.750 90 7,5
Total 48 171.900 1.829 100,0
JC4004 158.850 1.690 92,4
ISM110 13.050 139 7,6
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Tabla 18 (continuacidn)
Indéculo Caracte- Tiempo NQ rizobios rizobios/mm %
risticas
5 3.
Total 96 29,07x10 19,1x10 100,0
JC4004 20,97x105 13,8x103 72,0
ISM110 8,lelO5 5,3xlO3 28,0
GR4 / Silvestre/
ISM110 Exo
Total 24 h 17.100 213,7 100,0
GR4 13.500 168,7 79,0
IsSM110 3.600 45,0 21,0
Total 48 153.450 2.102,0 100,0
GR4 144.900 1.985,0 94,4
ISM110 8.555 117,0 5,6
Total 96 26,50xlO5 l7,4x103 100,0
GR4 25,10x105 l6,5x103 94,7
ISM110 1,40x10° 0,9x10° 5,3
GR4/ Silvestre/
ISM107 Exo
Total 24 h 45.000 274 ,4 100,0
GR4 19.080 116,3 42,4
IsSM107 25.920 158,0 57,6
Total 48 562.500 3.368,3 100,0
GR4 319.500 1.913,2 56,8
ISM107 243.000 1.455,1 43,2
Total 96 87,30x105 35,3x103 100,0
GR4 7l,42x105 28,9x103 81,8
ISM107 15,88x10 6,4x103 18,2
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21 % de la poblacidn rizosférica; este porcentaje disminuve
en las siguientes horas hasta un 5 % y se mantiene constante
hasta el final del ensayo. Con el otro mutante Exo (ISM107)
la proporcién inicial 1:1 se mantiene durante las primeras
48 horas, pero al final del ensayo la estirpe silvestre domi

na, alcanzando un tamafio de poblacidn que supera el 80 % (Ta
bla 18).

El predominio de la estirpe silvestre sobre los mutantes
Exo podria deberse a una mayor adhesividad a las raices a
causa de la produccién de PSE o a una tasa superior de multi
plicacién, como puede deducirse de los conteos realizados

cuando las raices se inoculan con indéculos simples.

En competicién con los mutantes Exo“ (JC4004 e ISM102),
la estirpe silvestre también predomina en la rizosfera, pero
este efecto es menos marcado que con los mutantes Exo . Por
ejemplo, al final del ensayo la estirpe superproductora
JC4004 representa el 32 % de la poblacién y la estirpe ISM102
el 40 % (Tabla 18). Cabe pensar que un nivel medio de produc
cién de PSE sea iddéneo para alcanzar una adhesividad 6ptima
a las raices, mientras que la superproduccién, mads que cons-
tituir una ventaja, podria originar una barrera fisica para

el anclaje de las células.

La inoculacién simultanea de mutantes ExoC {ej. JC4004)
y Exo (ej. ISM110) pone una vez mas de manifiesto la impor-
tancia del PSE en las etapas previas a la formacién de los
nédulos. En las primeras 48 horas la estirpe rugosa es despla
zada casi por completo por la estirpe superproductora JC4004
(Tabla 18). Al final del ensayo la proporcién de la estirpe
menos competidora es del 28 %. Como en los casos anteriores,
la estirpe que mejor coloniza la rizosfera (JC4004) desplaza

a la otra en la ocupacién de nédulos.



!
|

~140-

ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA DE ESTIRPES DE R.meliloti EN TURBA.

Mantenimiento de las caracteristicas simbidticas de la estir-

pe JC4004 de R.meliloti en inoculantes a base de turba.

La calidad de los inoculantes debe medirse no sélo por
el indice de supervivencia de las estirpes al cabo del tiem-
po de almacenamiento, sino ademds por el mantenimiento de
las caracteristicas simbidticas; es sabido que el almacena-
miento de Rhizobium en el laboratorio puede conducir a la se
leccidn progresiva de estirpes simbidticamente deficientes

en el momento de su empleo (Roughley, 1970; Vincent, 1970).

