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INTRODUCETON




La fijacién“del nitrégenores wn. tema“que"hafa§3510nado~aqlns
cientificos durante muchcs afios,. hahiéndose‘inmsstlgado desde. muy..--
diferentes puntos de v1sta y-con fines, unas. veces,’primariamente -
b&sicos y otrasy“eminenfemente:prénticbs; La'Iepércnsiﬁnwecgnﬁmicaw,w
que supondria la sustitucibn de“lnsﬁCQstosos:feﬁtiliz&ntes nitroge-.
nados por microorganismos fijadores del nitnﬁgeﬁo;atmosférico»hausi:ﬂ

do sin duda muchas”veces el aliciente que ha permitido un desarro-

“1lo tan amplio,

Desde que-Beiferinck (1888) descubriéra“el- 1n1c1almente lla—
mado Baeillus nadieicola y el mismo autor en 1901 encontrara el pri
mer fijador libre, Azotdbatizﬂaiia,1nvestigacl6ﬁ9subsigulente;ha.sg{
guido-dos'caminaﬁﬁ:bﬁén?&éfiniﬁnsﬁﬁﬁvaces;fy%eon*un“blaro solapamien..

‘“tofotrasﬁﬁéi?es%uﬁfb*taxcn&mevaPmitrobTé&ﬁgﬁﬁbiﬁe“1bs organismos .

implicadOS“yfelNestuﬁiOTfisiotﬁgf@b,‘biOqufmiﬁoﬁyfgéﬁéfico de la fi

©Jactbn -del mitrbgeno; Imposible“esidnetnir aquf Tarrelacifn inter-

minable “de awtores que;" desvna u atra‘formé;'haﬂ?eétadb'relacianados

‘cof algﬁn“aspectUWdefeste'tema;:%ﬁldfafmﬁﬂﬁideféﬁempib’y por Ja uti-

lidad que presentan ‘'se pueden indicar algunas dé:las revisiones mis

recientes e interesantes: Maﬁiﬁﬁ?ﬁﬁﬁxmm&fﬁ?ﬁﬁﬁ;wR;fﬁérer y Wilson..

v

“(T??O)g‘MiéﬁuStin”y&ShiInﬁkova»(1971);‘Becking,£19?i)1, Benemann.y

Valentifie (1972), Dalton y Mortenson (1972), Strei@%&r, et al. (1972),
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“Ha ddoampliandoesta reducida re¥acd

Vest, et al., (1973), Streicher y Valertine €1973), Dalton (1974),
Dilworth (1974); "Postgate (1974), Blrris (197%), Smammngam y Valen=-
tine (1975), Hardy y*Havelka (1975),

TED. L Sh

81 bien emun“principioc la’ capacidad®derPtfar-nitrégeno se -

- ciretnseribia”a un pequeiio- nfifiero-de-microorgantsmos ;= Rfi{zobium, Azo ..

&3 dertal- forma -que hoy es po-

* sibledecdr gue ‘no hay*grupo microbiano”ieﬁfénd&ﬁﬁﬁb}pdr?ghupQAawuna,

familig o conjunto de” famitias relacionadas«“que wdincluya algln ---~
miembro-con esta’ caracterfistica biolbgica. Ddlton (1974) d& una. lis-
ta’ de microorganismos fijadores bastante larga sunque incompleta, ya. .

que ‘a la sencilla pré&ctica de la observacibn ‘del crecimiento. micro~-.

- biano en medios carentes de nitrégeno,-ha sustitu?dsd la sensible téc

nica“de’ la reduccibri“del’ acetileno (Koch-y Evans, 19663 Koch, et al,
1967; Hardy y Knight, 1967)+ sustrato idealrpater T¢ inedpecifica ni-

trogendsa- presente-en“todos~losrorganismos fijadores.

© 7 Est evidenter:que-muelfost der los. microorganismos  incluidos.en es
te'grupO'juegan“un papel nulo o'poco-importamterenla incorporacidn.
del nitrbgeno al suelo. Es més, incluso la accibn:@e~los tan traidos. .
¥ Ylevados  fijadores*de- vida~ libre,  tales:como - tos ‘Azotobacter y eg
pecies afines y el CLostnidium pasterianum tampoco representa.desde. . .
el punto-de vista de la economia general de mnitrdgeno del suelo, un
sumando-de importancia, La fijacibm® libre, aunque-nada desdefiable
globalmente, no evita la necesidad de la fertilizacidn nitrogenada,.
La“energia requerida para’romper el triple enlace (Bécking, 1971)
que une en una molédcula los dos &tomos de nitrbgeno es tan alta que
su 'suministro se encuentra extremédamente'limitado por el bajo:cgntg_u

nido ‘en materia orgénica existente en el medic natural, excepcifn he

17




i

cha de las algas verde azuladag' que; por fotcamtétrofasy son indepen.. .

dientes de“egtevfactori'Pdr“otra”parte; el nitrbgeéne fijada en.esta.
forma mo“es d&rgctamentefasimiiable“por:las*piantas*que deben crecer.
a sus expernsas, éinO“que tiene ‘antes  que pasar por-un complicado y.
largo ciclo biolbdgico, para el gque muchas veces no se dan las condi-

ciones ambientales &ptimas,

Estos inconvemientesy limitaciomes no-serdamn, en.cambio, en

el casode la fiﬁaci6nfsimbiﬁffca;;cuyptmﬁ?iﬁdiexppnente?ensﬁuantowav

extensibn’y conocimiento lo comstitu¥e-la asociacién:Rhilzoblum-legu~ -

minosa, conocida ya”desde*ei*ﬁlfimomduarto‘dE“siglo»paéado.

punque taxonémicamente“(Bergey;fﬁﬂﬂﬂ)'ée;inciﬁYEnwdentrémdel

- ‘géneno Riizobtumrseis especies~distintas, los criterios utilizados. -.
para su clasificacibh son “tan débiles que se puede-admitir con oxros\
" autores (Lange, 1961;'Nbrris,”1965)‘qné“Seftrat35&E“unawsola éspecie,
 con‘una“serie*de’variedades adaptadas cada unasa determinades grupps.

‘de * leguminosas,  De hecho, “Io que“se puede decir ‘dé la fisiologia y -

bioquimica de la fijacidn del nitrbgeno por Rhirobfum es perfectamen .

" te transportable de unds especies a otras, salvando solamente.lo re=
ferente al grupo de plantas que “cada unmg esrrapdz de infectar en con

" “diciones maturales; Esto hacerque-muchosiautores prefieran hablar.de

Rhizobium en general, 'especificando solamente cuzrtdo'sea estrictamen

“te necesario,

- Ta importanciaVciahtﬁfica vy econbmirarde la Fijacién simbibti
ca del nitrbgeno atmosféricopor Rhirobium-estd fuera de toda duda.

-~

‘Al contrariode lo que”ocurre, como se ha visto; en la fijacisn 1i-- .

bre, el cultivo de leguminosas-em general no requiere fertilizacidn
nitrogenada e incluso &sta puede ser perjudicial en determinados ca-

sos, El peso del mitrbgeno fijado por unidad de superficie y afio es

18



una cifra muy respetable (Boénnier vy Brakel, 1969), La energia reque-
rida para la reduccidn del nitrbgeno es suministrada por la fotosin-
tesis de la planta implicada y el elemento fijado en los nédulos\rg

dicales es inmedimtamente utilizado,

proceso ‘mediante-el cuwal una bacterid se encuentra en el suelo en ~-
los alrededores de ‘las raices penetra en las mismas y da lugar a la
reduccidn’ de las’ moléculas de. nitrbgeno es-de una complejidad tal ~-
que a pesar de 'los cientos de trabajos.realizados a' lo largo de los
aflos' sobre-este tema, aln- subsigten muchos puntos oscurcs en el mis~
mo que ‘han de ser esclareéidOSysifse“q&iere?llegan?a‘utilizar con fi-

nes précticos la fijacibn simbiética de N2 conun 100 % de eficacia,

Prescindiendo de la planta, para no hacer demasiado largo es-

te prefmbulo, la fijacién simbibtica de N, necesita que posea tres -

2
caracteristicas: especificidad, infectividad y efectividad,

La primera es responsable de la infeccibn selectiva caracte---
ristica de estos microorganismos; la segunda, supuesta una especifi-
cidad adecuada, determina la capacidad mayor o menor de la bacteria
para infectar los tejidos radicales de la planta; y la tercera condi-
ciona la fijacibn del nitrdgeno. La fijacibn, sin embargo, exige al
parecer la complementacibn de los das genomas:implicados: el de la -
" planta 'y -el~de la bacteria, Por ellosiaungue.mwinpunasde las caracte-
" risticascitadas puede ponerse en evidencia en ausencia dé la planta
adecuada, la especificidad e infectividad, dependen-exclusivamente -
de la bacteria, mientras Que la efectividad, en cambio, sblo tiene“ﬁg,
lugar si existe una integracibn perfecta entre la célula radical y -
el microorganismo; &sto explica el ‘que, hasta el momento, haya sido

imposible detectar, ni afin con los métodos mis sensibles, la fijacidn .
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de nitr&geno.por"estanbactefias;en vida libre,

" b
En el presente-trabejo. se ha”aﬁbtdado el-estudio de una se-

rie‘deﬂproblEmaS“relgeionadoS?con’la*infeccién“especifica de las le

‘guminosas”por'Rhizobéums‘dejandb‘a“un,ladovtodOS“aquellos otros re-

lacionados con~la efectividad.

Si, auﬁque‘sea'a'titﬁiongnnxisiuﬂal;:aCpramﬁSTel esquema. =
propuesto’ por Nutman' (1965)°, v mostrado en la figura 1, sobre las.

interacciones‘bacter%aﬂfa&Z“queﬁcandum@naa la- infereibfn,. la labor. -..

realizada-hajVersg@@bfundamentalmente:snhnexas@zgfvs‘relacionados -
con‘}os\punTOS'Twy 8 del citado-esquema: papel del polisacrido bac.
tériahO”en la induccibn selectiva de “la prodtuccifrn-de-poligalacturo

nasa por 1as -rafces de las leguminasas, estudio quimico del mismo y

fflnalmente ‘estudio ‘de '16s fartares genéticos-que condicionan su,sin

tesis; aspectos todos ellos sumapente conftictivos hasta el momento,.
como se expone em la imtroduccidn que sigue, en la'que se ponen al

dfa los comocimientos existentes sobre los citados aspectos del pro

ceso de infeccibn de las leguminosas por Rhizobium,
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i

Caracteristicas simbibticass: - . -

Como ya -se haindicado, para que llegue’a establecerse el es

tado simbibtico-entre Rhfzobium'y ~tegmminosa; la-baeteria ha de po--
seer dos caracteristicas bien defimidas: infeetividad y-efectividad,
o también llamada -actividad y mma tercera que: puede-ser tomada en --
consideracidn,  aunque ‘sus -limites movson:tanclaros:por encontrarse

en cierto modo intitmamente;ligada-eon.la primerat a esta Gltima ppo:\'

"piledad. se la conocecon: el nombre:rderespecificidad o infectividad -~

dirigida & una o vearias: especies determinadas:te leguminosas,

CrrLaespectfitidadk e dnfeetividad parecen independientes de la .

"~ efectividad,. pero &ata;, al no:-poderse poner  de:manifiesto fuera de -

larraiz, es: dificilisaber si. estd ligada de alguma forma a aquéllas,

Haypor tanto, razas-infectivas efectivas 'y no-efectivas, pero no.es

" posible' conoceren”condiciones- normales la-existencia de razas.no in..

fectivas-efectivas, Hasta ashore sblo mediante experiencias de trans-

' ferencia-genética yen determinados casos, puede vislumbrarse alguna

~evidencia al respecto,

Especificidadyr> -

El"concepto.clésico. porial-cual el génerosRittzobium incluye
varias especies; estf principalmente basado en' la capacidad de infec

tar a ungrupo determinado~de leguminosas,

" . Pese aésto, 'se ha observado.que Rhtzobium especificos para

un mismo-grupotvegetal pusden: presentar caracteristicas morfolbgicas,..

19633 Duddan, 19653“béfe?yfbecker,”19653@'miéntras que por el contra
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rio tales caracteristicas puedern ser idémticas pare Rilzoblum perte~-

necientes a grupos ‘de ‘inoeuwlacibn: distintos: (Bommier  y Brakel, 1969).

Estos Gltimos aut .., ciusideran el género Rhil{zobdium come.
un Vasfo*gruPO“defbacteriaswque”p@seen*c&racteres comumnes y. son 1idd-
nevs paracolonizar las.-especies deslta familia leguminosas,
, s
En“el estudio de la especificidad, hay'quE”tener‘en_cuentaf—bvk
la ‘addaptacibn’ de.la bacterda a.las.condiciones-Ffisicas, quimicas y -

‘biclbgicas ambientales,. como un:factor importante.

' Cuando ‘se hace: una prueba:de .inoculacibniutilizando bacteria
'y?pianta‘apropia&as@tics:resﬁltaﬂcs&qnewseeobfitneﬁkﬁo’siempre son -~
‘6ptimos;~debido&axqué%lafbatteriavneeesitéfun“perﬁﬁﬁvfde adaptacién
al suelo. en elsquefvé“a~desarroliarse, déndose,  por: tanto, los mejo-

‘res-resultados: después-de la segunda o tercera siembra,

- Lia -adaptacidn es m&s répida para las especies menos exigentes
desde el punto-de-vistade la especificidad, especies que Bonnier'y '

Brakel (1969)" lan calificado como ~de Méspecificidad laxa',

.7 Un“easo muy particular de ‘especificidad se encuentra en plan-
- tas de"leguminosas injertadas, Se ha visto que injertando sohre soja
ccultivada‘en“suelo-desprovisto de 'R, japenicum, diversas especies de
' Yeguminosas: cuyas bacterias especifiicas estén presentes en el suelo .
(Bonmier; et al., 19523 1953a; 1953b), é@*lograVla nodulacidn de las
raECGS“dewsojay'Devla”misma~formaxsefhaaconseguid&‘la nodulacifn de

Trifolium ambiguum en un suelo donde esta planta;nO‘es nodulada, in-
jerténdola 'sobre-larespecie Trifolium repens cuyos Rhizobium especi-

‘ficos estaban presentes,
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La ‘especificidad bacteriana: viene tampi€n determinada por =--
las Interrelaciones’‘existentes en la rizosfera; emtre:;la planta, el

suelo y los microorganismos.,

Los Rh&zob&um utilizan los materiales exudados al suelo por
 rafces: delas plantas y'tambnén posibleménte: por: otra microflora aso

ciada “ton la rizosfera.

;Elrtiemp@vquewestaSFbatteﬁias;pwedenascbrewiwir”en el suelo...
en ausefrcizm desu leguminosashuesped, depende:de las condiciones del
" sueloy 'de”la raza microbiana’'y del. confurto: de plantasrque crecen en

ese habitat particular,

o ldogomplejidat ded: sistemaT donde. pueden interaccionar una -
. serie’ defactoresy ha heshodificil decidir cual:de ellos afecta a -

* Ya“supervivencta de. esta-bacteria Tal @ificultad-se incrementa por
el hecho"derque bafo- idénticas condiciones, distintas razas de Rhizg

bitum pueder reaccionar:de; forma diferente,

o LE diStribueiﬁnfgepgréfica’deﬁeSfas«baCTeéﬁas~corresponqewcqnm
,Jﬂla”devsﬁfpiantafhﬁesﬁeﬁrytnuaﬂddfunavlegumﬁﬁosa“es‘trasplantada‘é una
o nueVa”negiénflibré“dﬁﬂeﬁp&@ieérvegetaleS‘afines,’1a inoculacién arti-
' fiéﬁalTeS‘generaﬁmanmﬁynecesaria~para“asegurarfei“establecimientonprégrmm
- pero de un"grupo: microbiano determinado (Thorntor, 1931; Fred, et al,
19827 "Allen. ¥y Allen:,-195873 Donald, 1960 ; Vicent, 1962), .

“'Se han descrite muchas:experiencias.:especialmente con fines
- aplicados; ‘que mmmstran el grado -de:supervivencia de Rhizobium en --
'_condicieﬁesﬁdé“iébbvatorio;(Vicentg”igssﬁﬂ1Pbsferibres*trabajos.indi_
can:'que” las: células: vegetativas: de:Ri(zobium puede-sobrevivir en sue ..
7 1o autoclavado: durante30 ra 46 - afios cuandorse les’ adiciona manitol
*(Jensen, 1961),
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La temperaturasy:la.desecdcibn afectan.a.la.supervivencia. de.
Rh{zob&wﬂﬁamﬁel:sueia;‘jhfﬂﬁosaes@wdﬁ05”66=estosmfactores Marshall - - .
CBGH),‘encontr&rquevel;R;-thiﬁvﬁii'yxkﬁjmeﬁ%ﬁvffﬁéfaﬁtmés>Sen5ible;;“'
g altas temperaturassques Ry Lupimd: y R, apondeun;. comparativamente

més resistentes,

- Otros. factores del suelo:pueden: afectar especificamente. a. ess
tas bacterias; Ha sido observado:que en suelos-pobtes hay un altopor

i centaje def razas:inefeetivas des Ryladfobll (Jones, 19633 Holding y -

zas inefectivas a los “iones. manganesoy aluminicr que~son encontrados

<" en ‘altos niveles: en: los: suelos &cidos  (Mulder y van Veen, 1960; Hol-

v ding y King, 1963),

wo - Lahabilidad ‘de las especies  del género Riu{zobium para crecer

. en la rizosfera de no leguminosas:puede 'ser, por supuesto, un factor

w1 determinante: para - sobrevivir en el suelo y enw gusenciaz de estas plan-

tas,’ Manil(1958) ha encontrado Ritzobium en raices de plantas perte-
'WnecienteSPa”ias-Polygonaﬁeas,'Malvaceas y Gramineas, aunque no d& in-

formacibn amplia,

w0 No-'obstante, segln otros autores, las:bacterias del nédulo ~-
"~ son poco-afectadas por: las raifces:de las no leguminosas, la estimula-

cibn del R trifoli(s por el algodbn-es una excepcibn (Krasil'nikov,

1958) v las vazas de Rhizobium-son m&s fuertemente estimuladas por =--
sus huéspedes, a los ‘que pueden infectar, que por otras no legumino--

sas,
- Enexperiencias realizadas por Rovira (1961) sobre el efecto

deexudados- radicales de plantas  de trebol (Talfolium pratense) y ~-~-
- graminea  (Paspatum digitatum} wmobre el crecimiento de bacterias y =~
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hongos en general y Rhiizobium en particular, pudo demostrar que el =~
nlimero de* bacterias por: gramo de suelo era bastamte més elevado en -

la zona que estd inmediztamente préxima‘a la ralz que en zonas mis -

alejadas de "ella. En el caso de la graminea, la estimulacidn del cre .

cimiento del RAfzobium era similar.a la que ejercia esta misma plan-
ta sobre-otros ‘microorganismos, Con trebol rojo el Rhizoblium era es-
timulado mis fuertemente que otros microorganismos; estimulo que se
manifestaba hasta una distancia“de 10°a 20 mm.de la raiz, aunque la
superficie misma parece estar relativamente: libre” de-bacterias nodu=

" lares (Rovira y Stern, 1961), Todo &sto sugiere-que:nttrientes solu- -
bles son exudados por las'rafces de trebol y que la difusibn de es-=
tas sustancias hasta cierta distancia de la raiz estimula de forma - -

especifica el crecimiento. deslos: Riizobium: del: suelo, Estudios en --

trebol’ (Hely, et-al., 1957; Radulovic y Nutman, 1968)°y haba (Nutman, .

1963);, muestram que la estimulacibn es tan répida y progresiva que -

. continfa expresfndose-en sucesivas cosechas,

“El-por qué de la estimulacién especifica de Rhizobium por --
' raiteSWde‘legumiﬁosasvnO“es&eonocidd: Probablétiente” sea nutricional

© vy ‘depende dE“aigﬁnmmﬁﬁwuﬂail@s;exudadosamadicales,;los cuales son -~

L mésT numerosps” yovariades.en las: leguminosas que  en otras plantas (Rg
‘. vira, 1955; 1962), '

" "Se’'conoce por estudios ‘de laboratorio (Nutmany, 1953; Tuzimu-~. . .

“T,naxytwatanabegfigﬁﬁﬂ“QuEfmienﬁras’que R, ihiﬁoﬁii”es estimulado por

trebol - (Trifolium pratense v Trifelsiun subternamenmt ~y por alfalfa =
(Medicago sativalel - Ri:meltlotisblo es estimulado por la alfalfa,

 EnengayosTen’ campo:;. Robinson’ (19679 observd que unas espe--
 cilesde Ritzobiianreran estimuladas en” la rizosfera de Poa australlis,
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Esta estimulacibn del crecimiento, por una no leguminosa, como.en el
caso de la gramimea anteriormente citada, es mds bajo que el estimu-
lo manifestado por la leguminosa, pudiendo ésto ser un simple refle- .
jo del hecho“de que las leguminbsas mantienen: un nfimero total de po-

blaci®n rizosférica superior a las no leguminosas (Katznelson, 1965),

1407 Hay evidencia de que los Rh{zob{ium sobreviven y crecen en la

. rizosfera de no leguminosas, Esto puede ser esencial para el mante--

nimiento de*aigunos?RhXZobiunLen'eifsnelo,en'ausenc&a“de su legumino -
sa huesped, No obstante, ha‘sido encontrado que después de 10 a 15 -

afios de- cultivo de cereales: el R, melilotl no sobrevive en el suelo,

- =+ Es hecesario. hacer:motar, igualmente,:que hay ejemplos de --

'éfﬂctbs%negativnsirﬂsﬂﬁ,laﬁquiamiénjpréxima“a‘lasmpléntulas jévenes
-de: i subtennaneaum,: Centrosena. pubescens: y otras leguminosas pueden
ger-desfavorables: para.los: Ritzobim: porque difunden materias t&xi--*

© cas. desde el pericarpio.de la semilla (Bénnier, 1954; Thompson,1960;

i ¢ Bewerr,. 38649, Dates’ aportados. por: Nutman: (1953) sugieren que el R, -

Lot no orece: 'enla: proximidad del trebol porque estas plantas -

" producen -una sustancia que los inhibe,

" Hay ‘pocos- estudioes:sobre.la. ifferaccibn: entre Rhizobium y el

'conjuntOTGEy1a:microﬁiara;del:sueio;jaﬁnque‘se”sabe"qUE'aigunas bac-
lt@riasiyihbngbsvinfluyenfenzlaxnodulacién:deflas leguminosas (Krasil'
* nikov, 1949+ Anderson, 1957),

oo Harris:(1953) encontrd que. .ciertos.hongos. y-bacterias aumen

'iitaban*ﬁeffbrma:marﬂad&glafnoduiaﬁiénfde;trebolfpor un@ raza escasa--
“mente: infectiva-de RystatfollLi pero-tiene poco efecto sobre el com--
o merramterto. desuna: raza-altamente: infectivay, No se describe si estos. | .,

¢ - microorgenismosrafectan- ta proliferacién: de’ Riizob{ium-en la rizosfe-
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ra a los procesos'de nodulacidn.y. fijacibn de nitrdgeno.

P

“cbnvotros: organtsmos: rizosfimices: por nutrdentes:y soportar antagonis
“mos' directos . deralgunos: deellosy aumgue. otrosipueden est imular su -~

“~erecimiento,.

Los- estudios: de. Krasil!nikov y.Korenyake: {1844) muestran que. .
de 18°razas de bacterias: del suelo.mo: esporuladas y €ram negativas,. ..
13 estimulan y 2 inhiben:ila multiplicacibn de varias especies de Rhi-

zobAium en* la rizosferarde trebol, las:otras: tres no actfian.

Aunque. 8sto. es indirce: de:las interacciones:que’ pueden ocurrir.. .
- en elistelo, hay que. hacer: notar:quesel: méximosnfimero de Ridzobium. -
‘encontrados:en: estas: experiencias. fué sblo de 2 %107 /8., cifra baja

','compara'dat::\’cio*n* Ya.de 'lO‘G\ﬂ/,:g:. ~encontrada por:Vicent:y Waters (1953; ---

“1954). v de- 107 ‘por: Purchase:y. Nutman- (1957), Esto sugiere que une.de. .
- Tos~medtosren los:cuales: fueron realizados los test era impropio pa-
- ra Rhdzobltur o -que fueron usadas:razas cscasamenie infectivas (Ham-
- ~ppis, 1954), '

CRLELL E’l:vabbiepm,demta“les“ interscciones: "en'trefi R‘hifobtium y la .micro ..
fﬂ:ﬁm;‘rr!:i‘zosfér:ina:} fué: indicado:por Helyy et al, (1957) cuando expli-
s o e e cabany lavescasaznodulacibn: encontradasen  trebol:crecido en suelos -
<o podzélicosiamardllosy como debidora nﬁ*’f&t&’t&éoni‘sfi‘co‘~desarro,_llo en -
la rizosfera: delarplanta huesped.
<o v Anderson: ( 1957). muestra que- la multipiicacién de R. trlfoldd
- enrla’ rizosfera podria ser:reducida por la presencia de ciertos hon-
gosigientras . Holland: y: Parker:(862), atribuyen ej. fracaso de estable

S s odmdento: de. leguminosas: en: suelos arenosos al antagonismo de los hom -
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gos abundartes en estos suelos y especialmente Penicillium, sobre el
) .
Rhizobium, k

Hattingh y Louw (1964) muestran que’ el 24 % de los microorga- .
nismos aislados del suelo. rizosférico inhiben hasta més-de 5 razas.de
R.‘I%iﬁvﬁiig‘cpn*unahaéﬁsiderable“vaniacién"enwla-sensibilidad de las

diférentes razas,

" La habilidad de los' Rhizobium: para competir con”la nicroflopa
nativa del.suelo: en la rizosfera del huespedy es de importancia préc—
" tica cuando se-hace ‘dificil el establec1m1€nto“y martenimiento de le-

“gumlnosas en el campo,

- Dejatidora: mr lador la - adaptaciény. en:relacién directa con la -

"1especifi&idaﬁTSE"ha:obsemyado#la“estimnlaci&n:ﬁel?crecimiento,dgthL: .

- zobLom tanto tn vitro™ como en el swelo, Estudios dé Vicent y‘Watersf
‘6953)'"Nufman“(19573“y:lﬁnu(196%0:dan“ﬁnditesmée*multiplicacién de --
Rh&zob&uM‘de*iﬂ a:ﬂﬁﬂwcélulas/gramn ien-la: rizosferaiexterna hasta -

109 céiulas/gramozen“la rnzosfera prbxima,

'”;;ﬂ@z@ﬂépidg:proliferas&én”de Rhizob@um en” agar libre de nitré- .

"‘genc;eh'el cual iaS“piantaS“huespeﬁ“fueron“crecidas,“ha‘sido‘demqstrg
“do:por Vicent® y*ﬁaters*(1953) y' Parchase y Nutman (1957), Las cifras
"*micrabnanas enﬁ@nxradas a los 10 dias" fueron del orden de 107 cel,/ml.
* de meddv” en ausencia de: las rafces’ y'10 cél,/ml, en presencia de --

ellas.

Bdwea“ﬂ@@i)“también'obSETVa“una“répidawproliferacién de R~

’zvbztwn mmims*ﬁewwmommamb&cw erecidas en‘arena; ya que -

“"tzdespn'és” derun-dta; el nmero-de’ células encontradas fud de 5,9 x 10"

e g "cua't:z%oﬁ&as despubs el nivel era 'de 1,9 x 10

7
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Todo lo expuesto sugiere que en su medio natural los nutrieg;;x

tes solubles son exudados por- las: raices de Teguminosas difundiendo

hasta und cierta distancia de la raiz ejercen su estimulo de forma -

més o menos intensa sobre los RAlLzobium del suelo,

5.

Rovira (1961)5'encuentrai§ge;la«raz6n¢entre el nlmemo de R,

Qihiﬁoﬁii‘en“la'rizosferaty'en“eifsﬁeiot(R/S) oscila de 8%a 200 en -

el caso' de’ trebol rojo (Taifolium pratense} y cuando se trataba de -
Paspatum digitatum de 6 a 13,

-~ - Tuzimura y. Watanabe: (1959;,:1962) encuentran una razbén R/S pa

‘ra“Rhizvbiﬂnﬁtbnﬁlavieguminosa“A%iﬂagaﬁuA“5inicué*qﬁe“530ila,entre =

3,000 vy 10,000 mientras qué'para“la‘pobiaciénfbacteriana total es.de

100" @ #00-." Se’ puede - hablar por tanto, de una estimulacidn preferen--

“eial para Rhizoblum,

-+~ Las leguminosas excretan un gran nimero-de sustancias én la -

'rizosfera‘ppincipaimente“azﬁcaresg‘aminoécidOS“y“también algunas vi-

taminas.,

- - De-seis’ leguminosas- ensayadas: Rovira:-(196%), se encontrd-que

18 biotina era excretada siempre y la niacina y el #cido pantoténico

"fgeneraimente*tambiémgzpﬁropla’tiamina'que‘eS"un'factor“esencial para

- el crecimiento-de  esta bacteriay era excretada: de”forma esporddica,

4

oo P -cipounstancias  naturales el Ritizobium depende bastante de

1a- excrecibn: de tiamina por- otros  microorganismos-presentes en la ri

"zosfera:'Estb”expiica“céﬁé;“a&émQS“dé“iafpiantaghuesped,'otros micro

*Norganismosrpresentes'puédeﬁ'estimuiar‘ei“crecimientb“de,Rhizobium.

“‘“‘;ComOWSE“ha“pvdidOWObservar,‘nD?SE'haﬁ“iiégado“a'conclusiones
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definitivas sobre la naturaleza:.de la. especificidad:cuya existencia . .

"”pbnen‘aigunos*autoreS"en“ﬂudafprecisamente#porfia“faita4ﬂe céncordag

cia y normalizacidm de”lps- trabajos realizados,

~Infectividad: ol

"*Estamcaracteristica;simbiética;estﬁimuyireiacionadavQen;la,

'*éﬁpét&ficidadrvPara?qﬁe?en?unafleguminosarseidéfelrproceso de infec-
" ¢ifn 1a” bacteria responsable tiene-que presentar- unas’ caracteristi--
- ~¢as” determinadas: gue. van.a hacer-que: larplanta- la reconozca como su-

ya.

" Una'vez que.se hacdadoreste: reconocimiento; el grado de ine~,

- feetividad ques posee: la: bacteria- determina- su posibilidad de entrada

“en la railz.

- 7 Ser puede” generalizar- diciendo que” la- infectividad es la.capa
 “ci&ad“que"tienefun”determinado*RhizebiuM"para*penetrar'dentro de 1la

- raiz desu’planta especifica, Hay bacterias infectivas-y no infecti-

Cvas, que tambifnson-conocidas en-la literatura  como-virulentas.o . no......

* virulentas—haciendo sinbnimos los términos de-infectividad y virulen
””tia‘yffknnszﬂe'iBSfinfevtivastse:distinguen distintos-grados de vi-

rulencia,

RV&a*de*entradaﬁ%“Generaimente;en*todas*las‘leguminosas, los

-~ puntos: deventrada de.la” bacteria son- los pelos-radicales, particular .

- memte-enr -las: familias~ Taifoliae y-Viciae (Nutman; 1956); no obstan-

- teyhay umarseriede plantas,entre-las:cuales' se:encuentran las legu
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minosas acufticas, que no tienen pelos radicales, en las que la entra .

ot
T

2

da se produce a través c&inlas epidérmicas {Schaede, 1940), -
Alleny Allenm (1940} citan el caso de la especie Arachis hypogea, en
ia cual el pumto de entradz se encuentra iunta'a'iaS'faices laterales, -
de manera que la localizacifn de los nfdulos es sismpre adyacente a -

~dichas raices,

" Para explicar-la entrada de Rhizobium en las-raices se han
"formuiado”dUS'hip6tesis1“una'de”ellas;‘debida'a"Dart*y“Mercer (1964),.
" propugna” que” pequetias” formas cocoides de Rh{zobxum emtran por boque-
‘tes” hechos entre- las  microfibriilas de-celulosa; mientras que._otras,. ..
debida & Nutman- (1956)- y conocida como” Yteoria de la-invaginacibn",
“defiende que  la superficie del” pelo-radical se invagina“dentro de la

- luzs del mismo: para: formar el corddn de” infeccibn,  despuds de una.pri-
-merarincorpvracifnider las bacterias en-el interior-del material que -

Cformzs ia pared primaria del hussped,

T Lal pared primaria del pelo radical estd constituida por sus-
“itan@ias*pégiicasfque;fbrman“una”fase“cnﬁt&nua”y”celulosa que forma -

g Tames didscontinua~de fibrillas,

Durante el crecimiento” del pelo radical, la red de celulosa
- se atloja -y expande, mientras gue nuevas fibritlas-se forman para. --
- mantener-su estructura, Este proceso es-conocide como” Mintususcepcidn!
(Frey«Wyssiling, 1952) al que contribuye el §cido” indol acétido en -
virtud de su capacidad para aflsjar laS'unionés de- celulosa (Galston

v Purves, 1960),
"Bl mérito-de la hipBtesis-de invaginaci®n-se basa en que ex-

“plica-la entrada de las bacterias-en el interior-del pelo radical sin.

romper la estructura primaria de la parsd de la «élula vegetal. No -
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han sido iencontrados poros-en la extremidad: del pelo por lo que es.,

" probable que’ las sustancias pécticas’se- endurezcan después de la lnt‘-\

vasibn-del  Rhizobium ¢Subba-Rao, 1967),

~La hipbtesis de- invaginacibn supone no sblo-una afinidad qui.

cual el cr'écmlen'to del pelo rathcal en el procn.so de invasitn bacte

"rianares Girigido; hécia el J.nterlor del mlsmo ‘por-un- proceso de in

Vaglna016n '

- No'obstante estas~ teorias expuestas, el mecanismo exacto de
entradadel Rh{zobium no estd todavia bien establec:Ldo. 2l v
- Reaccibn-de curvatura.- Muy"po‘ca‘s**‘obsgmgi’onﬁé‘ de la imfec-

"tibn han-sido realizadas enel: suelo estando todos- los~ estudivs basg_ ,

" dosren plantas crecidas en cultivos-en medio” liﬁu“i‘do o en agar,

" Lias primerarindicacifn- visible de- 1a interaccibn Rh«czob«(.um—le e
g‘um'mwsa eslarelongacibn vy deformacién-de- los~ pelos® rad1cales (Thorn
“tomr -y Nicoly,: 19383 Haack, 1964),

“Los' pelos radicales son previamente- deformados en su. extremi ..

(curling). S6lo en una pequefia‘proporcibm de- ]ﬁ"elbs* aparece deforma=--

cifn y no- todos- los pelos: deformagos: son' infectados-{Nutman, 1965),

“ Haack (1964)-encontré que la estimulacibn:del crecimiento’ -

- dede- pelo radical, no.era: especifica-de.la. interaccin  leguminosa RhL
- zobium ya que "en pruebas:realizadas con rafces en' tres especies.de -

“To° teguminosas- también- fu"ebbn“*'S’i‘gn'i‘fi'ca"tivamente es*t“imuiagdas pof RAL
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““micay fisica entre la superficie-bacteriana y: 1a““pared"”'primaria del .

‘pelo radicala nivel molecylar, sino tambiém;, un- mecanismo por el --

‘dad en” forma-de bucle o rizo en un- caracteristico  "cayado de pastor" . .




zob{um, Sin embargo,  en ensayos' realizadosen otras leguminosas no se

encontraron estimulaciones significativas.

La curvatura  del pelo radical no se da en no leguminosas.y. en

-~ las leguminosas ha- sido  encontrado que la reaccibn de-"curling" depen

" de de la raza de Rhizobium aﬁadid'O"“a“i'huesped““(Sah‘fLrﬁan y Fahraeus, =--

19623 Haack, 1964),-El- "curling'- puede tambiénser inducido por. fil--

- trados de extractos “de-nbdulos- libres- de- céiulas” (Kostermans, 1935; =
* Chem,~ 19383 Thimann, 1939), )

Segln Solheim y Raa (1978), el polisacérido puede. ser uno, de
" por~lo memos” dos  factoresy que participanen la deformacidn. del pelo
- radical que-gemeralmente precede:a la infeccifn del huesped, El otro
- factor al cual- se le atribuye la. deformacibn. es*el &cido indol acéti-
~cotexeretado por Ritizobium y formado por oxidacién del- triptéfanc exu
- dado por la Ilzil.'an'ta"(l(efford',”' et al., 1960) , '

- E1- Rhtzobium en medios- de cultivo ordinarios- puede oxidar el
“trip*tSfanU g frido-indol acético, Cuandoréste- aminodrido se. ad.lcmna i
en’ can't:L&ades préximas a unz parte- por mill6n~ a” un medio hldroponlco '
en el -que crecen—leguminosas, la cantidad- de 4cido” indol acético for-
g mad‘o* ‘es tan gramde que se llega a inhibir el crecimiento de las rai--

ces (Mrtmam, et al,, 1945),

"H*a'A‘S’i’d'owdemostrad'df quer el fcido ‘in&o’l‘acéticv induce la defor..
“macibndet pelo radical-em TAlfelium pratense (van der- Starre, et al.,
"‘1‘96"7f)","mi“errtra’s*“q{1e:*‘ similares-e fe‘c*to*sn‘o*fueron“ob‘servados por otros
—investigadores cuando ensayaban-iguales: voncentraciones de 8cido indol
*acético frente a Talfollum repens (Sahiman y- Fahraeus , 1962),

Los™ trabejos realizados-'con bacterias y extractos bacterianos
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muestraw que la reaccidn de curvatura vy ramifizacidn-de los pelos ra-
dicales es mis especifica, que cuando se utiliza fcido indol acético

svlamente (Sahlman y Fahraeus, 19623 Haack, 1964).