El mantenimiento de las caracteristicas simbidticas de
las estirpes de Rhizobium en inoculantes a base de turba se
estudid con la estirpe Exo® JC4004 de R.meliloti. La conser-
vacidén de la capacidad infectiva se estudid preparando sus-
pensiones a partir de los inoculantes y determinando el nume
ro de noédulos formados en plantas de alfalfa. La efectividad
se determindé a partir del peso seco de la parte aérea. Ambos
tipos de ensayo se realizaron con una periodicidad mensual.
Los resultados de estos seguimientos se resumen en la Tabla
19 . Si bien el analisis de los resultados indica que existen
diferencias significativas a lo largo del periodo de almace-
namiento, no puede deducirse gue haya tenido lugar una pérdi
da de efectividad de la estirpe, tanto en turba estéril como
no estéril. Los datos de peso seco de las UGltimas estimacio-
nes corresponden a valores elevados, por tanto las diferen-

cias observadas podrian deberse a factores no controlados.

Por otro lado, al .analizar el numero de ndédulos se pone
de manifiesto una pérdida gradual en la capacidad de la estir
pe para formar ndédulos. En resumen, la disminucidén de infec-
tividad de los inoculantes tras el almacenamiento prolongado
a temperatura ambiente no se refleja en el peso seco de las

plantas inoculadas con los mismos.
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Tabla 19.

EVOLUCION DE LAS CARACTERISTICAS SIMBIOTICAS DE LA ESTIRPE
JC4004 A LO LARGO DE 8 MESES DE ALMACENAMIENTO.

Turba estéril

Turba no estéril

Tiempo Infectividad Efectividad Infectividad Efectividad
(dias) (NQ nédulos) (p.seco,mqg) (N2 nédulos) (p.seco,mg)
0 15,2 11,17 13,0 10,67
30 12,5 20,50 17,5 10,83
60 18,7 17,17 10,7 22,17
120 12,7 15,00 14,2 15,00
180 14,0 20,67 6,8 17,33
250 10,6 16,67 8;7 17,50
MDSO’05 3,65 3,47 3,17 3,04
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Correlacidén entre el numero de rizobios viables y los parame-

tros simbidticos (N2 de ndédulos) y fisioldgicos (peso seco de

la parte aérea).

Cuando se estudia la relacién entre el tiempo de
almacenamiento y el numero de rizobios viables presentes en
inoculantes a base de turba, puede observarse una correlacién
significativa y negativa entre ambos (Tabla 20), siendo mayor
la pendiente de la recta (coeficiente de regresién) en el ca-
so de los inoculantes donde no se esteriliza el soporte. Por
otro lado, al analizar los datos correspondientes pudo obser-
varse una correlacidn positiva entre el logaritmo del nuUmero
de rizobios viables y el numero de nédulos formados, siendo
significativa sélo cuando la turba no se esterilizé. Ello
confirma que el efecto depresivo del tiempo sobre la pobla-
cidén viable es mas critico cuando no se esteriliza el soporte

Yy se traduce en una menor capacidad infectiva de dichos inocu

lantes

Al pretender establecer la relacidén existente entre el
numero de noédulos y el peso seco de las plantas, se observd
una ausencia de correlacidén (turba estéril) o una correlacidn
negativa (turba no estéril). En resumen, se observa una dis-
minucidén de la infectividad, pero no de la efectividéd, tras
el almacenamiento prolongado a temperatura ambiente. Es dis-

cutible si ello constituye o no una pérdida de calidad del

inoculante, ya que las estirpes altamente efectivas de Rhizo

bium suelen producir menor numero de nédulos qgue las poco

efectivas, probablemente porque las zonas de la raiz con
cierto nivel de nitrdgeno fijado (como ocurre con estirpes
muy efectivas) no pueden ser noduladas (quizds por inactiva-
cién de lectinas ?) (Brill, 1980). Los datos presentados en
esta Memoria podrian tomarse como un indicio de que el alma-
cenamiento en turba ejerce una seleccién de las estirpes més
efectivas, hipdtesis arriesgada y sin precedentes en la lite
ratura. Parece mas probable que, en nuestras condiciones de
trabajo, la determinacién del peso seco de las plantas no sea

un parametro indicativo de las alteraciones en la efectividad



Tabla 20.

COEFICIENTES DE REGRESION LINEAL Y CORRELACION ENTRE EL NUMERO DE RIZOBIOS VIABLES Y
LOS PARAMETROS SIMBIOTICOS ( NQ de ndédulos) Y FISIOLOGICOS (Peso seco de la parte
aérea), EN INOCULANTES A BASE DE TURBA.