- Por otraparte,-los filtrados obtenidos de bacterias crecidas.
“en la rizosfera son més activos que los' filtrados-de-c€lulas crecidas. .
Cen medio decultivo, Esto sugilererqueralgln cvofactor-es producide por
" la’ rafz,” favtor radicular que es estable al ¢alor 'y comtiene un compo

nente de alto peso molecular (Fahraeus, 1963),

”EnzimHS"péctchS“e“infeccéﬁnﬁ~ Es bastante dificil explicar -
la entrada de Riézobium dentro  de” los: pelos  radivates sin romper la =~
pared de las células prbximas al lugar de infeccifn, La invasibn por
Rhizobtum es diferente a  la de varios hongos, en los-cuales se sabe -

“quela emtradaen los tedidosde las plantas superiores”es por emisifn

de unros: propagulos o fragmentos de micelio,

“Desde principios- de  sigleo muchas infecciones flngicas de. las
plantas hamw sido relacionadas com la capacidad-derlos hongos para «-
“producir-enzimas pectinoliticus, Sin embargo,.la bisgueda de enzimas.
péttivos encultivos purcs de Rhizobium ha-sido negativa (McCoy, 1932,
“Smith,” 19583 Clarke y Tracey, 1956).

Como se ha indicado el paso de la bacteria al interior de la
raiz impliva el debilitamiento y ruptura de la pared celular, Se ha.
démostraﬁﬁ‘que“el'écido*indol“acéticp es-uno de” los  responsables de
esta accibn” sobre: la péred, pero de efecto  indirectoi Nuevas protei-

’naS”snn*necesariaS“para que esta distensibn ténga'lugar cuya sinte~-
515 estd relacionada con la presencia del &cido indol- acético (Key,
et al,, 1967). |
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- Por otra parte se sabe que los miveles de-celulasa,B~1-3 glu-
conasa y pectinasa varfan en los epitotilos de guisante como consecuen
cia de la adicibn de Gcido indol- acético  (Datko'y MacLachlan, 1968).-

Si' todas ‘estas observaciones se aplicanm a las raices, estos enzimas.-.

* podrian permitir-el ablandamiento y distensifn-de las- células de la -

pared,” 1o cual indicaria el comienzo de la ;nfe0016n.

'Nowse’prestG*atenciﬁn;a“la”degradaci6n “““ enzim&tica de pectinas

enla pared-celular -de los.pelos radicales por ‘RftizobAiwn hasta que

‘FPahrmeus y Ljunggren (1959, 1968) y Ljunggren y Fahraeus (1961), de-~.

“‘mostraron que 'se producia poligalacturonasa '“in-situ", en los alrede-

-+ dores de la raiz cuando un Riuizobium especifico” interaccionaba con la

“rafz de” una; Teguminosa susceptibile:de:ser infectada~por esta bacteria.

£

-~ Pel mizsmo modo; Subba-Rao y’ Sarma (19689 demostraron que cuan

do 1a3"raices%estabén"asociadas‘con‘RhizobiuM“se'daba"un aumento en =

* la actividad ‘de-polimetilesterasa,

- 8im embargo’esta actividadenzimética se_presenta tamblén en

“medlos don&e*crecen plamrtas de leguminosas ‘que no han sido. inoculadas.

“nmentrasrque 1a-pdigalacturonasa  solamente” se produce en aquellos ca-

“sosem que las plantas” han sido ‘inoculadas” con su bacteria especifica.

' Estos® resultados-anteriores no alteran-necesariamente. la teon

“ria de 1nvag1na@16n -der Nutman- (1956), sino: que qyudarian a expllcar -

- més claramente los procesos” de invaginacibn ‘como~una’ consecuencia bio..

- quimica“ especifica de los momentos  iniciales de- la asociacibn bacteria-

~raiz,

 Ljunggren 'y Fahraeus (1961)" realizaron experimentos en los. =

" cuales utilizaron razas de Rhizobiim infectivas, de"virulencia media
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y no infectivas, aisladas de un mismo’ grupo de’ inoculacién, a las =~
cuales se les permiti6 interaccionar con'varias especies de plantas

de diversa susceptibilidad bajo condiciones as&pticas para impedir -
la‘intervenciéﬁ“de‘otrOS'microorganismosw“ﬁOS’resultadbS“indicaron,—
que” la infeccidn de 1las semillas estaba-altamente:correlacionada.con. .
Ta produccibn-de poligalacturonasa, El° enzima producido "in situ" =

- debilita 1a pared-celular de los pelos radicales por una despolimeri
zacibn parcial-de la pectima; lo que facilitarta la‘invasibn bacteria .
“na”com0“sucedEMen"la"teoria"de“invaginacibn“dE'Nutmang“antericfmente

citada.

- Begl Irjunggren- v Fahraeus: (196%),: ciertas sustancias solu--
blesen agua yespecificvas de la bacteria, principalmente de natura-
~Teza polisacaridica; y. conteniendo  ADN, pasan a través de la pared.de. . .
.7 los pelos radicales y alcanzan-el protoplasma,” donde, despuds de reac
civnar con alglin-componente del mismo, se convierten en un "organiza- .
“dor'* que -induce--la-produccitn de poligalacturonasa*y su’ liberacién a

Tos alrededores de la raiz,

« - Tos Filtrados libres-de células de cultivos de Rhi{zobdlum in=
ducern “la-produccibn de-poligalacturonasa en la proximidad de las rai..
‘- ces enla misma forma que lo hacen las suspensiones-microbianas, lo. ...
- que’ sugiere que el enzima es producido-por la planta como respuesta
@ la induccibn provocada por-alguna sustancia sintetizada por la bac

teria.

o ige validez -de-la hipbtesis de FPaliraeus y-Ljunggren ha sido -
- discutida por Lillich y Elkan (1968), los cuales fueron- incapaces.de
* encontrar diferencias-en- la’ actividad-protopectindsica cuando la. so-.
- 4a era-inoculada- conm razas infectivas y mo infectivasde R. japonicum.

* Parg-confirmar sus resultados, repitieron-las-experiencias de Fahraeus
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‘h.ipoculadofccmtmumuxﬁ2§Miniﬁctivafd@_ﬁgiiﬂéﬁﬁﬁii?y,unafraza no infecti .. .

' ’fgran“cantidad“pbr“las*especiGS“del“géner0“

y Ljunggren con trebol, utilizando idénticas razas'de Rhizobdlum y no.

encontrando diferente  produccién- de” enzima por-las-rafces del huesped

va de R, japonmicum, es més, el filtimo-ensayo dié-una-actividad enzimé

~tica mayor.

i wson Begtos-mismosT autores dicenr gue.la. disminucibnde viscosidad. - ..

'de“una*sw&ucién‘&e~pe€tina1"basewdei“métb&ONde“medidade”esta activie
- dad enzxmﬁtlta, obtenida en todos estos™ xperimentos estaba por. deba—
- Jo de los 1imites de resolucidn del métodoy Los valores- obtenidos. en |
- - estos ensaybs,estén entre-el 10-y el 20%, mientras que se estiman. un
“ménimo del” 30% de descenso de viscosidad para‘poder considerarlo un

“resyltado-significativo,

Pollsacarldos extragelulares, = Ya se haindicada-ctomo..Fahraeus.y..

“Ljunggren (1959) relacionan la infectividad’ de~ Ios*ﬁkﬁzob&um con la -
‘ presentia‘Eﬁrﬁha“cépsniaaﬁzipmiisac&rm&wsxque#nndnmentlavproducc16nwde,ﬂ

f*puxiga&aﬁturbnasax@nrxﬂasvraimﬁszﬂewlaS“legumin@sas:*Asimismo,,estos'

autores sugirierun”féﬁOSv despu&quué4la“espetificidad‘esté_general—“

“ﬂmnté#determinadaWpcmw%ﬂr poxbac&ridowcapsuiar {FPahraeus y Ljunggren, .
- 1968y Lrjunggren, 1969), ¢ ' B

wEl‘“eé’tudi“-o“d*e*.’ikciis;*p“o*l*isacéridvs:‘extraceﬂ;ﬁiares‘producidos,en .

robiunry-especialmente en -

: mediDSWadecuadUSW(Ferry;"et'alx;“1959;‘Bergeréen;“19613“Vicent, 1962 . .
* Dudmam, 1964a), ha~ocupado la atencién de“numerOSOS“iqvestigadoreg -
‘- (Gremtand;-etakyy 19623 Clapp y- Emerson, 1965y~ Barkef;:et al., 19673, ..
- Swincer; et alv,” 1968«»P1nch, et ali, 19683 Swinceri-et al,, 1969),
“aungtre-los resultados o~ hram- sido- todavia defunitlvos ‘por la falta

‘de ‘métodos apropiados- para la obtencién- de un- producto- purificado en

- cantidad- suficientemente grande para su caracterizacién.



©v o~ Las revisiones realizadas sobre - este tema muestran que en - ..
la mayoriz de los trabajos se-han utilizado para el crecirﬁiento bac~
teriano medios g6lidos” '(Anders*on","l 1983, Cooper, et al,, 1938; Bray,
et ‘al., 194%4) que entre otros inconvenientes presenta la contamina-- .. . .
‘eibn gignificativa por agar (Bray, et -al,, 1944; Yaphe, 1957; Yephe,
1958), '

A partir-de Davis y Clap .(1961) todos los-autores utilizan
 generzlmente ’ei*:‘*me&:‘fb”li'quidm para-el cultivo: del microorganismo pro
dquctory, ‘que?“wesema: ‘tndudables- yen‘t'aja"s‘e' utitizacibnde grandes.vo-
- “1*C1m€nes,“’di‘fusiﬁrr“ﬁel;polisacériao al medio, posibiTidad de aireacién,

- ausencia de polisacéridos-extrafios, etc,.

- Schluchterer y- Stacey {(1945) sefialan- tres’ posibles funciones
“a “Tos' polisacéridos producidos  por Rhizoblium:" intervencidn en la for-
macibn del-cordbnde infeccibn-en-los pelos-radicales, acumulacifn.de.
material de reserva para la planta y por fGltimo como”un mecanismo. de
-~ defensa-de la bacteria, Esta hipbtesis carece hoy dia de sentido uﬁa

© " vez-que-se ha profundizado més en esta materia,

* Los*métodos quimicos” (Schluchterer:y-Stacey;- 1945} ‘Hepper,, -

1972) e inmunolégicos- usuales {Pudmam,  1964b; - Dudman‘;y" Heidelberger, .
-+ 1969~ Heidelbergery et al, 37 1970), no han: sido muy afortunados en el
“establecimtento de diferencias-entre los polisacéridos-de las distin-

“tas especies,

“La cromatografia emn: p'ap"ei“y“‘“elec‘trfofbore’sis* (Amarger, et al,,
1967 )y la utilizacibn de geles de" DEAE~dextranos” (Dudman, 1972) e in.
~ cluso Ta cromatografia de gases ( Bjorndal, et al,, 1971), han sido -
las técmicas més generalmente usadas en-el estudio de estas sustan--

'~ ciasy Ensw composicidn no- hay mucho-acuerdo entre: los” diversos auﬁp_ :
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res, ya que mientras Hopkins, et al, (1930) encuentran  glucosa y &ci-.
| -~ do glucorbmico: como componentes de los' polisacéridos de R. tnigolil,
‘ R, Leguminosarum y R, mefiloti, Cooper, et al, (1938) en una raza de
R. trifolis vy otra de Ry melifoti, Humphrey y Vicent (1959) y Graham
(1965) han puesto de manifiesto ademés" de” estos componentes, el dcido
4=0 metilglucurénico em polisacdridos-de R, tuigofdil, R. Leguminosa- .
Aumr y R, phaseodAy pero no han encontrado: ‘g’iUC‘oéa' enlos de R. melilo
- £, Klevzkowski -y Kleczkowski(1952)  seffalan b presencia de fructosa
en pblisa‘c‘éﬁ*d'o’s“"p*roﬂftmi"d"O'S" por una-raza de R, Leguminoserum y Dudman
- (1964b) ha encontrado galactosa en razas de R, melilofd,

- Confirmando trabajos amterioresy diverscs -autores (Dudman. y
‘Heidelberger, 1969y Bjorndal; et alyy, 1971y Zeventuisen, 19713 Hepper,.
1972) han sefiatado la fnica presencia de g"luc‘ésa“",‘ gatactosa y.&cido =

 glucurénicto-como constituyentes derlos polisacdrides en las especies

“egstudiadas por ellos,

- Pinalmente, mientras Bailey, et aly (1971) sefiala la presenn=~"
ciade manosa-en especies de’ Riuizobium, Humphrey, et al’ (1974) indi-
can la ausencia de la m'ismaﬂfen“"po}i’sa'cﬁr*i‘d'osﬁ extracelulares de las es-

“pecies de "cm'c&mien‘t‘o"fr‘é‘pﬁ:d'o:':’ R, tifoliiy R, melilotd,

- De" estabreve resefia biblivgrifica  sobre- los polisacdridos ~-
"'cap*su‘lare’S“‘ﬁ‘e"’Rﬁbézob’«ém"é‘e""d‘e”d“trce“"q‘u‘e" es~imposible poner de acuerdo a
los distintos amtores:;y.en orden toda la informacibn” existente, Es di
f1c1l,“p’o:t*“t‘a:rrt:0', extraer- conclusiones concordantes'y sobre todo, a -.
: ‘p’eﬂs‘éﬁr’"deﬂ:‘ ampliorestudiorrealizado: por todosestosTautores, estable--
corume relacisn clara y-precisa-entre-cantidad y-calidad de polisacd
- pido extracelutar-de Ri(zobium y-dos:de sus. caracteristicas simb i6tin

&

‘casy; especificidad e infectividady ya que la mayor parte del trabajo

- peatizado ha sido dirigido al estudio quimico de tal tipo de sustancias,
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Actividad o efectividad;

No todas las razas infectivas son capaces de-fijar el nitrd-

' genho atmosférico sino solamenter aquéllas que poseen condiciones para

ello y que som las-conocidas  como activas o efectivas,

" Hay wvarios grados de efectividad, desde la ineficacia total -

taracteristica-de razas desprovistas del poder fijador-hasta la acti-.

“yridad muy elevada de aquéllas:que-son. particularmente seleccionadas -

- para la {noculacibnartificial  por- bacterizacibn de semillas.

‘- Por otra parte, el grado de efectividad de una-raza constitu-

* ye~una propiedad-que se crefa-relativamente  estable pero que al depen

--der en parte de- factores ligados a la presencia de ADN extracromosdmi

~co' pheder-manifestar-alteraciones enuno-w otro sentido,

e Comoerdterdio desactividad, ademés - del-aspecto morfolbgice.y.

= lugar—de asentamiento de los nbdulos producidos;se toma universalmen .

© te el efecto que la infeccibn produce sobre distintos- parémetros de -

- las plantas desarrolladas en presencia de estas bacterias: peso fres-

€0, seco’y contenido-en nitrbgenc.y mitrdgeno- total, tanto en la parte

-~ aBrea-como en la raiz.

-« - - Muchoshan sido-los trabajos realizados para conseguir enconn.

< trar una caracteristica principalmente bioquimica, en la bacteria o -

- nédulo,; que estd-claramente relacionada con  la actividad para facili-

“tar su -ensayo,- Hasta ahora sélo se-tienen indicios o suposiciones més.. ..
== o ‘memos” bienr furmdamentadas - que no-sustituyen las clisicas determina--
- ciomes “(Humty 1951; Yakovleva, 19593  Okuda y Yamaguchi, 1960; Yakovle . .

~vay 19613 Holding y King, 19633 Gelim y Blixt, 19643 Hoffmann, 1964,

- Schwinghamer, “1964; Dimchev, 1965; Gupta'y Sem; 1965a; 1965b; Sen, -
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19653 Dobereiner,1966),

Como se dijo al principi o esta caracteristica se pone de ma=
nifiesto s6lo cuando se encuentranen -intima- asoclacidn bacteria y. --

planta,” La incapacidad de las bacterias-pertenecientes-al género Rhi-

- zobXum para fijar nitrégeno en vida libre,'dificdlta considerablemens

te cualquier estudio fisiolbgico, bioquimico o gen&tico que se preten

da llevar a cabo con estos-microorganismos,  que aunque crecen bien.so. .

" bre”los ‘medios ‘de cultivo em el laboratorioc, su’ comportamiento es dis
“tinto &l menos-en parte, a cuando-se desarrollan-eniel interior de -~

* los' nbdulos ‘delas raices de:las leguminosas,

s Bl estudio-de la efectividad-esté: Intimamente ligado.al de. la

"~ Fifacibn del nitrbgeno.tanto.desde. el punto dervistarbioquimico camo.

o genétito%yﬁen"nnmerosos“aspectos,tespecialmentewgenéticos,“con la es—.. ..

pecificidad e infectividad, por lo que v& a ser.concluida esta intro-

" duccibn hactendo unas consideraciones gen€ticas sobre-estss caracteris.
© tics simbibticas, una ‘de las cualtesy la infectividad ha sido objeto - .

de estudio bajoeste punto . de vista en este trabajo que aqui se pre--

senta,

-+ Constderaciones: genéticas:-sobre~las-caracteristieas simbidticasy -

woor < Betasttres caracteristicas quedeterminan la fijacibn del ni-

"fﬁﬁgeﬁﬁ”han'SidOTmOtiVOfdeSde“lOS trabajos-'de Balasa (19563 19603 --~ _ .
©1963) de estudios "de transferencia genética, aunque ya- Kleczkowska, =~
et al, (1944) habian observado, que parecia darse-entre especies de -
* Rivézobitm intercambio de su-especificidad, unos afios antes del descu-

" brimiefrto & “la conjugacibn en Eschenichia colf por Lederberg y Tatum

(1946).
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Las «x#periencias de transformacibn realizadas-han sido nume-
entre lis que cabe destacar ademfs de las descritas por Balasa.
1wcluidas ‘en” los trabajos de Lange y ‘Aléxander- (1961), Kleczkows
)65), Gr.dre, et al. (1967), Mareckowa (1969), Kern (1969), Rai
fodi- (19 9), Raina‘y Modi (1972), Modi (1973), ete,

- Citar - a Denaire y Truchet (1974%) , més- de 50 publicaciones
ido ded:i das -a transformacién en Rhizobium bajo-distintos as~--
¥y trams erencia de marcadores: genéticostales:scomo resistencia

biGtic o requerimientos-nutritives:y-a transferencia de los
caracteres ¢ bibticos: tales. como especificidad o infectividad, La -

baja reproducibilidad puede ser explicada por la falta de conocimien

" to de “los factores que controlan:la.competencia en Rhtzoblum, En re-

- cientes trabajos:se ha descrito.la’ transformacifn-en R, Tl{0liLl por

' ADN"de’ Pseudomonas-aeruginosa - {bunican:y Tierney, 1974) y de E. codd

~(0*Gara’ y Dunican,: 1978) com una:frecuencia relativamente alta. Expe-

' riencias‘ de transduccibn han 'sido-realizadas entre otros por Kowalski

© (1967) ~transferencia de la resistencia a la streptomicina- y Kowals-

<0 kily: Denadre: (1972 y 1973) - auxotrofia 'y efectividad,

También han sido descritos por varios autores, plismidos que

- controlan -la resistencia a los antibifticos en distintas especies de.