TURBA NO ESTERIL . .. .
Coefc. correlacidn Ecuacidén de regresiodn

* % % |

Tiempo vs. 1lg N2 viables r= -0.888 y= .8.884-0.004x =
* & W

1lg N2 viables vs. NQ nédulos r= +0.471 y=-31.465+5.126x :
* k

NQ ndédulos vs. Peso seco r= -0.501 y= 21.880-0.533x

TURBA ESTERIL

. . * % %

Tiempo vs. lg N2 viables r= -0.688 y= 9.426-0.002x

1g N2 viables vs. N2 nodulos r= +0.262 n.s. y=-22.929+3.972x

NQ nodulos vs. Peso seco r= +0.062 n.s. y= 15.942+0.673x

Nivel de significacidén: *** p < (0,001 ** p<0.01 n.s.= no significativo
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de Rhizobium en los inoculantes a lo largo del tiempo de

conservacién de los mismos.

Supervivencia en turba de estirpes Exo ¥y Exo® de R.meliloti.

El objetivo de este ensayo fue comparar la viabili
dad en turba de la estirpe silvestre GR4 y varios mutantes
afectados en la produccién de PSE. Las estirpes JC4004, ISM-
102 y ISM103 superproductoras, y las denominadas ISM108, IsM
109 y GRC60, rugosas, ya han sido descritas anteriormente.
En las Tablas 21 y 22 se presentan los indices de superviven-
cia a lo largo de 8 meses en inoculantes con turba estéril y
no estéril. Los resultados sugieren que en general las estir
pes mas mucosas (JC4004, ISM102 e ISM103) sobreviven mejor

que la silvestre y que las rugosas, tanto en turba estéril

como no estéril.

Hay que resaltar que en un soporte estéril todos los
inoculantes mantenian al final del ensayo una poblacidn su-
perior a 108 u.f.c./g de turba, destacando la estirpe JC4004
con una poblacidén superior a lO9 u.f.c./g de turba. La mayor
viabilidad de esta estirpe no parece debida al tamano del
indéculo, ya que al inicio del ensayo los inoculantes prepara
dos con ella contenian igual o menor numero de rizobios via-

bles que el resto.

En turba no estéril las diferencias en la supervivencia
de las distintas estirpes fueron mas notorias, destacando GR4
y JC4004 con una poblacidén final superior a 108 u.f.c./g de
turba; en contraste, la estirpe rugosa ISM 108 no alcanzd
107 u.f.c./g. De todos modos, en turba no éstéril la ventaja

de las estirpes superproductoras de PSE es menos evidente.

Estos resultados, especialmente los obtenidos usando tur
ba estéril, sugieren que la capacidad para producir cantida-
des altas de PSE deberia tenerse en cuenta a la hora de selec

cicnar estirpes de R.meliloti con vistas a la produccidén co-

mercial de inoculantes.
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Tabla:21.

SUPERVIVENCIA DE ESTIRPES DE R.meliloti EN TURBA ESTERIL.

Estirpes Tiempo (dias).
0 15 90 120 150 250

GR4 8,66 9,19 8,81 8,95 8,73 8,40
IsM108 9,04 9,11 8,94 9,15 8,61 8,56
ISM109 8,48 9,09 8,66 8,63 8,98 8,79
ISM103 9,04 8,83 8,75 3,62 8,72 8,63
ISM102 8,95 9,05 8,86 8,70 8,58 3,89
JC4004 8,82 9,62 9,45 9,60 9,60 9,48
GRC-60 8,35 9,15 9,13 8,95 8,89 8,47
Tiempo x Estirpe P< 0,01 MDSO,OS = 0,06

Los datos son media de 6 repeticiones y se expresan como lo-

garitmo del nuimero de viables.
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Tabla 22.

SUPERVIVENCIA DE ESTIRPES DE R.meliloti EN TURBA NO ESTERIL.

Estirpes Tiempo (dias).
0 15 90 120 150 2590

GR4 8,20 8,48 8,28 8,26 7,96 8,16
ISM108 8,33 8,68 7,89 7,40 7,00 6,81
ISM103 8,11 8,64 7,20 7,17 7,84 7,16
IsM162 8,50 8,36 8,55 8,31 8,30 7,80
JC4004 8,54 9,40 9,06 8,72 8,48 8,19
GRC-60 8,45 9,03 7,64 7,60 7,69 7,45
Tiempo x Estirpe P< 0,01 MDS0 05 = 0,10

Los datos son media de 6 repeticiones y se expresan como lo-

garitmo del numero de viables.
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Inoculantes preparados con distinto contenido de polisacarido

extracelular.

La mayor supervivencia de las estirpes superproduc
toras de exopolisacarido podria sugerir que el PSE sirve co-
mo fuente de carbono facilitando la multiplicacidn bacteria-
na durante el almacenamiento. Aunque en la literatura existen
datos contradictorios (Patel y Gerson, 1974) se diseid un ex
perimento para comparar la viabilidad de una estirpe muy mu-
cosa (JC4004) en presencia y ausencia de su propio PSE. Para
ello se prepararon inoculantes que contenian diferentes con-
centraciones de PSE, ademas de dos controles: en un caso el
PSE liberado al medio de cultivo se elimind recogiendo las
células por centrifugacidén y resuspendiéndolas en caldo M-79
sin fuente de carbono y nitrégeno. El segundo control consis

tidé en un cultivo al que no se afadidé polisacarido capsular.

El exopolisacarido aislado en la forma descrita anterior
mente (véase Material y Métodos) se disolvid con agua y se
anadié a los caldos de impregnacién hasta alcanzar concentra
ciones finales de 1, 2 yv 3 g/l. Los recuentos de rizobios via

bles se llevaron a cabo con periodicidad mensual.

Los resultados de estos experimentos estdn resumidos .en
las Tablas 23 vy 24 . La adicién de PSE no se tradujo en un au-
mento de la supervivencia. Se detectd proliferacién bacteria
na incluso en el control preparado con un caldo de impregna-
cidén sin nitrdégeno ni carbono. Ello sugiere que el soporte de
turba contiene nutrientes (Ruiz Argleso et al., 1979) que per
miten el crecimiento de Rhizobium sin necesidad de recurrir

a la utilizacién de su propio polisacéarido.

Estos experimentos no aclaran si R.meliloti es capaz o

no de utilizar su PSE como reserva, pero sugieren que, en el
mejor de los casos, éste constituye una fuente de carbono se

cundaria o irrelevante.
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Tabla 23.

SUPERVIVENCIA DE R.meliloti JC4004 A LO LARGO DEL TIEMPO EN
DISTINTOS TIPOS DE INOCULANTES A BASE DE TURBA ESTERIL.

Tiempo Il 12 13 14 I5 Ti?mpo
(dias) X
0 9,15 9,28 9,25 9,44 9,45 9,31
15 9,21 9,40 9,30 9,29 9,25 9,29
30 9,16 9,34 9,42 9,15 9,41 9,30
60 9,26 9,41 9,36 9,48 9,34 9,37
120 9,14 9,45 9,31 9,03 9,16 9,22
180 9,28 8,91 8,99 9,12 9,04 9,07
250 8,98 8,84 8,98 8,95 8,86 8,92
360 8,65 8,50 8,58 8,51 8,68 8,58

Significacidén de los tratamientos:

Inoculantes n.s.
Tiempo P<0,001
Inoc. x Tiempo P< 0,01 MDS = 0,33

0,05

Resultados expresados como logaritmo del numero de viables.
*Tnoculantes: Il’ caldo centrifugado; 12, caldo normal; I

12 + 25 % PSE; 14, 12'+ 50 % PSE; 15, 12 + 100 % PSE.

3’
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Tabla 24.

SUPERVIVENCIA DE R.meliloti JC4004 A LO LARGO DEL TIEMPO EN
DISTINTOS TIPOS DE INOCULANTES A BASE DE TURBA NO ESTERIL.