£

el 19T

Rilzobiam; “as® como: su transferencia de unas razas a 6tras (Datta, et

Si@atte vy Hedges', 1972) ‘Pero unos-afios antes, Higashi (1967)
sugiere: que*la infectividad  en estas bacterias parece estar ligada a
un factor-episbmico,:ya que la pérdida de:tal ¢aracteristica, . conse-,

cuente al tratamientode las c&lulas con naranja de acridina, un co-

*'{‘nOQido*agEntefeliminadorrde*plésmidos (Hirota, 1960), asi lo hacia -

"supcﬁéfiﬁPoSteriﬁEmenTegzDunican y.Cannon- (1971), incrementan la evi-

* - deneia tratando: c€lulas: activas e infectivas con mnaranja de acridina.

"yfbrmerO“de”eTidiOQ”amplian@o,su“idea:sobrefeiyordgeh’plasmidial a
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la capacidad de fijar nitrégeno, efectividad, Para estos autores,.la.
evidencia favorece la teoria de que lus caracteres efectividad (EFE+)
e infectividad (INF+)‘son dependientes' de plésmidos separados en las

razas de Rh{zobium infectivas y efectivas.

Més recientemente Zurkowski, et al, (1978) estudian el efecto...
de la acriflavina y el laurilsulfato s6dico sobre- la capacidad infec-

tiva de Ry Duihoddis, Pero a pesar: de los numerosos:trabajos realizados

“DRefaire y. Truchet: (1974). afirman:que no-hay un conjunto de datos geng
~etpicosty: bieftsteos suficientes para establecer firmemente si_ los ge--
‘"?fﬁesﬁqUEfcontﬁoianxlasnpropiedades‘simbiGticaS”eﬁ'Rhizobiam estén si--

- tyuados-sobre ‘el ‘cromosoma,.sobre. plésmidos o epidpmas.

" La necesidad de la presencia de la planta para que la fijacibn.

“tenga’‘lugar ha inducido ‘a.distintos autores a sugerir que B legumino-

- sa contribuye genéticamentera la fijacifn del nitrbgenc, siendo, por

tanto, esta caracteristica la expresibn fenotipica de dos genomas asg
ciados. Evans'y Russel (1971), sugieren que la = leguminosa participa

en la produccibnide nitrogenasa:en los bactéroides y Punican y Tier-

‘mrey- (1974)+ concluyen ‘que "la capacidad de® fijar nitrégeno estd presen-~
- teenm Ry Bl folii aunquer no se manifiesta a menos  que sea transferida

@ un-hitesped adecuado,

- Ntmerosos . intentos: detransferencia de la' capacidad de fijar

- pitrbgeno. hansido realizados por numerosos autores utilizando los ~=
m&s variadés mecanismos: y microorganismos receptores (Dixon y Posgate,

- 19713 Streicher;: et.al., 1971; Cannon, et al,, 1974a; Dunican.y Tier-

ney,: 19743 Cannon, et al,, 197u4b; Dunicam, et al,,. 197%), E1l objetivo

en muchos de ellos ha sido encontrar.la posibilidad de’que el Gltimo

" yeceptor - eficaz: sea la planta.que por si misma, portando la informa--

“¢ibn nhecesaria, sea:capaz. de fijar el nitrdgeno en ausencia de bacte-

rias,

uh




OBJETO. ..




El problema-de la infeccifn®de las ‘rafces:de leguminosas.por.. .

Rhizobium sigue-estando todaviaconfuso ‘a pesar“de la intensidad cen

' que se ha'trabajado-en sus mmerosos-aspectos y facetas,.que.van, des. . -
: BEL ryoplanta coinedden ten ‘e mismohabitat, hasta.que.la. -

bacteria se encuentra ya dentro-de:la rafz:lista:para interaccicnar =..
con las células vegetales y.comemzar:el proceso de la fijacibn del ni

trbgeno,

- Es evidente:que: dicho:procese: biolbgicorno es, 1
laS”veceag?cienﬁporﬂcienﬁeficieﬁYEQ'Al'Hechthibquﬁmibp;degla fijacién ..
se” une el -complicado. proceso- dela’ infeceddn, poniéiidose en juego la

“especificidadide Yasbacteria implicada,

Juntbfa‘lanadaptaci&nwde’una“determinada“eSpaqia:de,Rhizab41w1mm%ﬂ
a un ambiente dado, con sus“céract€risticas"ffgfcas, quinicas.y hiclb....
“gicas propias, la‘presibm selectiva del-sistema: radical de la planta.
cOndiéfgﬁérgi'primer?pasé*de“lééinfECCiﬁn:“Cuéndd;SE;consigugéuna.sum*w
ficiente proliferaci®n microbiana emr la-rizosfera de la leguminosayws ...
la preparacidn de la pared del pelo radical con vistas a la .penetrar=. .
cidn de la bacteriaAéorrespondientex“viéne determinada,mentremnxrag -
cbsas todavia nho bien—conocidas, por su-capacidad para inducir la p;g

duccibn de enzimas pécticos, por la c&lula radical,
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Aunque ge ha indicado “que‘laproduccidn- derpoligs

por ks rafées- de las-plantas-és ﬁeﬁ‘rrrpor"cancxa capital en el.preceso.. ..
de infeweibn, ‘el papel 'dé este enzimaren’ la infegeifinino ha sido afin.
aclarado y much¢ frerros las condivioresro- factores:-que determinan la
produccifit de’ la“mismes: De otee parte;” varivs cgutores=ian relacionada.. .
"recientementE#ﬁafinftﬂfivﬁﬁaﬂ%ﬂeﬁﬂuaaﬂemerm&ﬂa@a@raza”de Rhizobium --

Coidon . bal presercia-de en ptéomiderenr Ya-célula bacteriamay Se han basa-

'dofparaieilSﬁmmmmeﬁnnﬂms:résu&t&dvsfobmeniﬁés*eﬁ’tratamientos;cnnm—r

' *saﬁt&iﬁias‘*qﬁmi‘é&s%’;a et geroncentraciones” 'subba‘cteriwbaticas actfian.
dé un tiode selective, sobrerestos: etementos - gendtitos extracroposbmi-

_'eosy ¥ que mupetraruna clara disminucidn’ de 'la ¢dpacidad para forw=:
‘marf n&ﬁﬁ;bs*enflas”raﬁQESTde:las”Eeguminwstf«xmm*en“experimentos rea
“lizados: sobre: ¥a tremsferencia ‘genética de tal cardcter,

.81 esto Gltime se-admite como’ cierto Y se demuestra que la PQ ..
ligalacturonasa Flegatmepapels decd sivo 4 0. als nenos. dmportante, m }4
- infectividud: des Toss Rivézobiwm, . es- -evidente-que* la' capacidad de ;,m;;u*.
su produccibn “teridrf que  estar condiciomada~a la presencia de q%§@§m&
nantest genétiecos-extracromosémicos ,

¢ BT obYete; pués;tde este estudiv cvonsiste en' determinar si exis .
/‘te@reﬁaciﬁh%Entreﬁ1&?infeutividad“especifita*de"un'RﬁizﬁbLum para una
determinada leguminosa y sucapacitad-derindutir la produccibn de po-
ligaiapturCnasa*pbrWlas“raices'de‘ésfa;‘el'pdsible’papel de log poli-

saéé?&&osﬁ&apsu&arﬁsfcom@vefedtor65'deﬂia ¢itada induccidn y, finalw=. .

mentey” comp?ubﬁi‘.‘"‘s‘i”""l&?" capacidad de’ inducciéit ‘3¢ poligalacturenasa.y.
la calidad‘y carrtidadde potisachridos capsulares depénden o no de la
‘presentiaﬂde*determiﬁantes genéticos ‘extracromosdmicos en las bacte~~

rias estudiadas,

Para desarrollar dicho estudio se propbne el siguiente plan de

trabajo:
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PLAN DE TRABAJO




Estudisés sobreé especificidad,

-

Comprobacibn del efecto de exudados radicales de legumino-
sas sobre la multiplicacién de diferentes especies de RAl~

zobLum,

Estudios sobre infectividad,

-

Induccidn de la produccibn de poligalacturonasa (PG),

“Puesta a punto de la técnica de deteccibn de la induccibn

- de*la’ produccibn de PG,

Seleccibn de una asociacibén Rhfzobium-leguminosa adecuada

al objeto del trabajo,

~Comprobacibn de la especificidad de la induccién enzimfti-

ca,

“Seleccibn de- razas: de: Rhifzobium meliloti-con diferentes n-

grados: deucapacidad- inductora de PG,

-Peterminacién’de ta-infectividad: y efectividad de las ra-

" zas elegidas.

- Estudio. genético. dela capacidad: d& inducir la produccidn

de PG,
- Ensayes:deelimimaciédn de plésmidos,
~w-Fprseyos-de induccibn,
e Comprobaeidn biofisicaide la existencia de ADN -

e - extpacromosdmico,

“Estudioi comparade sobre Los: polisacéridos capsulares de -

“razas-bacterianas inductoras y-no inductoras.

- Obtencidn: delos.polisacéridos capsulares.

« Purificaci®bn de los mismos,

Composicidn guimica: de-las  fracciones activas,
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- ‘Microorganismos:

Rhizobium mellotl (Rmt™ =" Rm9:; yotras:variasiobtenidas por -

tratamléntos con agentes quimicos* de las anteriores),
R, trnigolii (Rt)
R Zeguminosarum (R1)
7RI phaseoll (Rp)

Plantas::

Medteago  sativa (alfalfa)

Trifoliwn pratense (trebol)
Piteseotus vulganis (judia)
©POsun sativam (guisante)
“Raphanus sativa (rébano)

Tretleom sativum (trigo).

Suelo:
S&"ha utilizado ‘el Parde tojo mediterrdneo,

Productos:
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Los utilizados:en los-distintos.tipos de experiencias se in

dicdn y describerren’los apartados correspondientes,

Aislamiento de Rhizobium:

Todos " los ‘microorganismos+utilizados han sido aislados para

. este trabajo.en los: leboratowios:de.la.Seccibn. de.Microbiologia de -

la Estacisn Experdimental del Zaidin,

Para 'su aislamiento se. ha partido de los: nddulos separades.
de ‘la:raiz de la planta leguminosa: correspondiente, previamente lava
da con agua del:griforpara:eliminar:todos:los restos de tierra que -
pueden ‘quedar adheridos a la misma, Los n&dulos-se colocan en vaso -
de precipitado.donde se vuelven.a lavar con agua abundante hasta con

seguir-que ‘quedenlo mé&s limpios posible,

kg ‘esterilizacdbn.dersu superficie se realiza con cloruro. =
merclirico, Los ndddilos son sumergidos: durante cinco minutos en una. -
soluci6n‘de”Cl?Hg*al dos por mil 'y pasado este tiempo lavados cuida-
dosamente con agua esteril, El nfimero de lavados' optimo para la eli-
minacibn “dél: cloruro merclrico es generalmente de 8°a 10, Después, -
se pasama una-caja de Petri esteril y se machacan“con una varilla -

de vidrio previamente flameada, Del liquido resultante, que debe ser.

" de"color’ rojizo:en.losinbdules activos,.se toma:com un asa de plati-

no'y se disemina enrcajas - de Petriisobre medio de Allen 79 (1951) --

- adtéteradorte eristal - violeta-al 1180 ,000, De las colonias crecidas .

y una vez reconocidas “se hacen nuevos aislamientos para asegurar su

pureza,

rMedtogidecultiver v o

El medfo de ‘cultivo base-utilizado, tanto para el aislamien-
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to como para la posterior conservacibén de Rhizobium en el labarato--

rio, ha sido el 79 de Allen (Allen, 1951) que a continuacién se indi

ca, con las adiciones o modificaciones requeridas para cada caso pSka,

ticular.

,PQuHKEf(qunf;,-qlc\q\1\|o\
‘SOuMgTVHEO%.....|..-|'.'|.\

CO3Ca L R N A A S A A SR RN Y

ClNa'l'!‘“I’.\QI\‘!!\!!!l\'\‘

- Maritta tevaL et LAty

GlucoSa jivvrrrnrnrarneanns

Extracto.de levadura al 1%(1)

Agua de grifo i,sariarieines
pH 7 =~ 7,5 ‘

0!6.

0,2
3,0
0,2

7,6
2,4
260 ml
740 ml

ga 09 0o 09 0® 09

(1) = E1 extraétb'déwievaduba“es el filtrado de la mezcla -

de 250 g de levadura de‘paﬁaderia,con dos litros de-agua después de-

la ebullicifn durante 3 horas,

o,

Otro medio utilizado:en. la réalizacién;de este.trabajo ha si

do:el?minimo;especial;para«Rh&zob&am*m@ﬁiﬂoiiﬂ(Ferry,‘et al,, 1959)."

Su composicibn es como sigue;

PO”HK (v'l!l!!'l!llt;"'\tl

‘ POMHNaé\12H20'..g......“.o .
804F6.7H§O ..\.Q|||ouQO\Q||~

SOuMg.7HQO Tasa e et aers
C12Ca52H20 Ceseasr ey
Biotina sivevvenrnanonrnnnn
GlucoSa teevirnnrnenvrginns

Sou(NHu)é'|rvt||-||!||t!'\4v
Agua deslonizada (,iiriravs

2,268 g

11,940 g

0,078 g

0,197 g

0,015 g !
12 microgramos

18,0 g

6,6 g

1000 cc.
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Esterilizacibn de semillas: - -

Se han seguido dos métodos de esterilizacifn segln .el.tipo.. .
de semilla. Uto utiliza el cloruro merclirico a la concentracidn de -
,5% (Barea,. et alu,s1972) y. se:harempleado para todas las semillas
citadds ‘anteriormerte a excepcibn de la judia, para la que la sal de
mercurio se ha sustituido por una soluciéﬁ”dé“Oﬁtndipﬁblatanmal.OGS%*
El tiempo de ‘contacto de las semillas=eon estas &oluciones es de 15 y.
30 minutos, respectivamente;:pasado el cual se lavan de 8 a 10 veces

con agua esteril,

‘Geérminacibni- -

Para hacer germinar-las-semillas se hafi’ seguido dog proce

dinitentos “dependiendo del nlmero y destino de las mismas .

&) Germinacibn en tuboi(Olivares, 1963), En este métédoqse

“qEitd zan-tubos’ de 1% x- 180 mmm,vque conmtienen una tira de papel de fil..
tro~con un doblez em-la parte 'superior para soportar la semilla y =--="

“unos 5 ml “de agua:‘de: grifo. Después de* tapados conﬁgigbdén se estepi=

Iizan en-autoctaverdurante 20 minutos a 120%, Se coloca una:semilla,

previamente ‘esterilizada;en cada tubo y se lleva a una estufa ala -=- ..

" temperatura adecwada, hasta que lasgpléntula alcanza de 2 a.3 cm de. ~-

longitud; 28° ha sido. la temperatura usual y 48~72 hotras el tiempo ==

normalmertte requerido,

“b) Germinacibn-en placa: Este método se utiliza preferentes ..
mente, ‘a pesar de sus inconvenientes, cuando se requiere un nfimero -
de semillas “alto ‘que puede oscilar entre-60 y 250, dependiendo.de. su.

tamafio. Las semillas esterilizadas, se colocan en una caja de Petri
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de tamafio adecuado, homogeneamente repartidas por-la superficie de -

un circulo de papel de Filtro.de: didmetro:igual al interior de, la ca-.
ja. Déspués de affadir la cantidad suficiente de agua“esteril para.mas.
jar el papel y mantener una atmosfera- de humedad apropiada dentro de

la caja se llevan a 28° de 2 a 3 dias,

Respecto.a estos” procedimientos de germinacibn se ha de de-

cir que ‘tienen sus ventajas e incomvenientes cada uno, Asi, en el pri

mero si una semilla estd contaminada no afecta a las demfs, y sélo -- . . .

esa se elimina, Tiene, por el contrarioc, el inconveniente de que es =~
més “laboriosa su preparacifn y requiere mayor cantidad de material pa. . ..
ra llevarla a cabo. El ‘segundo ﬁétodo, més facil y répido, presenta’ -

el inconveniente de ‘que 'en el caso . de no haber conseguido el cien por

‘clen de esterilidad-en las:semillasvempleadas, la contaminacién de --

una-seextiende facilmentera toda la caja,

~Tanto en uno como en otro método, una vez finalizada la ger-

minacibnsesprede: pealizaruun: test:de: contaminacitn. (Solheim y Raa,

© 1971), congisterte en’colocar:5-10:semillas.en una caja de Petri con ..

medio’ de agar comln, Después de 2 a*3 dias en incubacidn a 28° se ob-

serva la posible aparicidn de crecimiemto’ mi crobiano rodeando la ~--

Cplantulsa’ contaminada ., Entel caso de que &sto ocurra, todas las semim-

‘llas pertenmecientes a ese lote: deben:ser eliminadas,

Estudio-del efectorderltos—exudados-radicales=sobre~la-mal- == -
“tiplicacibn-de Rhizobiim: ~ + -+

- Obtencitn de-exudadoss<Fléntulas con una lopgitud de raiz -

“de 2@ 3 cm, procedemntes de semillas esteriligadas y germinadas como

'se ha indicado; fuéron colocadas.: en una caja Petri pgpyista de una. -

" malla de-pléstico a través de cuyos orificios pasan las correspondien
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tes rafces, Esta malla se sostieme por una varilla de vidrio para que
solamente la rafz“esté’en”cvﬁtactb con el agua destilada esteril (11~
quido al cual "iban a exudar sus protducdtos), ElNfmerc dé“semillas uti.
‘lizado depemdia-del: tamafio:de las-mismas.y estaba entre las 60 en el
caso del ‘guisante hasta las. 250" para alfalfa y trebol,

7 Una vez colocadas las semillas en la placa, se adicionan 4O.

“ml™de agua destilada esteril y.se llevan-a una clmara a 25° bajo.luz.. ..

fluoresnenie.”DeSPHéS“de“6“diasfSe’tomé”el 1¥quido gue ha estado en
‘ contacto con las rafces y seesteriliza por filtracién (Millipore de

0,45 micras de "‘di&metro de poro),

‘Efecto-de: losexudados~sobsesiem mdtiplicactfn En. tubos del
espectrofotémmtroiutilizago.(Spectronic+20) , previamente esteriliza--
’dﬁs;?sedEDiosanLQﬁmigde;madﬁb&?@fdamﬁﬂﬂzntiﬁquidoﬁés%erilizado por --
filtracibn -y se adicionan:t:ml.del exudado correspondiente, Después..-.
‘de "sembrados:icon un. volumes: igualde: una suspensibn- bacteriana de --
”densidad“conccida;fseﬁiHCﬁbamma*28Q;”reakizandowmedidas*de.D.O. a 650
nm“auint%rxaiosfda*tﬁempordetermin&dbs. RS

"7 Segrensayaron- las sigujentes-combindciones entre bacterias y

exudado de raices de legumiriosas y no leguminosas:

Ry meliloti;, R. trifotisi v R, Leguméinosamwum frente a:
Exudado de Med{cago sativa (alfalfa)

" " Trifolium pratense (trebol)
" o Pisum sativum . (guisante)
" " Raphanus sativa (rébano)

" " Tniticum sativum  (trigo)

Como testigo se ha empleado agua destilada esteril,
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Del mismo modo se han realizado otros ensayos utilizando:
exudados de "alfalfa, t?ebol“ij;uisgﬁte frente a:
R. tnifolis “
R. meliloti
R, £eguminosarum
R. phaseoli

Ensayos-de~infectividads:

Se han seguido dos varfanmtes: para ‘realizar los ensayos de -

- infectividady enmmedio liquido y en arena.