Tiempo Il 2 13 14 15 Tiempo
(dias)
0 8,84 8,98 9,23 8,87 8,92 8,97

15 8,41 8,60 8,56 8,41 8,49 8,49
30 7,99 8,55 8,44 8,42 8,51 8,38
60 8,05 8,60 8,34 8,43 8,20 8,32
120 8,16 8,61 8,15 8,01 7,63 8,11
180 7,68 8,11 8,08 8,09 8,14 8,02
250 7,18 7,77 7,46 7,58 7,64 7,53
360 7,32 7,53 7,55 7,55 7,35 7,46

Inocs. x 7,95 8,34 8,23 8,17 8,11

Significacidén de los tratamientos:

Inoculantes P<0,001

Tiempo P<0,01

Inoc. x Tiempo P<0,01 MDSO,OS = 0,45

*Inoculantes: I

I2 + 25 % PSE;

(

1
I

I

4 ’

caldo centrifugado;

I

2

+ 50

2

(2]

PSE;

I

5 ’

I

caldo normal;
+ 100 % PSE.

Resultados expresados en logaritmo del nuimero de viables.
I

I

3'
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Efecto de la produccidén de PSE sobre la resistencia a la de-

secacidn

Como se ha descrito en el apartado correspondiente, los

mutantes Exo® de R.meliloti sobreviven mejor que la estirpe

silvestre GR4 en inoculantes a base de turba estéril y no es
téril almacenados durante meses a temperatura ambiente. Una

posible explicacién a este hecho podria ser una diferente re
sistencia debida al papel protector del PSE, como se ha des-
crito en ambientes naturales para otras bacterias gramnegati

vas (Costerton et al., 1974 b).

Para ensayar esta hipétesis se compard la supervivencia
de la estirpe silvestre GR4 y la de diversos mutantes Exo® Yy
Exo en condiciones de desecacién disefiadas a propdsito (véa
se "Material y Métodos"). Los resultados se presentan en 1la
Figura 8; puede observarse que, en las condiciones ensayadas
los mutantes Exo® resisten mejor la desecacidén que la estir-
pe silvestre GR4. Ello sugiere, en efecto, que el PSE puede
representar una cierta proteccidén en condiciones de deseca-
cién. Sin embargo, hay algunos datos contradictorios: por
ejemplo, algunos mutantes Exo (ISM110 e ISM107) resisten me
jor que la propia estirpe silvestre. Ahora bien, todos esos
mutantes son mas sensibles a la desecacidn que las estirpes
Exoc; ello sugiere que la superproduccién de PSE constituye

una barrera higroscépica que facilita la supervivencia.
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Estudio de la eficiencia simbidtica de estirpes de R.meliloti

con varias especies y ecotipos de Medicago.

El objetivo de esta serie de ensayos fue determinar,
bajo condiciones controladas de crecimiento, la eficiencia

simbidtica de las estirpes de R.meliloti existentes en nues-

tro laboratorio y de un mutante descritc en esta Memoria
(JC4004) frente a algunas especies de Medicago de importancia
agrondémica. La elecciédn de este mutante se basa en su posible
interés para la fabricacidén de inoculantes, interés debido a
su elevado indice de supervivencia en turba (rasgo caracteris
tico de muchas estirpes superproductoras de polisacarido: Véa

se el apartadoc correspondiente).

Se eligieron dos ecotipos de Medicago sativa: Tierra de

Campos, recomendado para zonas de secano (Tabla 25) y Aragén,
mas adaptado a zonas de regadio {(Tabla 26). Ademas se estudia
ron las relaciones simbidticas en dos especies anuales de

Medicago: M.polymorpha (ecotipos Terebellum e Inermis, Tablas

27 y 28) y M.scutellata (ecotipo Sava, Tabla 29).

En los ensayos con Medicago sativa se realizaron dos cor

tes de la parte aérea (a los 45 y 90 dias de la inoculacidn),
mientras que con las especies anuales de Medicago sdélo se rea
l1z6 una cosecha s los 45 dias de la inoculacidén de las plan-
tas.

Se determind el peso seco de la parte aérea como indice
de la efectividad en la fijacidén simbidtica de nitrdgeno. Este
parametro es el mas apropiado bajo nuestras condiciones de tra
bajo y, ademas, es una estimacidén muy fiable (Bedmar et al.
1984).

Todas las variedades vegetaless fueron noduladas, pero se
observé una gran variabilidad en la eficiencia simbidtica de
las estirpes: desde ser altamente efectivas hasta llegar inclu
sO a ser parasitas de la planta huésped (Figura 9). Resulta-
dos similares se han publicado con diferentes especies y varie
dades de Medicago (Gibson, 1962; Brockwell y Hely, 1966; Jan-
sen van Rensburg y Strijdom, 1982 a; Haile, 1983).

En simbiosis con plantas de alfalfa la mayoria de las es

}
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Tabla 25.

EFECTIVIDAD EN LA FIJACION SIMBIOTICA DE N2 (MEDIDA COMO PE-

SO SECO DE LA PARTE AEREA) DE ESTIRPES DE R.meliloti EN

Medicago sativa (ecotipo Tierra de Campos).

Estirpes ler. Corte 2do. Corte
GRO15 1.484 1.746
793 1.385 1.494
T N 1.350 527
797 1.350 1.490
GRO19 1.280 1.496
JC4004 1.231 1.615
GR4 1.171 1.715
GRO27 1.152 1.305
1S122 1.147 1.073
GR4C 1.111 1.178
GRO13 1.084 1.110
795 1.075 1.069
RS96 1.070 1.365
15120 964 1.047
M-11 961 1.17¢6
M-12 928 965
M-13 901 808
IS3 749 794
M-16 738 440
M-7 614 628
T 68 0
M-3 54 -—
M’D'S'O,OS 353 472

Los datos (en mg) son media de 4 repeticiones.
T , testigo no inoculado; T N , testigo no inoculado con ni-

trdégeno.
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Tabla 26.

EFECTIVIDAD EN LA FIJACION SIMBIOTICA DE N2 (MEDIDA COMO PE-

SO SECO DE LA PARTE AEREA) DE ESTIRPES DE R.meliloti EN

Medicago sativa (ecotipo Aragén).

Estirpes ler. Corte 2do. Corte
GRO27 2.061 1.157
T N 1.972 829
15122 1.721 1.413
793 1.910 1.075
GRO19 1.883 1.107
GRO15 1.777 1.504
M-12 1.724 1.394
GRO13 1.697 1.082
797 1.502 1.088
795 1.482 926
M-16 1.450 988
M-11 1.437 852
Is3 1.403 1.216
M-13 1.369 974
15120 1.263 904
M-17 897 675
M-7 731 438
M-4 186 85
T 88 4
M-3 79 4
M-2 78 6
M—é 72 5
M'D'S'O,OS 447 530

Los datos (en mg) son media de 4 repeticiones.
T , testigo no inoculado; T N , testigo no inoculado con ni-

trogeno.
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i l Tabla 27.
‘ I EFECTIVIDAD EN LA FIJACION SIMBIOTICA DE N2 (MEDIDA COMO PE-
SO SECO DE LA PARTE AEREA) DE ESTIRPES DE R.meliloti EN
‘Medicago polymorpha (ecotipo Terebellum).
|
Estirpe Peso seco Estirpe Peso seco
I (mg) (mg)
l M-30 1.370 GRB1 85
M-22 1.336 795 83
l M-28 1.303 793 79
M-23 1.293 GR4C 78
' M-26 1.279 GRO15 76
, M-21 1.264 GRC60 71
Is3 1.254 M-32 71
I M-7 1.245 M-33 70
M-24 1.138 ISM103 69
l M-29 1.133 ISM110 68
M-20 1.081 IS122 67
I M-12 1.073 GRO19 66
' M-27 1.018 ISM106 66
' M~3 988 ISM107 66
| M-13 962 MM-M 65
M-18 844 T 64
I IS1290 842 797 61
M-25 800 GR4 61
j I RCR2012 789 M-31 61
‘ M-17 779 GRO27 59
' M-8 523 ISM105 59
| T N 388 ISM101 56
l JC4004 96 M-19 56
RS96 93 ISM102 54
GRO13 86 ISM104 53
' Rm2 86
I M'D'S'O,OS i36
Los datos son media de 4 repeticiones. T, testigo no inocula
I do; T.N., testigo no inoculado con nitrdégeno.
I
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Tabla 28.

EFECTIVIDAD EN LA FIJACION SIMBIOTICA DE N2 (MEDIDA COMO PE-

SO SECO DE LA PARTE AEREA) DE ESTIRPES DE R.meliloti EN

Medicago polymorpha (ecotipo Inermis).