1) Téenica. de-Fahraens: (1957)  modificada  sustituyendo el -
pOrtaijeTOSﬁyfcubré:entreEIOSique:se:sujetaﬂh planta, por un alambre
forrado “de 'pléstico que cnelga del tapén del tubc y estd doblade en
- forma de anillo en ‘su extremo inferior para soportar la pléntula, Cg!
mo' solucibn nutritiva se ha utilizado la de' Fahraeus, cuyg composi-=

cibn ’es como sigue:

C12ca 06 0189 8 0 0 g 2.9 8 €0 €5 2a008qse0 00y 0’1 g

CPOLHKS it i s rresnsenenney 0yl g
POuHNaé;12HQO‘,,;...qg.g..,g,}.e,...... 0,15 g
SOuMg.7HQO'4J.,,;,qO,JJQ..,..........., 0,74 g
Citrato de hierro yi.,ovevpeserevserses 5 Mg
SOuMn&HHéO Saseeto s esges s eagescosgey -/ NME
SOan 15sets s sssssas s aseasanragss 2,0 MY
B03H3,.a.ng....m9...%,5...g°.....0..... 1,5 mg
TK e emosesnsogenorsasoassococnosoness 0,7 mg
S0, BML0 t.i'euvorsn yenen v v ranasisssaes 0,4 Mg
MoOquQ.QHQO;‘,;,.ng;;,,f‘w‘,nyqr.».... 0,02 mg

SAgue: desti1iada yyagciieenaaters sarasnegs 1000 cc

v pH - 6,5
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' La Tiodnlacifn. es visible: maercscedpicamente entre los 20 y 30

‘dias, pero microscOiramentespuede-observarse colocando la pdanta en-

tre porta y cubre a partir de 72 -a 96 horas, El tamafiovde la semilla
limita el uso‘de“eSte~diépositivq;tSe“eonaideﬁaridealipara las de ta-
mafio ‘medio. En este trabajo se ha. utilizado para guisantes y R. Legu-

minosanum,

2) La segunda variante emplea tubos de 40+x.200 mm con arena
lavada, esterilizados en. autoclave.a 120° durante. 30. 'minutos, Cada tu .
bo contiene, 100 gramos de arena que suponen una altura de 8 cm aproxi

madamente.

A cada uno de estos tubos se le afiadid solucidn nutritiva de

Hewitt (1952) modificada, sustituyendo los compuestos nitrogenados --

por otros carentes de este’elemento, pero conservando al mdximo el =~-

conveniente equilibrio ibnico,

.La’ composicidn de.la solucidn de Hewitt es como sigue:

B 30&1(2”“"' T O N 0,0303 %
CL,C8 4oy invnnvsevvanennns e s veiraaey 0,416 %
POuHéNaslHQO vevrediestatasasrsasersns 00,0208 %
80, Mg THS0 vavavevareevavairnnyransnrss  0,0368 %
"Citrato de hierro viivvecssoveraconsas 0,0025 %
SOLMIIHHS0 i v iensvansanrennerenssaees  0,0022 %

S0L,CUIEHZ0 4 uavreereenvininnnnnsaeees  0,00024%
S0LZN vaerverevienennrinsnttrreseerees  0,0003 %
BOZHy wirvaeeerriannnieetianninaeseens  0,00186 %
MOO,Na) 4 uveneertersvanernnnecranesass  0,000035 %

Agua destilada sievecesseestossssansan 1.000 cc

Se sembraron tres pl&ntulas con una longitud de raiz de apro
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ximadamente 2 cm, de alfalfa procedigtes defsem&;&aSﬁesterilizadas su
perficialmente y'germimadasten condiciones estériles,

- Una serie de tubos se dejaron como testigo, miemntras que los
otros fueronincculados com 2 ml/tubo-de una suspensidn de bacterigs.
con una D‘C. de 1,25 (apfoxiﬁadamentewlog celg/mlﬁ,kSe investigaron -
varias razas-de R, melilotli aislados de’diferentes lugares, Todos es
tos ‘tubos; una vez preparatlos,.se. Llevaron a invernadero bajo condi-

cioﬁeS‘éptimaSWdeiluz y temperatura y con.un fOtOpETibdé adecuado.
A los 30 dias, independientemente del crecimisnto. alganzado
- povilasiplantasy. se: cuenta elinfmero. de nédulos,. Indice de infectivi~

dad.

CEnsayosrderactividad:.

- La mayoris de lassweces:la misma-prueba. de infectividad cuan

do se prolonga,.sirve -para: copocer: la actividad de urd raza bacteria-
na, pero-dados los parfmetros a considerar:es conveniente realizar -
'siempreﬁlos‘ensayosvafmagnr;msealaﬁparafcbntar“con'material suficien~
te, Aunque-estos ensayos:'ses han realizado alguna vez en tubos, es pre
ferdble ta wtilizacibn de macetas com un suelo adecuado y de un tama
ﬁd“fa1°que‘permitaﬁel“desarrniio~de“un:nﬁmefo*de,plantas suficientes

v hasta: ur estado de ‘desarrollo avenzado, generalmente floracidn,

‘Se ‘han utilizado macetas con cvapacidad para 1 Kg de suelo -
° que unma-vez lilenas son esterilizadas. por:calentamiento en autoclave

‘a 1209 dirante 30" minutos v tres dids ‘consecutivos,

- Ent todos.los experimemrtos ‘se’ han preparado’ lotes 'de cinco ma

cetas, uno testigo, y los otros para la prueba de actividadide las ra

“zas disponibles,
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Las semillas han sido sembradas como tal ¢ previa germinaw=~ .. ..

cidn en condiciones estériles, colocando por maceta dos o tres veces
el nfimerc deseado para’ entresacar después. de unos dias las que no ma_ .
nifiesten un ritmo de c¢recimiento adecuado y Homogéneo, La inocula--
cibn se realiza antes de la siembra v inmedidtamenté después de rea-

lizada "segflin “se ‘hayamr utilizddo semillas o pléntulas,.

Preparacion del indculo: Se vbtiene simplemeénte por cultive.
en agitacibn &n matraces de 250 ml con 80 ml ‘d&'medio liquido 79 de
Allen -sefbradoscon la bacteria apropiada e incubadés a 28° durante.
el tigémpo medesarierpara conseguir- un crecimiento  6ptimo. La agita--
~ciBfige ha véalizado: en. unyagitador Gallenkamp a 180 rpm y una pulga

v da &e ‘excentricidad,

~de~lasesemitias -y tantudes: "Preparadorel’ ind-
- el de imas densidadfuerte’y edterilizadas las semillas, se ponen -.

los dOS‘en’contacto;“enAunaﬁplaca’esteril,‘durante 2-3 horas antes -
de realizar k siembra, Las semillas para las macetas testigo se dejan
- embeber tambiém el mismo tiempo en’ agua ‘esteril o‘mejor en el mismo

- cultivo de prueba-calentado previamente a 120° durante 30 minutos.

“Cuando - ge ‘inmoculamn plﬁntuias la operﬁFlbn se realiza bien su.
- mergiéndolas unos: minutosen: 1a‘SUSP€n315n ‘bacteriana o bien regando
~ las despubsde sembrades’ - Ias testigo sufren el mismo tratamiento con

“ suspensd S calentddara 1@@5,30 mlnutos. '

¢ Lias  macetas: sembredas: fueron 1levadasa invernaddero en con-

““dfé&cﬂés“&ptima§“ﬁeiuzy”humedaﬂjy‘Bemperatura,

~Dirante el tiempo: que -durd la experiencia, el riego se rear.,

~liz6Teon ague: esteril unas veves ycom solucidn nutritiva de Hewitt
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libre de nitrégeno y esteril otras, para evitar deficiencias de cual-

quier nutriente,

Pasados de 60 a 90 dias, se interrumpe la experiencia proce
diendc: a determinar-los parémetros que van a indicar el grado de ate
tividad @& la bacteria ensayada y ‘que han sido; peso: fresco, peso se-
co, contenido en nitrdgenc vy mitrdgeno total,

***** Bl peso -secorge obtiene después de ser colocadas las plantas
en una ‘egtufa de desecacibn-con corriente forzada de aire a 80° duran

te 24 horas,

v Parerla determ¥nacibn del nifrégenO”se“utiiizé"la minerali-
'zacién“prOﬁdesta‘pbr“Péech“yﬁTraéeyj(1966)‘y descrita por Lachica en
CyIAVF, (1969), En-ella se usa como mezcla mineralizadora &cido sul-

- flirico' concentrado’ y agua oxigenada diluida al '80%y como™método el -
© de Kshldahl, urilizando; el aparato descrito por Bouat y Groncet -=-
(1965),

’ ’-’n'*‘“*‘D&'emﬁawﬁmm&mapatﬂ:&aﬁ?d"eﬂrf‘izrrd'uc*irﬂ:ﬂ:a?‘:ipradtic’cri:‘&n’“ de "
~pokigalacturonasat il e

wiLasdesprminacdénide; la capacidad. de. inducir la produccibn

“detpoligalacturonasa en distintas. razas de Rhizobium'se ha realizado
sigu&endo*la'técnica,dePFahfaéuS'y Ijunggren (19617 aunque modifica-~
‘da ‘para obtener:mejores resultados; Esté fundada en la observacibn -

v derla - dismimucibn de viscosidad de una solucidn deé péctina, en unas
~ condiciones idéeterminadas, . causada por los’ exudados radiculares de =-
*‘;piaﬁfésudéilﬁgﬁmﬂmbsasfcrecfd&s:por unwcierto'tiempoﬁen’prgsencia de

“lasi pazas wmicrobianas objeto. del.ensayo,.En esencia, 1os pasos que -
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v,

hay ‘que:'ddr ‘se.indiecan a-continuaciéni

S Lasisemillas estérites: se hacen: germinar o comer antes se in-

- dicé;;;fﬂha‘S"*t*a':-"*qﬂeriz1rienen' uma Tongitud de 2 &3 cmy. édi‘acﬁﬁdose después . .

- emama:caja Petrl esteril des~i0:'em "déf‘fd‘i'&“nEtT;;;g" El-nfméro de pléntu-
las ‘poi" Placa varia segln el tamafio de la semillat para guisante, el
nfmero’ Gp’fimd“eé de’ unas 6@, mientras“que en el caso del trebol y al
:falfa ‘seaumenta-hasta 250, Lios emsayos comw ‘j'ud“ia, haba, etc, se ven

“seriamemrte dificultadds por el excesivo tamafio de la semilla,

"~ 'Posteriormente, en cada placa se vierte esterilmente 40 ml
dela 's-uspen‘siénﬁ'*b”ae“t‘e:t"i*&ﬂ'aﬂfent*agua- dest i:-lad'afde una D,0, de 0,5 -=~
" (aproximadamente “l'ﬁfa.:ce‘l’fml”)"'pre‘paraﬁa con” un’ cultivo de tres dias -

- sobretmedio s8lido.

EI ‘contacto entre~plémtula y mi’cz*borganismo‘ se ha realizado

+de’ dos - formas: uma en ‘que s&lo la raiz estaba sumergida én la suspen .

- gibmy paratlo-cual en la placa:sevcoloca uma malla de*“{)‘lésticq este- ..

~'rilizada por-alecholjsostenida por una varilla de vidrio, a través -
de. cuyos agujeros pasan las raicillas,.como en el caso de la obten~-
-cibri’de "exudadosy yven otraen que las pléntulas se encuentran total

~mente yinmersas en-la-suspensifi microbiana,

Foeei e Despuéstedes haber  gomprobado ‘que no-habfa.diferengia entre

Y

las™dos varfarrtes. em.cuento.a induecifn. enzimética se refierq, e ==
“utilizb siempre lasegunda forma: por su.facilidad y rapidez,

7 Cuando las pléntulas:yila:suspensibn bacteriana estén ya ~-
Jjuntas, ‘se “Llevan las placas a una-cimara estufa g 25%“Bajo luz fluo

" pescente DPr un' tiempe: determimedo; .Lios ensayos'se han’ hecho a la -~

© luz siguiendo. la. recomendacibn. de losiamwtoresicitados, pero se ha ~-
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comprobade “qué enoscuridad, aungue . mantendemdo: ki

obtTenén-tos nismos resultados.

w o EL tiempo decomtacto elegido der las pléntulas con la bac-
| - teria en-la cémara es-de 6 dias, después de haber:vealizado pruebas

con @iferentes tiempos-entre 2 y 15 dias,

Una vez ‘p*a‘s*a&'d» estetiempo se procede a Ta determinacibn de

© laractividad-enzimitica utiltizando vis@fsimetros Oswald de gradb 150,

y aplicando la férmula “d&da por-Fahraeus y Ljunggren"‘(:l%i)pax;as*;:exbrg_
woser log resultados:

* _,.;»--
Tt -t

- Donde "Fre tanto  por-ciento-de ‘dismireciébn dé viscosidad,
by =rtdempo’ quertarda. en pasartel liquido entre las dos sefiales
v delviscosimetrora tiempo cero,

""it*G‘o‘:‘gi"”t':fempm 'qﬁe;"ft:ar*d’a;’;em:‘paﬂsarﬂ ‘el liquido entre ‘las dos sefiales

Lo etiempo 60 minutos, ‘
Cetelpraitienpotques tarda. en: pasaxtel-agua destilada. .
ol Tanp e sehan realizador Lecturas-a las 24 horas y a tiem-
soreev e e posointermeditosy sienda sustituideTen la férmula tso Por el corres-
“pondiente tiempoa que ha:wido realizada,

e %Pa:m~‘~ie=f%ez:ftuar* la medddas enrel viscosimetro se- prepara en un.
Vasc'-"‘dﬁ‘*pt?éé'i“p*i‘mdb‘sf unas mezela. con S mlder una solucidn de pectina. .

" Sigmer ’}(‘g’fa'do"‘ilz)“ al 1 %, 1 ml de CINa~al 5%%‘ y2-ml de tampbn de fos-

fatos "O::;21:-“Mf‘°’y'“pH*"ﬁ‘f’y‘,;;un&s:*‘g'oxas&f detoluenp ‘i&ara*" evitar el desarrollo

‘ d’é*“*’pbﬁbf‘és*‘“*gontamiriahtes durante 1a ‘determinaciéﬁ?’%espués de la mez

cla se lleva a -um bafioc a 30%,
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En otro vaso se ponen 3 ml del’liquido que contiene el enzi-
ma que tambidn se lleva a la misma temperatura. Este liquido se ob--.
"tiene por filtraeidn deé la suspensibn bacteriana que ha estado en --
contacto con las raices el tiempo &ptimo requerido para la induccidn

y produccibn del enzima,

“Cuando el contenido  de los dos  vasos ha alcanzado los 30° -

se meZtian‘y‘se'1ievawa"un“viscosimﬁyr0'que'esté*también dentro del
" bafio realizindose inmediatamente 1a§ﬁprimera lectura-'que’ es la corres

pondiénte 4l tiempo cero, Las sucesivas lecturas se hacen a una hora

o mis hasta llegar a um méximo de 24 horas,

" Paralelamente se realiza -otra determinacifn en el ensayo co.

“rrespondientea las p*l*an'tfa'”s‘:"que*"’h"afff”s’ﬁ'fdw ‘colocadas: frente a agua des

seWconsidér&*CUmo“testigd?“aunque"fambién*pueden actuar como tales,
" las pruebds ‘en las que las suspensiopes bacterianas han estado en --
. e gt - .
*“ comtactocon una- leguminosa no - espagifica,

- Tias modificaciones -introducidas en la técnica de Fahraeus.y.
Ljunggren han sido principalmente dbs. Una- se refiere a la naturale-
za yprTdéI”tampﬁn“utilizadO'y'ia segunda al- tiempo de'contacfonentne.w

: raféég“y“ia”suspensién‘bacferiana\ El tampbn  acético acetato 0,1 My
‘pH‘S“Origihai;“ha”ﬁidOJsustituidé”por“otro de fosfatos 0,2 M, pH 7 y.
el tdempo ‘de comtacto ha ‘sido aumentado a seis-'dias, en lugar de los
dos indicados por los-autores citados, Estos cambios'han sido intro-
-~ ducidss a la vista de los resultados inicialmente obtenidos,
'*i'*“Sé*hah“ensayade“&as“siguieﬁTES"asociacioneS“bacteria—legumi.
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R MelLOEL vovuvivvviay s Medicago sativa
R, LegUminosanum < ovy e vy PLsum sativum

R BUGORAL S v iive e TRCG0LUM pratense
Re MRRLLOEL vuvevivevensese = PLBUM sALLVUM '
Re MeLLLOXL oo viuaivovaess Trifolium ¥ phatense
R, BUGORLL vyunuvvvdseveos - Medicago sativa
R, Leguminosaiium vy vy vvs oo~ Meddicago sativa

Se han' realizado también- experimentos- sobre la induccidn de
la produccibn ‘d€ poligalactureonasa con algunas variantes en relacidn
con lp arriba ‘expuesto: exudados y extractos radicales frente a la.=
bacteria apropiada -y cultivos:libres  de ¢élulas o preparaciones de -

- polisachridos capsulares més-o menos purificados' frente a las raices...
correspondientes, Los exudados fueron. obtenidos por-cultivo de .las -
plamrtas en la solucidn de Hewitt gf*;’los* -extractos por homogeinizacibn

- de “las raices -en‘agua destilada,

“Egtuddo genéticor

- Tretamientor-conrmaranye-des agridinas 5 7=

-Antes de. realizar el tratamiento .de las-distintas razas se

- detérming -la Mixime concemrtracibir subbacteriostatica de colorante:. .
- la déetermingaci®m -de “ta concentracibn de naranja de a'cr'idina (Fluka. -

~ AG, Buchs" ‘8G)a usar--en los tratamientos se’ realizé 1noculando una =
“serie-de tubos que con’tenia:n medio ‘de Allen liqimdo .y colorhnte a =-
digtintas concemtraciones-comr las razas de R, melifotl que sd’ querian

| “ensayar, Lias ‘concentraciones‘usadas: fueron 0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, -
25, -30; 50 y 100 yg/ml, A tiempos 0, 2y 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36; 48,
""" 60 v 72 hrotas 'S‘e-m‘iﬁfé'"ﬂ:a;:“d'e’ns“":'tdad"‘"sp‘&:‘;caz*d*e'*‘los cultivos a 650 nm -
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(a esta longitud de onda no interfiere el color naranja) eligiéndose

una concentracidn Sptima de 20 uwg/ ml,

El tratamiento para la eliminacidn del posible plasmido se
1levé a cabo inoculando matraces de 250 ml que contenian 80 ml de me-
dio 19quido de Allen con naranja de acridina a 20 iig/ml con las ra-
zas de R.melilofi silvestres que mostraron una mayor- capacidad de in-
duccibn “de “la produccidn de poligalacturonasa, De los cultivos. en.agi
tacidn se realizaron aislamientos a las 2%, 48 y 72 horas sobre pla--

~cas de medio sbiido de Allen, yen cada caso se picaron y llevaron.a.
- tubos de medicsdlido -inclinado para obtenmer masa y poder realizar --

rews s lgs pruebasde -induccifn del enzima,
. se. o« Papalelamente se realiz® también un aislamiento de un culti-
: vo-efectuado en las mismas condiciones perc em ausencia del coloran-

ey quesful utilizado como testigo.

weeee o Teatamiento coneMitomicing; C:

“Las razas de. R meliloti silvestres que presentaban una baja
- actividad -de induccibn-enzimitica se trataron con mitomicina C (sig-

ma).