Estirpe Peso seco Estirpe Peso seco
(mg) (mg)
M-3 1.299 M-22 263
M-30 1.039 M-18 223
M-28 1.021 IS120 216
M-26 880 IS122 68
M-39 704 ISM106 63
M-34 691 ISM102 63
M-35 664 ISM107 61
M-38 657 GRO13 61
M-23 599 A-1 59
M-7 516 ISM110 58
M-36 475 ISM103 58
M-40 418 JC4004 57
M-21 401 IsSM101 53
M-25 391 ISM104 52
M-24 380 ISM105 | 52
M-17 372 GR4 48
IS3 369 T 48
M-12 363 GRO15 47
M-27 337 A-2 47
M-13 312 M-20 42
M-37 279 M-8 38
M.D.S. 0,05 165

Los datos son media de 4 repeticiones.

T., testigo sin inocular.
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Tabla 29.

EFECTIVIDAD EN LA FIJACION SIMBIOTICA DE N2 (MEDIDA COMO PE-

SO SECO DE LA PARTE AEREA) DE ESTIRPES DE R.meliloti EN

Medicago scutellata (ecotipo Sava).

Estirpes Peso seco
(mg)
T N 1.412
IS120 1.285
GRO15 1.040
RS96 922
IS3 905
AN-3 832
M-12 775
793 725
JC4004 635
RCR2012 619
IS122 610
T 589
M.D.S.O'05 459

Los datos son media de 3 repeticiones.

T , testigo no inoculado; T N , testigo no inoculado con ni-

trbégeno.

T
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ANALISIS FACTORIAL. EFICIENCIA SIMBIOTICA DE DIFERENTES ES-

TIRPES DE R.meliloti Y DOS ECOTIPOS DE Medicago polymorpha.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado FC
variacion libertad cuadrados medio

Estirpes 32 42,0665 1,3146 65,40%*%*
Ecotipos 1 8,3125 8,3125 413,56%%*
Interaccion 32 7,9165 0,2474 12,31**
Error 191 3,8328 0,0201

Total 256 62,1283

M'D’S'O,OS Interaccidén = 196

Tabla 31.

ANALISIS FACTORIAL. EFICIENCIA SIMBIOTICA DE DIFERENTES ES-
TIRPES DE R.meliloti Y DOS ECOTIPOS DE Medicago sativa.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado Fc
variacién libertad cuadrados medio

Estirpes 16 27,1725 1,6983 22,70%%*
Ecotipos 1 6,2145 6,2145 83,08%%*
Interaccion 16 1,0332 00,0646 0,86ns
Error 72 5,3835 0,0748

Total 105 39,8037

M.D.S 0,05 Cepas = 313

M.D.S 0,05 Ecotipos = 107
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Tabla 32.

CLASIFICACION DE LAS ESTIRPES DE R.meliloti SEGUN SU EFECTI-
VIDAD SIMBIOTICA EN RELACION CON LA ESPECIE VEGETAL ENSAYADA.

Especie Numero de Efectivaél)Poco efeég)lnefeé§)
estirpes (%) tivas (%) tivas(%)

Medicago sativa

ecotipo Aragdn 20 70 15 15
ecotipo T. de Campos 20 80 15 5

Medicago polymorpha

ecotipo Inermis 41 14,6 75,6 9,7
ecotipo Terebellum 49 40,8 40,8 18,4

Medigago scutellata

ecotipo Sava 10 20 80 —

(1) Estirpes efectivas: son las que permiten un crecimiento

mayor que el valor de la semisuma del crecimiento regis-
trado con la estirpe mas efectiva y el testigo sin inocu

lar.

(2) Estirpes poco efectivas: son las gue registran valores de

crecimiento comprendidos entre la semisuma anterior y el
testigo sin inocular.

(3) Estirpes inefectivas: son las que determinan valores de

crecimiento inferiores al testigo sin inocular.
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tirpes son efectivas (Tabla 32), un 70% en el ecotipo Aragdn

y un 80% en T. de Campos. La interaccién entre la eficiencia

de las estirpes y los dos cortes realizados no existié (T. de
Campos) o fue muy pequena (Aragdn) (Tablas 25 y 26). Hay que
sefialar que las estirpes inefectivas en alfalfa proceden de

aislamientos de plantas de M.polymorpha o Melilotus sp.y en

consecuencia no estdn bien adaptadas a M. sativa.

En asociacidén con las especies anuales de Medicago, el
porcentaje de estirpes efectivas fue menor que en el caso de
M.sativa (Tabla 32). Las estirpes mas eficientes en alfalfa,
GRO15, GRO27, 1IS122 y 793, se comportaron como inefectivas

con ambos ecotipos de M.polymorpha (Figura 9). En M.scutella-

ta el numero de estirpes ensayadas fue mas reducido y no se
incluyeron los aislamientos realizados a partir de plantas
autdéctonas, pero pudo confirmarse que estirpes efectivas en
alfalfa eran competentes con esta especie anual de Medicago

(IS120 y GRO15), no encontrandose asociaciones inefectivas
(Tablas 29 y 32).

El andlisis estadistico de los resultados demostrd 1la
existencia de diferencias significativas entre las diversas
asociaciones Rhizobium-planta, no s6lo a nivel de especie (Ta-
blas 25-29) sino entre los cultivares de una misma especie
(Tablas 30 y 31). Aunque se pueden encontrar estirpes de Rhi
—zobium meliloti efectivas comunes a ambos ecotipos de M.sa-

tiva (GRO15, GRO27, 793 y 797), para la obtencién de maximos

rendimientos en la fijacién de N2 se hace necesaria una selec
cidén exhaustiva de las estirpes mejor adaptadas a cada varie
dad vegetal y, en consecuencia, la preparacién de inoculantes
a base de estirpes altamente efectivas y competentes con cada

una de ellas.

Estos datos estan abundantemente apoyados por la biblio
grafia. Desde los trabajos de Vincent y Waters (1953), Russell
y Jones (1975), Bromfield (1984), etc. se conoce la preferen-
cia o seleccidn que ejerce la planta huésped sobre una estir-
pe competente de Rhizobium de entre las existentes en la pec-
blacidén rizosférica. La inoculacién de una estirpe particular

en varios huéspedes siempre determina respuestas diversas, que
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dependen no s6lo del fondo genético del microsimbionte sino
también (y en gran medida) de la planta huésped con la que
se establece la asociacién simbidtica. Tal variacidén (especi
ficidad de huésped) se manifiesta entre especies, entre eco-
tipos o variedades de una misma especie y entre plantas den-
tro de un cultivar. El empleo de isolineas o plantas genéti-
camente homogéneas obtenidas por propagacidn vegetativa redu
ce la interaccién entre los simbiontes. En este caso (o tra-
bajando en condiciones controladas) se pueden eliminar al me
nos en parte los efectos debidos a los factores ambientales,
y separarlos de los genotipicos, guedando de manifiesto que
la eficiencia simbidtica estd controlada genéticamente por

el hospedador (Jones y Hardarson, 1979).



CONCLUSIONES
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1. Se ha disefiado un medio definido para el cultivo de

Rhizobium meliloti tanto en el laboratorio como a escala in-

dustrial. La composicién del medio es el resultado de un com
promiso en el que se ha tenido en cuenta el coste de los pro
ductos utilizados. El medio contiene nitrato como fuente de

nitrégeno y sacarosa como fuente de carbono.

2. Los mutantes "rugosos" de R.meliloti son menos infec

tivos y menos competitivos que la estirpe silvestre y que
los mutantes superproductores de polisacarido extracelular.
Ello sugiere que el PSE es necesario para que haya una infec
cién optima.

3. Se pueden producir alteraciones de la composicién
del PSE que no modifican significativamente el coeficiente
de infectividad ni el grado de competitividad, 1lo que parece
indicar que la estructura "global" del exopolisacarido no es

un factor critico para que haya infeccidén o6ptima.

4. Los mutantes superproductores de exopolisacarido so-
breviven mejor que la estirpe silvestre en los inoculantes

de turba, presuntamente a causa de una mayor resistencia a

la desecacidn.

5. No se han detectado correlaciones entre la altera-
cién de la composicién y/o el nivel de produccién de exopo-
lisacarido y el fagotipo, la produccién de despolimerasas
inducidas por fagos y la sensibilidad a la radiacién ultra-

violeta. Ello impide disefiar métodos de seleccidén positiva
de mutantes.

6. No existen estirpes "universales" de R.meliloti, ca-

paces de establecer una simbiosis 6ptima con las especies y
ecotipos de Medicago empleadas. Por tanto, siempre que sea
factible, conviene preparar los inoculantes utilizando estir

pes adaptadas a cada especie, ecotipo o variedad.
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