- Como-en el caso del tratamiento con naranja de acridina, no
“ge tentan datos para~rea1izaruesta~‘operacién‘en'RhizobLum, por lo -
'qpe~fueronwnetesarias'unaS“pruebaswprevias;para*determinar aproxima=-

damenrte “la “concentracibn y.el:tiempo Bptimos- de tratamiento.

2w Ao Line tpatamientos . se” realizaron adicionando la mitomicina a
-« una-suspensifn bacteriana en medio liguido de Allen de una D,0, de -

0,5 & 650 mmw {1k 10% cel/m1) v diseminando en placas o sembrando di
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rectamente en tubos a dintervalos determinagos de tiempo,

.eo- En las pruebas previas, transcurrido el tiempo de contacto
entre la mitomicina y - la suspensifn bacteriana, se sembraron tubos de
medic ‘s6Tido inclinado para obtenmer masa microbiana  suficiente para
la determinacifn de la capacidad inductora de poligalacturonasa sin
riesgo ‘de ‘que hubiera una represibn grande del plésmido por una mul-

tiplicacibn celular excesiva, En las pruebas definitivas, con una =-

- concentracién y tiempo ya seleccionados, se realizaron aislamiento -

en placa y “en cada ‘ensayo se picaron unas 50~ colonias para obtener -

“la“¢orrespondiente masa celular,

- Tas “concentraciones ensayadas fueron: 0,13 0,25; 0,50 y 1

- pg/mldurante ‘5, 105 15, 204 80, #0, 60y 90, 120 min,

«« o De acuerdo con los resultados que se exponen” en la grafica

- de “la ‘Figura 4 se escogieron 0425 ug/ml y 30 minutos para las prue-

~ bagsdefinitivas,

- <~ Tios tratamientos de razas previamente curadas con naranja -

de“&CTEG&ﬁ&;“se“realizaron‘también“por“la’técnica descrita,

cov v o Deteccibrr del ADN-extracromesémrico-por- centrdfugac o difes =
- renctaten:gradiente de-densi dad;. .. +#

i Be hian seguide conm pequefias modificaciones la técnica des-

- erita por Bazaral y Helniski (1968) y Oliver, et al, (1974) y Cléyell

(1972).

Marcado del ADNi-Las razas Rm#+ (de alta capacidad de indue-

: ci&ﬁ“de“pﬁrigalacﬁuronasa)“y“Rm&C"fde‘capacidad‘nuia)-fueron cultiva
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das ‘@ 28% 'y ‘en agitacibn en tubos de 200 x 20 mm con 10 ml de medio
minimo contenieﬁdow3;3’x iﬂ—s mCi/ml*de'B—SH‘timidina (Amersham 5

Ci/mmol) hasta el final dela fase‘logaritmica‘(log cel/ml),

Preparacibn de los lisados de cé&lulas: 5-10 ml de los culti-
vos ‘obtenidos fueron centrifugados y las células sedimentadas lava--
das ‘dos veces con tampdn TES (ClNa 0,05 M; Tris 0,05 M; EDTA 0,005 M;
pH = 8)&0%, El sedimento resultante fué resuspendido en 1 ml de -=-
tampdn TES,wconteniendO“i,O mg de  lisozima (Sigma), 500 ug de RNasa
(Sigma) y 100 mg de sacarosa,” e incubado a 37° durante 10 minutos.

Lios 'esferoplastos obtenidos se lisaron colocando la suspensidn en ba

fio ‘de. hielo 5 minutosy adicionando 0,5 ml de una solucidn de lauril .

sulfato sbdico al 2 %, que ‘se mezcla com ayuda de una pipeta; final-

"menfe”y'a"temperatura‘ambiente“se“aﬁade'l“ml'de”TES; agitando de. nue

vo ‘con pipeta,y El -lisado es entonces centrifugado  a>85.000 g durante

"WTO“mﬁnutUSJpara‘separar“losﬁrestos celulares,

e o Obtrereif dels gradientes: Laccentrifugacifn: fué realizada en .

_Qgﬁ%preparafivaﬁMSEgmcwnxrotor‘bascuiante; a 130,000 g du

< pante B Horas:-a 249 Lios: Tubos de. polialomero se llenaron con 4,5 -

-l -de una ‘mezela realizada-en un vial conm 0,75 ml de lisado, 4,5 g =

- de elorure -de cesio(Merck), 0,85:mt de solucibn'de bromuro de eti--

C-dio(img Ak (Sigma): y 8 pd-des TESy Tramscurrido el tiempo de centri
‘fﬁgacﬁﬁﬁ“&ﬁs“tubws%fueron5perforadbs en el fondo y las gotas recogi-
- das de 2 ‘emr 2 sobre trocitos de papel. de filtro Watman n® 1, que se

. gecaba en ‘corriente deraire-caliente, El goteo se gradud a voluntad

por ‘cierre hermético de ‘la parte superior del tubo con un tapbn de ~

goma perforable, por el que se introdujo una aguja hueca unida por =~

unr tubo de teflbn a una jeringuilla de tornillo,

o<~ Medida de la radiactividad: Los trozos de papel de filtro -
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secados ‘se ‘lavarom dos veces con &cido tricloroacético al 5 %, etanol .
y eter y, una vez secos, se’ introdujeromw, cortados en trozos, en los
- correspondientes viales para realizar--la medida en contador de cente

lleo liquido (PW 4500),

Obtencibn,- purificacibn-y—~anftisisrdes}tos-petisacdridos =

extracelulares: v -

-+ Obteneidne Para Ta obtencibn de los polisacéridos capsu-

lares se utilizarom cultivos-en agitatibn de;? dias enm medio liquido..

s G KlTerr-delas razastde Ry omelliloll. escogidas porvsu alta o nula ca, .

- - paetdad de dmducir larproduceibnde poligalacturonasa siguiendo la -

e deserita por. fmerger; et aly (1967) que en esquema consta de
ERR i “‘“‘TOS“"f'”sjrﬂ‘;fg*Et‘:t'entés pasos:

s sCentpd Fugacifn: dels eultivo bacteriano a: 5000 rpm durante 30

wrmeersee . minutos,
T ey Adtclénal sebremadantersderdos-voltmenes-de "acetona.

e e S Lavade: cott. gcetonardel precipitado formado-y secado del mis-

Mo ¢

Cenre e Pisoluctboe en aguasy-eliminavién de losirestos insolubles -
v Doy ‘~c~en-trifugaci6n.

e Digldsiss frente & agua destitada a 4° durante 24 horas,
“ Precipitaci®n con acetona,

Repeticidn: del proceso tres veces,

- Yna vez separado. el polisacirido se investigd su efecto in-.

“ s quidterdes ta producceifn de poligalacturonasa,” como” anteriormente se
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indicd, con la variante de sustituir el cultivo bacteriano por dife-
rentes ‘concentraciones de la preparacidn obtenida, Tambi&n se han --
realizado estudios comparativos.de produccién de poligalacturonasa -
con polisacéridos obtenidos a partir de bacterias tratadas con naran

ja de acridina,

Purificacion:

1.~ Estudio analitico,

2.- Estudio preparativo.

Tanto en umo como en otro se ha realizado la purificaciébn -
por filtracidn en geles utilizando Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Che

mical),

En los dos casos se ha partido de una solucibn del precipi-

tado obtenido con acetona, seco, a la concgntracién de 2 mg/ml,

Las concentraciones més altas eran demasiado viscosas para

pasar fécilmente a través del gel,

Para el estudio analitico se han utilizado 2 ml de solucifn
y columnas de 30 x 2 cm y para el preparativo 30 ml en columnas de
30 x 3,5 cm, ELl flujo ha sido de 0,5 ml/min, habiéndose operado siem
pre a temperatura ambiente y con recogida de fracciones de 5 ml en -

un colector de fracciones automitico (LKBj Ultrorac),

Los polisacéridos se han determinado en cada una de las frac

ciones por la reaccibn de la antrona (Fairbairn, 1953),

Reaccidn de la antrona:
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Preparaci®n del reactivot A 100 ml de agua destilada se afia~-.. ..

den, poco a poco, 500 ml de cido sulffirico concentrado,” En 100 ml de
esta mezcla se disuelven por-‘agitacidn, en el momento de usarlo 0,2 g

de antrona (Merck).,

‘Metddica: En tubos de ensayo perfectamente”limpiog (tantos
como fracciones se hayan recogido, mds un pargde'ellosfguévlos utili-
zamos'. tomo testigo)- se-colocan' 5 ml de reactivo- de-la antrona recién
preparado, Se llevan a un bafio: de- hielo'y alli se le va afladiendo a -
cada uno 1 ml de cada fraccifn, de tal modo que forme una segunda ca-

pa sobre el rectivo, En'los:tubos testigo, en lugar  del ml de proble-

"ma se utiliza 1 ml deagua destilada.

Cuando todos los tubos han sido preparados, se agitan si es.

- posible mecinicamente, llevéndolos de nuevo al bafio-de*hielo, Cuanda.

todos Tos tubos estén agitados, se pasan a un- bafio- de” agua hirviendo

- donde se mantienen 10 minutos' enfriéndolos  después répidamente en -~

- agua- corriente hasta temperatura ambiente, A partir:de este momento.

- ge puede realizar la lectura a la correspondiente D,0, al color verde

~ desarrollado, a una longitud de onda' de 620 nm," us&ndose como blanco

- los testigos preparados,

< Medddar de actividadr de- las fracciones obtenidast Las fraccig

“nes ‘recogidas: de: la columa preparativa fueron  reunidas’ por picos, de

acuerdo con los valores -obtemidos em la“determinacién  de polisaclri-

dos, vy lltevados al volumen adecuado, por concentracidn en vacio, pa-

T

ra realizar los correspondientes ensayos de' induccién- de'la produccidn

,‘tkfIﬁﬂﬁgalacturonasa;wenaios,cuaieswestaﬂsoluci&n‘purificada sustitu-

- ye ala suspenstbnsbacteriana.que se eoloca en-contacto con las plén

“tulas de alfalfa.
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An&lisis del polisacérido purificadot Una vez localizado el
pico activo, se procedid al -anflisis  del mismo, Para ello se concen-
tra a vacio en rotavapor y sevuelve a pasar por columna de Sephadex
G-25 para“eiiminar~rest03“de~otrOSWpUlisacﬁri&ES\ Recogidas de nuevo
“'fraccionES”en"el“colectvr y”rea1izada la reaccifm de -la antrona para
localizar el polisacérido buscade, se concentra hasta 10 6 12 ml a -
- Tos que se' lesraftade CLH concentrado. en la camtidad necesaria para -
" que quede al final 14,0 N La hidrélisis se realiza por calentamiento
a reflujo durante & horasy concentrando después a sequedad. Se vuel-

ve a disolver: en umos:ml:deraguasdestilada, . repitiendo la operacién

< <o dost o trest veces parasque el -hidrolizado pierda todo el ClH que le -

quedaba,

o s Gltime vesiduooseco: se disuelve en 2- 6 3 ml de agua des-
“tilade para vealizar el.anflisis: de los azﬁcaresfpor“CPomatografia -

en papel,

© v 7o vCromatografia-en papeli-: Serutiliza cromatografia descenden
ter err papel-Schleicher~Schull. "2:043b como fase estacionaria y la mez

- cla Bitamol=Piridina~Agua: (61#13) como fase mevil,

-« - Pyestoslos correspondientes puntos y-una vez secos se in--

troduce el papel en -larcubeta el tiempo mecesariowpara que se produz

- e um perfeeto. desarrollo, aproximadamente 36 horas, secando después
el erometogranas & temperatura: anbiente, El revelado se realiza por -~

© - cualquiera-de ‘tos procedimientos: que-a continuacidn se indica depen-

- diendd de los azflicares:que se qulera investigar,

sua e s % Respelador con Ttalato de anilinat El-cromatograma seco se -

“pulverizavcon~ffa%atowde“ani1ina5*revelador~especifico de aldosas. Se

- prepara disolviendo 1,66 g de &cido ftélico y°1 ml de anilina en 100
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ml de n-butanol saturade -de-agua, Después de-la pulverizacidn se lle~

va a una estufa de 1009 dirante cinco minltos.

 "Revelado con urea clorhidrica; Este revelado.es especifico -

dé cetosas, La marcha a-seguir.es idéntica: al caso anterior, con la -

" sola variante -del revelador ‘que-se prepara - utilizando urea al 3% en -

Cl1H al -5% en etanol.

~‘Revelado con cloruro de-trifenil tetrazolio: -El cromatogra

“‘ma ‘secoes hrtroducido-en una solucibn de cloruro de- trifenol tetrazo-

lio'al 045% ‘enr metdhiol adicionado de NaOH hasta  una ‘concentracibn fi-

" nal de 0,25 M, Elcolor-se désarrolla por mantenimiento del papel du-

* ranterdostmiTutos: & vapor. desagua:con: una velocidad ‘de condensacibn -
s 120wk min Después-de-Tavadoicom agua de grifo es secado al aire.
- Los"&oidossurbnicosy azficares neutros y exosaminas se’ detectan con -~

“ o unargran:sensibilidad.

ot iy Paresdeterminaciones cuantitativasy con una proximacién del

10 % laszonas coloreadass del-papel -son recortadas y-extraidas con
» metanolrackticon (814 viv) . y:medidas a . una D0, de 882 nm, establecien

© dola comparacibncon’ losicorrespomndientes patrones,
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Estudio del efecto~de*tbs-exndadog ridicates sobre- el cre-

cimiento~microbianososrr,.

~ En las tablas-1'y 2 se exponen“los resultados. obtenidos.para -
el crecimietito de distintas. éspecies de Rh£zobium en presencia de --
exudados pradicales de diversas leguminosas vy no leguminosas,.En.la.-.
primera se enfrentan. las.bacterias a: los.distintos:exudados, mientras
que en lafSegunda,seﬂexpone el efecto de los-exudados.radicales. fren-
te a 13 hacteria ensayada. El crecimiento celular se expresa en D.O.

a 650 fim & 24 y 48 horas,

Sé“pﬁede?aﬁreéﬁarfclaramentéﬁel;eféct0”positivn;snbne"el_creci{
miento de los exudadOS'éorrespondieﬁtés*a'iHS"pI&Qtas,especificas,.-—
més marcado a las 24 que a las 48'horas;.tiempb*eanuejtodosﬁlos cul-
tivos tienden a igualarse. Los resultados extrafiés-aparecidos cuando
se utiliza guisante pueden derivarse de un tamafio-de semilla y plén-

tula, que no permiten la normaltizacifn de la t&cnica utilizada,

Ensayo de infectividad7 iz~

“» En las’ tabdas 3y l-gon-  presentadostlos resulttados. correspon-~

dientes a uno de los ensayos-de infectividad realizados con cuatro es
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TABLA 1,

Crecimiento de tres egpecies de Rhizobtfum en.presencia.de exu-

i dados radicales de leguminosasy-no leguminosas; expresado en D,0. a

| 650 nm.
;
g Exudado - . D;OiTSSO;nm
Bacteria - radicak” « 24 -Horgs™ == =+ 48 horasg" -
R. meliloti Alfalfa 0,90 0,96
" Trebol 0,70 0,80
" Guisante 0,66 0,72
" Trigo 0,50 0,80
" Rabano 0,47 0,71
" H,0 destilada 0,19 .. 0,46
R, trifolil Trebol 0,24 0,58
" Alfalfa 0,17 0,50
" Guisante 0,14 0,60
" Trigo 0,13 0,58
" Rabano 0,11 0,55
" ; Agua destiladd’ 0,10 0,19
R. Leguminosarum Guisante 0,39 0,64
" ‘ Alfalfa- 0,20 0,54
" Trebol 0,19 0,56
" Trigo 0,13 0,55
" Rabano 0,10 0,47
" Agua destilada 0,06" 0,20

Valores mediocs de tres detérminaciones,



TABLA 2,

Efecto del exudado radical*dertres leguminosas sobre el creci--

miento de' cuatro especies de Rhl{zoblum,

D.0, 650 nm
Exudado
radical Bacteria - 24 heras: i« 48 horas:--
Alfalfa R. meliloti = 0,22 0,57
" R, trnigolidl 0,19 0,54
" R. Leguminosarum 0,21 - 0,55
" R. phaseodl 0,19° 0,ul
Trebol R, tnigolidl - 0,06 0,16
" R, meliloti = - 0,05’ 0,14
" R. Leguminosarium 0,04 0,13
" R. phasedlis ¢ 0,08 0,14
Guisante R, Leguminosarum .. 0,07 0,18
" R, melilotdl v - 0,11 0,26
" R, trifoliis - - 0,07 0,19
" R. phasedli™ . 0,10~ 0,22
Agua destilada R, melilod i+ 0,07 0,14
" " R, tAlfoRiL 7 0,07 0,14
" " R. Leguminosarop - 0,06 0,13
" " R. phaseoli 0,07 0,17

Valores medios de ftres”

Tepeticiones,
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pecies‘de*Rﬁizvﬁiumgqiaﬁtab&a“3%(y”tbn'vHrias“razaS*de:R.‘meiéﬁaIL,
la 4, Con éstas détefmin&é&dﬁés&ge%;p?étem&iaﬁﬁbnmggrgla,inﬁgcxixigg
dad de las bacterias utilizaddsen-este. trabajo; v congretamente, en
la segunda tabla, ‘aquellas razas. de ta misma especie que habian.sido-
aisladas en distintos stielos y ‘que:como setendrd ocasibn de ver en
la tabla 10, m&nifi€stan una alta capacidad-de“indticir-la produccidn

de poligalacturonasa,

TABLA 3,

Nimero dé nédulos ‘aparecidostenlas*rafeés desplantas.de. alfal-..
fa, guisante, trebol y judia (cPecidas emr arena) inoculadas con la es

pecie de RA{Zob.{um correspondiente,

Tratapiento Coeee s NOT@éabdulos/planta
Plantas no inoculadas . . 0 -
Plantas inoculadas*con R; melifoil : 59 -

" Cwo v RT:Reguminidkanum 3u
" Co e R RERORAL 48
Mo sewowe R phasedkit 26

Valores medios<de tres determinaciones,

“El mffiero de-"nbdulos ‘aparecidores claro indice de. infectividad..
dunque al'presentar‘estafCaracteristiéaﬁvaldres*gra&ualeswsﬁlo"seﬁpug
de hablar~de indice dlto’ o bajo’ cuando se comparan varjias..razas de --
una misma especie, hecho que se mamifiestaren los-resudtados expuestos
en la Tabla 4,
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TABLA U4,

Nermevo -de-nbduTos aparecidos- enlas-ralcdes de plantas de.alfal

‘fa (¢recidas en arena) inocutadassedn cuatro tazas~de R, melilotd.

Tratamiento - 7 N®¥de tibdulos/planta ..ii...
Plantas‘nokinéculadasv ; ‘ 0
Plantas inoculadas coh Rm2 ‘ 57

n L " Rm3 Tt 5

" e " Rmb 'b ‘i 60

" A " Rm8 R 55.

Valores medios dé tres repeticiones.

Ensayos“de“efectividads~¢***

Las experiencias realizadas para el ensayo’de infectividad pue-
den, si las condiciones de las mismas lo - permitény-llevarse. hasta el
punto de ser posible la determinacifn’de algunos de’los parémetros.-
que son indice  de efectividad, Este ha sidorel casoderlos resultados
expuestos en la tabla 5 que cotresponden a los pesos..fresco.y.seco. de.
la parte aéreade las plantas cuyo nfiffero de nbédilos figura en la ta-
bla 4, La pequefia cantidad de materia seca obtehnida no’permite. la. co-
rrecta determinacidn de nitrbgeno-por lo:que‘para el andlisis.de.este.
elemento se ha utilizado- la parte aérez-de las plantas:crecidas en ma
cetas y cuyos resultados junto-a los de peso~fresco, nitrbgeno y ni--

trégeno total figuran en la tabla 6.
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TABLA 5.

Peso fresco v seco,.correspondientea Ya parte aérea.de las. ~-
plantas de alfalfa (crecidas en:tubos*con-arena) testigo e inocula--

das con cuatro razas: de: Rhizobium meliloti,

Tratamiento ‘ Peso. fresco:(gd.z... ... Peso.seeca.(gls. . . ..
Plantas no‘inocﬁladan 0,42 0,085

" inoculadas con Rm2 1,73 T 0,160

" e "R 3 0,50 - 0,080

1 1 A RmY 1,65 e 0,165
al 1 RS 1,47 S 0,150 . s

““Valores: medios” de tres repeticiones,

TABLA 6

~ Peso fresco, seco;. contemids: en mitrégeno y nitrdgeno. total.ab- -
sorbido,'correspondienteS$a#ﬁa.partewaégea-de plantas de alfalfa (en

maceta) testigo e inoculadas con R, melilotd,

Tratamiénto . P,fresco{g).. .Pisecosfg).. .. Fidel i [ N.tatal-(mg) . - ..

No inoeculada 12,75 1,59 1,91 . 30,30
Inoculada cdon Rm2  24,61% 3,08% 2,07% . 63,97%

Inoculada con Rm4 . 23;96% 24,93%" 2,10% 61,60% .

Valores medios de eincorrepeticiones,

* Diferencia con el testigo+significativa (P £ 0,01),
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Se deduce *de*la-cbSeryacidrn-de-estas GItdmasitablas el grado -
de efectividad meamifestado:por algime’ de lasgrazas-de R, meliloti --
utilfzadds en este trabajo.

Las fotos gtie se incluyen~enlas p&ginas‘siguientes.carrespon-
den a'ensayos- realizados -dé imfectividad em tubos y. actividad en ma-
cetas’, Se puede“adpregiar claramente el efecto positiveo:de la inocula
cibn de semillas de alfalfa* con las razas adecuadas de Rh{zobium me-
Lilotd,

Medida” deasttvidad*@nzimdticagzszor>r

‘““@bﬁﬁfﬂﬁta%lﬁ?V1tomﬁeﬂza&1é’exposiﬁi6nideglggwnesuligﬁ
dos referentes~arIas;determinaci@nes#défI&’aCtividadLdeupqligalactu—
ronasa (PG) en los-distintos ensayos, En estg primera.tabla. se pre--
sentan "los resultades: correspondientes:iaitres:especies de Rhizobium

: fréntela'su,legumiﬁosa;especifica, elegida~de“eritre las posibles por

su tamafio adécuado de semilla,
2= TABLA %.
:1v%s%*~*vtf“Actividad%de“poiigalactu?dnESa*en“la~aSociaci5n~de tres Rhizo-

bium son su planta especifica. =

ROl % 228 S

Actividad PGH -

Bacteria ‘ Leguminosa
. - % hr “ou hr,
R, meliloti . Medicago sativa - 5,6 .. 21,0
R, trnigolii © Trigolium pratense 5,0 , 11,3
R. Leguninosarum  Pisum satdivam . ... .. . 5,3 : 12,0

Valores medios de cin¢o determinaciones,

* Expresado en % -dé-disminucibn dé la viscosidad~ dé una solucibn de
pectina al 1%,
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Estas experiencias se'realizaron con:vista— a la seleccibn. de -
la especie de Rhézobium;“y*por*tantv*de"legumin0$a§aque;mésyinxeresgv
ba para continuar el estudio,.Como se:observa -em lras .condiciones.de.
experimentacifn utilizadas, se dié la mayor-actividad para la.asocia-
cibn R. melilotl - Medicago-sattva por “lo que- Fi€” en”principio. ele~=
gida., No obstante, antes:de. la eleccifn-defiritive se. quiso demostrar
su especificidad por lo que.se realizaron los experimentos cuyos re--

sultados son presentados en la tabla 8,

TABLA 8,

Induceidnde- poligatacturonasa-em-tarasociucibn de. distintas. -~
especies“de“Rhizobiwwmcon<diféréﬁtES‘1egumfnﬂsas;*a?tiempo 1 hora y

24 horas.,

. . Actividad PG
Bacteria - Leguminosa . T %
' ' - "1 hr, 24 -he

R. melLiloti Pisum -1,2 0,0
R. meliloti Trigolium g 0,0 0,0
R. meliloti Medicago 4,7 .. 25,0
R, tuifolid . Medicago 1,4 1,7
R. Leguminosarum Medicago 0,0 0,0
—— ©Agua dest,Plsum - 05,0 0,0
- v Thigolium . 0,0 0,0

—_— v Medddago - - 0,0 0,0

Valores medios de cifico determinaciones.
Expresado en % de disminucifn “dé’la viscosidad dé una sol. de

pectina al 1%.

85




Es clara la evidencia'de:quesexiste una especificidad.alta.en la
capacidad de indiccifn &€l enzima, que-s616 se*d& cuando. estén.en ~--
presencia dé una‘raza infectiva de Rhizobrtum~y &t correspondiente le-

guminosa,

A lg vista de estos resultados se:eligif+deEr lvamente.la men.
cionada asociacibn aunque los valores de actividad.de poligalacturona
sa eran ?elativameﬁte bajos ypor-tanto carentés: la-mayoria de. las ve
ces de signifieacibiu:-Pes

dida de activi¥ad era de 25 horas (figura 1) (los.valares expresados

‘1&3*ée”c¢mproﬁarﬁque&é&%tiempﬁi&ptimo de me.

en el‘grafico correspondenfa“ensayos“realizadbs“intradﬁéidas las_das. .
variantgs?Que‘més abaijo se’ indiédn)i< Se“alteraron las condiciaones de. . .
experimgntacién en doés . puntos:-pH en: la*medids decdctividad enzimiti-
cay tiémpg de ‘contacto’ entre bacteria y-pléftula. Los.resultados, ip.
troduCiéégﬁlas*dbs“Variaﬂfesg“se“exPoﬁen """ en-la tabta-9; determinacio-.
nes reaiiéadas a pH 5,0 y 7,0 (dé acuerdoicon’lo; presentado.en.el.ca- .
pitulo q%ggaﬁerﬁal“y Méfpdos).y'en:ia'figura”ﬁ*dﬁﬁde'se,ha presentado..
la activiﬂgd‘déﬁpﬁligalactnrcnaéa‘enﬁcnfraﬁa“enffﬁﬁti&nfdel tiempo de

contacto eptre la bacteria y las raices,

Lavaetividad éncontradscuando tarmedida-serealiza a pH 7,0 - .
es considerdblemente més alta y‘permite-eliminay. errores.a.la hora -
de'realiZar”estudiOShcompafétiVos. La” figura-2 muestra.claramente.la
mdxima induccibn enzimdtica a los seis dids“de establecida. la.asocia
cibn, Estas condicionés se.mantuvieron enftpdds”los experimentos. ¥ una...
véz establecidos, lo primero gue se hizdi¥ué¢una medidd de. actividad
de una serie de estirpes o razas de R, melilot{ aisiadas de diversos
suelos y en distintas Epocass, ‘cuyos resultados, correspondientes a.9
‘diferentes cultivos, se expresan en la tabla 10, Sé aprecia una evi-

dente variabilidad.
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TABLA 9,

w oo ~regnltados de la medidur@e”la’ actividadtder-poligalacturonasa en.
tres asociaciones-Rilizobiumpltantarespecifica:realizadas.a pH 5,0 -~
(tampbém acético’acetato) 'y pH 7,0 “(tampéini’de fosfatos),

Actividad .P@% s . -

Bacteria Plgnta ] gy pH-7,0 o
-1 hry 2% hr, 1 hr., 24 hr.
R. Leguminosarum — Pdlsum . = 5,7 13,7 7,4 48,3
R, tnifolid Trl folium 6,0 14,2 15,2 55,8
R. melilotdl . . Meddicago. .. 5,6 21,0 15,1 79,7

Valores medios de cinco determinaciones. .
* Expresado en % dé disminuci8h de la viscosidad”dé una solucibn de

‘pectina al 1%.

TABLA 10,

Valores de indiccidh deporigalacturonasa” obtenidos para dife-
rentes razas de R. melilotli, a tiempo 1-hora y 24 horas, en ensayos.

realizades a pH 7,0..

Actividad de PG®

Raza bacteriana

1 hora — 24 horas:
Rm1 o | 3,8 29,1
Rm2 22,1 6L, 7
Rm3 , 2,1 12,8
Rmi | 12,6 75,3
Rm5 0,8 16,3
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Fig., 2,~ Actividad de poligalacturonasa en funcidn del tiempo de contac

to entre R. meliloti y Medicago sativa, Actividad expresada en
% de disminucibn de la viscosidad de una solucidn de pectina ~

“al 1%,
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TABLA 10" (continuacién)i}

Actividad de PG¥®

Raza bacteriana . L e

1 hora - % . 24 ‘horas:.. ..
Rm6 : 3,6 ‘ 14,7
Rm7 =~ ‘ 5,6 24,4
Rm8 7,7 61,9
Rm9 o : 2,7 14,4

Valores medios-de c¢in¢o:déterminaciones,
* ‘Expresado en % de disminucisn de “la viscosiddd de uma solucibn de

pectina al 1%.

Experimentos realizados:> sus.ir:i:‘_tuyen&d“&a'**p’i'a:nta"por‘“ex trac-

tos 'y*exuda&d's‘?ra‘dicidages .

Aunquemsometids “g cierta problem&tica,Aséiha descrito que la -

poligalacturonasa era producida por la planta en presencia de\i%kbag
teria, para comprobar este. extremo y descartar que la PG pueda ser -
producida por- la-bacteria.en presencia de\la“planta se montaron los
experimentos cuyos resultados son expuestos en las tablas 11 y 12,
La primera corresponde a los emsayos realizados con bacterias frente
a exudados radicales. de’Medicago sativa y la segunda frente-a extrac-
tos de ‘las raices de la misma planta, ya que siempre han sido utili--
zadas razas de R. melilloitd.,
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TABLA 11,

‘Activi&Eﬁ@ﬁﬁ?@wﬁig&lac;urgnasa;sﬁanﬂﬁ;Sﬁ#@ﬁaenxen“contacto R.

“metttﬁtt”fkﬁﬂ@”y\exudados*ée*raiz‘dé*Medtcago sativa.,

N

Exudado . - - : Actividad.de PG*/24 horas

. C 8
~ 5,5

1,7

- 8,0

5,k

g F w N

* Actividad expresada en % de disminucibn de’la viscosidad de una

solucibn de pectina al 1%, .

TABLA 12,

Actividad deip01igala6furonasaacuandoﬁse‘ponen en contacto R,

melllofi (Rii4) y extractos radicales de Medicago sativa.

Extracto ; 2 Actividad-de PG*/24 horas.
Completo . o . 0,0
Sobrenadarite e - 2,9
Filtrado Millipove - - - 5,8

Valores medios de cinco.déterminaciones,
* Actividad expresada en % de disminucisri™dé la“viscosidad de una so-

lucibn de pectina al 1%,
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Estudios sobre-la existencia~de~an phismi 2
de la capacidad-de~dnducir+ta-potrPgatacturonasgy v ¥

~ InestabTtidad-det  caracter.. = -

En-la“tabla 13 y. figura.3 se expone una muestré‘de,la inestabi~
11dad"del caracter defiﬁdﬁdir"la-proﬁﬁCCIéh‘&é“polﬁgalacturonasa en =~
una de las razas de R." melifofi (Rm4), donde fécilmente se aprecia la
disminucibn ‘de la capacidad inductéra que ocurre conforme es mayor el
nfimero de resiembras. efectuadas a partir dél*cu¥tivo ®riginal. En la
tabla se*muestramn actividad-dé poligalactironasa y-porcentaje de dié
minucidn’de actividad:a. lo ‘Targo d&l’ tiempo, mientras que en la figu
ré'sé“ha“repreSentaﬁowelEtaﬁto por ciento de actividdd determinado =~
en cada uno de los' ensayosy considerandd 100 a la actividad de poliga

lacturonasa correspondiente a la“capacidad”inductora de las células

" pecitn aisTadas del nddulo,

TABLA 13,

Evolucibn de la capacidad de“inducir la produccidn de poliga--
lacturonasa de R. mefifoti (Rm4) en funcién del tiempo de conserva--

cibn por pases sucesivos en medio de cultivo,

Pases . : Actividad de:PG¥®: - -« % disminucibn:actividad: .
0 86,6 0
1 57,1 34,1
2 24,2 72,1
3 13,1 8l4,9
4 11,1 87,2

Vdlores*medios "dé-cinéo repeticiones.

O

i LN
A

“una solucibn de pectina al-1%*a las 24 horas,
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| Actividad PG

1 2 3 4
vTiempo(méses).- |

Fig, 3,~ Actividad de poligalacturonasa correspondienté a la
- capacidad inductora manifestada por R, meliloti ~e~
- (Rm4) desde su aislamiento hasta cuatro meses de -~
conservacidn por pases en el laboratorio, Se ha re-
presentado el tanto por ciento de actividad conside

rando 100 el valor obtenido originalmente, .
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Tratamiento con naranja-de-acridina;™~ = »

“AhfeS”de“llévaT‘a cabaiél;tratamientbﬁcon‘naTanﬁa dé acridina
se realizaron pruebas previas-para ta determinacién de la méxima con
centracidbn Subbéﬁteriﬁsiérica.’En la ‘tabla 14 ‘se’ exponen en D.O, a
650, los resultados correspondientes obtenides-en-la lectura realiza
da a‘'las 12, 24, 48 y 72 horas.

TABLA 14,

Efecto dé“la’concentracidn’de naramfa’ de“acriding sobre el cre
cimierito de R, meliloti (Rm4),

~ Concentracitn, : Tiempo»(horasj
Hug/ml. . , o o012 24 48 72
0 1,56 2,88 3,80 2,60
1 1,50 2,88 3,80 2,60
2 1,41 2,94 3,60 2,50
5 1,56 - 2,88 3,30 2,40
10 1,50 2,88 3,60 2,40
15 7 1,50 2,88 3,40 2,40
20 1,50 2,88 3,60 2,60
25 1,50 . 2,82 3,50 2,40
30 1,50 2,80 3,40 2,40
50 1,41 2,78 3,10 2,40
100 _ 1,32 2,76 3,10 2,10

Se aprecia claramente que ‘la concentracidn més idénea de las =~
~ensayadas es la de 20 pg/ml, que-serf” la usada‘para los- ensayados de

finitivos,
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" En la tabla 15 ‘se.exponen:los.resuttades:obtenidos cuando ra--

zas de R. melilofi gue muestram alta capacidad-de fhdtéir la produc--

cibn de poligaldcturonasa reciben “tratamiento ‘con-naranja de acridi--

na.

TABLA 15,

Pércentaje de.-cultivos-de R, mellLotl obtenidos despuds del -~
tratamiento con naranja-de acridina. diirante 24 Horas que muestra. una
-actividad inductora de Poligalacturonasa mayor que el“valor indicado

o
(nfimerc de clonos estudiado: 50),

o, . L . . % cultivo
Baqterla | - T?atamlento cqnaﬁéa- PG 202
R. meliloti (Rm4) - 94,6
R. meliloti (Rm8) » - R 93,8
R. meliloti (Rm4) + 16,2
R. meliloti (Rm8) v o 1y,7°)

* PG expresado en % de. dismimici®n dé“la viscosidad de una solucibn
de pectina al 1%. »

a) PG = 20, ha sido consideradorceémo valor-minimo-significativo,

b) La mayor parte de los subcultivos mostraron un valor de PG infe--

rior a 4,

Se ‘observa claramente que.el’ tanto por ‘ciento de subcultivos -
procedentes de colonias aisladas. después del tratamiento, que mues~-

tran alta capacidad “indictora, detrEer considegable yr significativa-

g " mente,
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“Tratamiento con mitomicina G, = -

En la figura U se‘exponengrificamemrte-los-resultades.obteni-..
dos de los ensayos previos-realizados-para:determinar las.éptimos;dé
concentracifn de antibibtico y tiempo’ de “tratamiento para las expe--

riencias definitivas,

En la Tabla 16 se.recogen los resultados”céorrespondientes.a.los..
tratamientos realizados con: mitomiciha € d*1la“concentracifn.y tiempo. .
previamente determinados sobre' dos.rvazas.de R meliloil que. original

mente manifiestan una baja capacidad ind@ctora ds” polfgalaé%uronasa.

TABLA 16, ;

‘PbrééﬁféjE“de*clones:dé“R&*meﬁilﬁ%iﬁbﬁteﬁidbs'déspués-del tra-
'tamieﬁtO’con'mitOmicinaﬁC?a‘O*QS‘pg/mliduranfe'30 minutos que muestra
una actividad inductorad: d',polngalacturonasa més “a¥ta que el valor -
indicado (nfimero’ de" cloﬁog ‘estudiado: 50), '

RN AN X

S .Tfatamien%exccnw % élonos
Bacter}a Mitamicina:’:;qayigi;LF:%gPGﬂ420§;;is
, meliloti (Rm3) - - o 1,0
meliloti (Rm9) o - 0,0
. meliloti (Rm3) - + ‘ 95,0
. melLlotL . (Rm9)o. oo ko , 96,0. ... ..

* PG expresada_en.%wde Alsminucibn’de la viscosidad*dé& una soluc16n
de pectina al 1%

ko s e -

a) PG = 20 ha 31do con31derado como valdr minlmo 81gn1f1cat1vo.

Los resultados. muestran una - patente inducc¢idn de la capacidad

de inducir la produccidn del enzima.
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Fig. 4,- Actividad de PG de los cultivos tratados con Mitomicina C a

diferentes concentraciones y tiempos, Actividad de PG expre-
sada en % de disminucidn de viscosidad de una solucibn de -~
" 'pectina al 1% a las 24 horas,



Chando el tratamiento_con mitémicina se realiza sobre razas -
previamente tratadas con naranja de acridina y que manifiestan una
gapacidad”inductqﬁ?'nula,iéﬁto;es,hrazas curadds, se obtienen unos

datos que son-mostrados en la tabla 17.

TABLA 17,

Porcentaje de sibeultivos obtenidés dé ‘razas+dé R, meliloiti -
curadas-con‘naranja dé acridind -despuss +del “tratamiento con mitomicina
que muestra una actividad’ifidictota dé. PG mayer  que“el valor indica-
do "(nGmero ‘de "c¥onos estudiados: 50),

Bacteria v Tratamiento.con.-.. % clonoéf |
: o Mitomieina~€.- =.:.% - PG#h- 20&) w: . ¢
R. melilots (kmuc) - 0,0
R. meliﬁoii’(Rméc)‘ - 0,0
R. mdLiloti (Rmbc) . . + 0,0 (b
R. meliloti (Rm8e) = . + v 0,0 (b

% PG expresada;en;%nde@disminﬁcién de "la viscosidad dé una solucibn
" de’ pectlna al 1

a) PG = 20, ha 51do cons;derado -como valor'minlmo 31gn1flcat1vo.

b) La mayorJParte.de los subcultivos moéstraron un valor de PG infe--
rior a 4,

Se observa que el efecto de’la mitomicina en este caso particu

lar no se manifiesta al haber-sidodos plésmidos previamente elimina

dos ‘por el tratamiento “com-naranta de acridina.

Sepaﬁefﬁ#‘d@ﬂﬂfl@ﬁﬁﬁ&@Temdedgn&“tdg:'d»g&*‘?'
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En la figura 5 se han representado los valores de CPM obtenidos
en cada fraccién recogida de los tubos donde se realizd la centrifu-
gacibn en gradiente de densidad de los lisados capsulares de R, meli
Loti correspondierrtes a una raza silvestre de alta capacidad inducto

ra (Rm4) y otra curada (Rmke) vy, por tanto, sin tal actividad.

.Se. aprecia claramente la:falta del pico presumiblemente debido
a ADN extracromosémico, en- la:curva de separacibn correspondiente al

ADN ‘de ¢Blulas curadas,

-Produceitn;sobtencifn, purificacifn-y andlisis de~Jos polisaca-

- ridoscapsulares; = -

Antes de comenzar el estudio de la produccidn de los polisacé-
ridos’ se:ensay® la‘actividad- inductora del precipitado acetdnico ob-
tenido “de-cultivos de R, meliletdi de 'alta capacidad de induccibn de
la produccibn de poligalacturonasa, obteniéndose valores de activi=~-

dad considerablemente altos.

En la tabla 18 se exponen los valores obtenidos, expresados en
peso seco;:por:400 ml de medio,.de polisacérido precipitado en culti
vos de dos razas de R melllotl, una activa (Rm#)-y otra curada ~--

(Rmbec) a lo largo-de un determinado periodo de crecimiento.

Para mejor apreciar la marcha de la produccidén de estos polisa~
céridos se ha realizado-la representacidn gréfica (figura 6) de los
datos arriba expuestos, observindose que la cantidad de polisacérido

% mayor que la -

producidé por las c8lulas silvestres es de un 30-~40
correspondiente’a las curadas, manifesté&ndose, sin embargo, en ambas

una forma semejante,
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Fig. 5.~ Centrlfugac1on en gﬁadlente de densidad de ADN marcado con
. 3y procedente de una raza de R.

meliloti de alta capacidad =
inductora (Rm4) (-) y de otra curada con naranja de acridina
(o) (Rmuc),
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TABLA 18,

Producecibn de polisdcérido-d lo largo-de 19 d%fas dé cultivo.de. .
dos razas de R. melilotl;, una salvaje con alta capacidad inductora.. .

de poligalacturonasa (Rmd¥) y otra(Rmte) curadd ¢on naranja de acri-

dina.
?esahseco%defgolisacﬁbido (mé/loo hl)
Tiempo de cultivo V 47w Reza salvaje = Raza..curadas...
(dfas)... .. .. .. (Rm4)-. (Rmtrg) -~
3 3174 168,7
4 344,8 211,2
5 400,7 253,4
6 455,5 ©285,7
7 472,6 332,4
9 497,2 351,2
12 o 311,37 341,5
16 ‘ 373,2 o 253,7
19 . 386,7° 337,2

La‘activiﬁad?dE'pOl%galacturonasaﬁmedida'cuando Se ponen en --
contacto-las pléﬂtnlas-dEfMeaéﬂago sativa con distintas concentracio.
nes - de“Yos-polisacéridos aislados+de las. dos razas antes mencionadas, .. -
es expuesta-en la“tabla 19, Asi mismo, para mayor claridad se han. -~

"realizado?l&s?rESﬁreseniadianesjgrﬁficas'que*apaPECen'en la figura 7.
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‘Fig. 6.- Produccidn de pollsacérldo‘en funcidn del tiempo de cultivo

de dos razas de R..

meliloti, Una salvaje (Rmh) de alta capa

01dad inductora (o) y otra curada (Rmuc) de capaczdad nula

ION
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TABLA 19,

Actividad-dé poligatacturonasa inducida por diversas concentra - .

ciones ‘de-poliseclride, de dos-razas-de R;. meldifotl (una curada con.
naranja de ‘acridina y otra salvaje) sobre raices de pléntulas de Me-

dicago sativa,

Actividad PG#,

Concentracibn ,
(mg/ml) - ' Raza-salvaje  Raza curada...--
- g (Rm#)" . -~ - (Rmbe)
0 0,0 0,0
0,10 12,7 1,5
0,15 ’ | 15,3 2,5
0,25 ' : 3,3 &, 0
0,50 84,7 5,1
0,75 S . 85,2 7,0
1,00 e 86,0 74,0
2,00 , S 92,5+ 76,6
5,00 71,5. 60,0

*-Pg" expresada?eﬂ Sode: dlsminucaﬁn det Taviscosidad” de una solucidn
cder pectlna al 1%

: .Purificaéiéﬁ:“Los*resultadcs obtenidds” en la filtrggi@ﬁ‘reali-

zada por SephadexrG~25de soluciones .de polisacé&ridos capsulares de

una raza-de ‘Ri:meliloti silvestrer(Rm4+) ‘deralta capacidad inductora

de ‘poligalacturonasa:y: de otra:(Rmiéc) curada con naranja de acridina,.. .

son expuestos ‘en la figura 8., Entella se puede observar una separa-~~
cibn semejante,«apareciendo tres picos muy claros y en los mismos lu~
. gares,.aunque en distinta-altura de acuerdo:con los- valores obtenidos

utilizando~la técnica.de la antrona,
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Fig. 7.- Actividad de poligalacturonasa inducida por diversas concen
traciones de polisacirido, de dos razas de R, melilofl (una
curada con naranja de acridina (o) y otra salvaje (-) sobre
raices de plantulas de Medicago sativa. ” '
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Fig. 8.~ Filtracidn por Sephadex G-25 de los polisacdridos obtenidos

de una raza silvestre (Rmu) (o) y otra curada (Rmic) (+) de
R melLotd. : 105




Reunidas las fracciones correspondientes a cada pico y reali-..
zada la valoracién de capacidad “inductora del -enzima péctico, se en.
contréikue en -ambos” fraccionados, tabla. 20, la actividad residia en.el..
primer'ﬁféo, aunque erg de”un H0% menor-em el procedénte de la raza .. ..
curada a pesar“de encopmtrarse-gparemntemente en mayor cantidad,.de.mw.. .
acuerdo con la valoracibn:por la téchica de “la antrona, aunque en =-

cuanto al~pesowseeovﬁbten&ﬁw"n0“hay diferencia apreciable,

TABLA 20,

Actividad enzim&tica inducida’ por. las fracéiones obtenidas.de.

- la filtracibn’por Sephadex: Gn25. ¢é 1os polisaciridos capsulares de

una raza silvestre yrotra curadda-de R, meliloii.,

Actividad de PG® -

Fraccibn ~ : Raza silvestre = Raza curada:. ...
B es (Rm#) . (Rade):

Primera ‘ 76,0 43,3

Segunda 0,5 0,0

Tercera 0,0 ‘ B S PR

Valores medios  de tres determinaciones,

T ® PG expresada en*? désk - disminucién de la viscosiddd de una so-
“luéibnde ‘pectina al 1%,

EEE T An&:?;‘ih's»-w'*swfdé‘T‘“vpol1’sacér1 doﬂ.f» ,

" La cromatografia enpepedudel difdrolizado;del.primer pico de -

" cada” fraceionadas.vuelto.a. pasar por. Sephadex:parea: mayor: purificacibn .
- gepart los-mzficares v derivados. de- la forma que esquemdticamente se

~ represestal ensla figura 9iunarvez: fueronradecuadamente revelados.
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Fig, 9.-'Bsquema de la separacién crdmatogréfica de los hidrolizados

de la primera fraccidn resultante de la filtracidn por Sephg‘

dex de los polisacidridos capsulares de las dos razas de R.
, mzZ&eqé estudiadas. '




Cuando tales manchas son recortadas y valoradas de acuerdo con . .
la técnica déscrita en-Material y Métodes, se encuentran los resulta...
dos que se muestran en la tabla 21, donde se expone el valor porcen-

tual de cada mondmero,

TABLA 21,

Composicibn porcentual de azlcares en el hidrolizado de los po-

lisaclridos purificados de las dos razas microbianas ensayadas,

omposicifn porcentual T
Azficares o Composicibn p

derivados. Raza salvaije Raza ?ppadai;“m.
(Rm&) (Riikic )

Ac, Urbnico : 15,10 -

Galactosa 23,85 14,65

Glucosa ' 30,43 55,87

Manosa 16,78 | 27,34

Desoxiosa : ' C11,17 \ -

La composicién de ambos polisacéridos es cualitativa y cuanti-

tativamente“bastante distinta.
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DISCUSTION




De acuerdo con la concepcidn de Nutaman sobre el proceso de in
feccidn de las raices de las leguminosas por Rh{zobium, que aparece -
en el esqueﬁa 1, el primer paso, la mayor proliferacidn de estas bac-
terias en la rizosfera de las leguminosas ha sido considerado la mayo
ria de las veces que ha sido tratado como inespecifico; no establecien
do los distintos autores una separacidn clara entre especificidad e
infectividad a este nivel, ya que en los trabajos sobre especificidad
se determina esta caracteristica por la capacidad para producir nddu-
los en las raices de una determinada especie de leguminosa, sin tener
en cuenta para nada cualquier hecho previo a la infeccidn propiamente

dicha que pudiera afectar a la misma.

De los resultados expuestos en la tabla 1 parece deducirse que
la estimulacidn del crecimiento por exudados de raices que experimen-
ta una determinada especie de Rh{zobium es mayor cuando estos exudados
proceden de las raices de su legﬁminosa especifica. La tabla 2 que -
muestra los resultados obtenidos al poner en contacto los exudados de
las leguminosas estudiadas frente a las distintas especies de Rh{zo--
bium; confirma lo anteriormente dicho, porque, con la sola excepcidn
de lo que ocurre cuando se utiliza guisante puede observarse un mayor
crecimiento bacteriano cuando el exudado utilizado es el especifico -

de la bacteria.

Con todo, los resultados obtenidos en este tipo de experiencias,

a pesar de ser bastante coincidentes, no permiten llegar a ninguna con
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clusién vidlida sobre si una determinada leguminosa favorece el creci-
miento de su Rhizobium especifico, aumentando asi la probabilidad de

que pueda ser infectada por el mismo.

De una parte el nlmero de experiencias realizadas ha sido peque
fio y, de otra, aunque en el estudio efectuado se ha tratado de elimi-
nar cualquier variacidn en las condiciones experimentales, el hecho de
tener que trabajar con un material heterogéneo -las semillas de las -
distintas plantas empleadas- hace imposible obtener una homogeneidad -

adecuada, tal como se han planteado las experiencias.

Lo anteriormente dicho se pone de manifiesto al miximo en el -
caso del guisante, con el que, al tener semillas mucho mayores y dar,
por tanto, pléntulas mis desarrolladas, se obtienen unos valores total
mente distintos a los esperados, ya que éstas al excretar, por una par
te, mayor cantidad de sustancias al medio y, por otra, al absorber mis
agua, dan lugar a que en el ligquido final se encuentre con una concen-

tracidn de sustancias exudadas considerablemente més alta.

No hay que olvidar tampoco, que las condiciones en que se ha es
tudiado el fendmeno no han sido las ideales y por supuesto bien dife--
rentes a las que ocurren naturalmente en el suelo donde la accidn con--
junta de factores fisicos, quimicos y bioldgicos determinan condicio--
nes particulares y en parte desconocidas, que no se han tenido en cuen

ta en las experiencias resefiadas.

De cualquier manera y aunque no pueda afirmarse de manera defi-
nitiva que una determinada leguminosa produzca un factor de crecimien-
to especifico para la especie de Rhizob.ium que le es propia, lo que si
aparece claro es que los exudados de las raices de las plantas ensaya-

das favorecen el crecimiento de los Rhizobium.
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Los resultados obtenidos concuerdan con los de Robinson (1967),
Rovira (1962), Katnelson (1965), etc., quienes consideran que el esti -
mulo ejercido por las leguminosas frente a distintos Ri{zobium es ma-
yor que el que producen las raices de otras plantas. Sin embargo, co-
mo se aprecia claramente en la tabla 1 los exudados de no leguminosas,
'trigo y rébano, también favorecen la proliferacidn microbiana cuando
se comparan con los testigos de agua. Confirman, pues, estos resulta-
dos las apreciaciones de Manil (1958) sobre la capacidad de los Rhizg
bium para crecer en la rizosfera de plantas no leguminosas, lo que -

permite su supervivencia en ausencia de sus plantas especificas.

Otro punto que conviene hacer resaltar como fruto de estas ex-
periencias, es que no se ha podido comprobar el efecto inhibidor espe
cifico de la semilla de trebol sobre R. melitoti descrito por Nutman
en 1953, ya que la inhibicidn del crecimiento que originan los exuda-
dos de Trifolium sobre esta bacteria es similar al que originan sobre

las restantes bacterias ensayadas.

A pesar del indudable interé&s de esta faceta del proceso de in
fectividad y de lo prometedor de los resultados obtenidos, no fué po-
sible profundizar mas en'el tema, ya que, siendo el objeto principal
de este trabajo el estudio del papel que juega la produccidn de poli-
galacturonasa en la infectividad de los Rh{zob{um, hubo que concen--
trar todos los esfuerzos sobre este problema. Las interacciones pre--
vias al proceso de infeccidn que se llevan a cabo en la rizosfera de
leguminosas y otras plantas, quedan, pues, como un prometedor y abier

to campo de investigacidn de indudable interés en la ecologia de los

Rhizobium.

Para abordar el estudic propuesto fue necesario realizar una -

serie de experimentos preliminares al objeto de seleccionar la asocia
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cidn RAlzobium - leguminosa mis adecuada para su realizacidn.

En primer lugar fué necesario determinar si las especies y ra
zas microbianas que se iban a utilizar presentaban una Infectividad

y efectividad aceptables.

Como muestra la tabla 3, se determind la infectividad de cua-
tro especies de Rh{zob{um frente a su planta correspondiente. Los da
tos obtenidos en las plantas inoculadas comparadas con las de las tes
tigo, no inoculadas, son bastante elocuentes ya que, mientras en es--
tas Ultimas no aparecian nddulos, las inoculadas presentan un nimero

mayor o menor seglin especie o raza.

En todos los casos se pudo observar que los nddulos se encon--
traban en las raices principales y ademds presentaban generalmente un

color rojizo, lo que es iIndice de una buena efectividad.

Con posterioridad a la seleccidn de la asociacidén R.melitotd
- Medicago sativa para la realizacidn del trabajo, por los motivos -
que se expondrin mis adelanté, los resultados previos antes seleccio-
nados sobre infectividad, se comprobaron cuidadosamenté con cuatro -
razas de la citada especie de Ril{zobium. Los resultados expuestos en
la tabla 4 confirmaron la infectividad de las cuatro razas de R.meli-

£otl seleccionadas, muy similar excepto en un caso.

Aprovechando el anterior ensayo de infectividad, se pudo reali
zar una prueba de actividad aunque un poco limitada, ya que sdlo se -
determind peso fresco y seco de las plantas de Medicago sativa que -
previamente habian sido\inoculadas bor las cuatro razas de R.melitotd
(tabla 5) pero que di6'Qifarencias respecto al testigo altamente sig-

nificativas. E1 hecho de no haber realizado la prueba de actividad -
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completa no fue otro que la falta de cantidad minima necesaria de ma-
terial para poder realizar la correspondiente determinacién de Nitrd-
geno por las técnicas rutinarias que estaban a mano. Por eso se reali
zd una prueba de actividad en macetas en invernadero con dos de las -
tres razas utilizadas anteriormente, la Rm2 y Rmi4. En estas dos expe-
riencias se realizaron todas las determinaciones necesarias para po--

der estimar su grado de actividad.

Estas determinaciones cuyos resultados son mostrados en la ta-
bla 6, han indicado la alta diferencia significativa entre las plan--
tas que han sido inoculadas y las testigo sin inocular. Como se puede
ver, ademds del peso fresco y seco, se ha hecho la correspondiente -
determinacion de contenido en nitrdgeno y cantidad total absorbida -
del mismo, pardmetros que con los dos anteriores indican la actividad

de una raza cuando se comparan con un testigo.

En relacidn con la capacidad de los Rh{zobium ensayados para -
inducir lavproduccién de poligalacturonasa por las raices de las legu
minosas, los resultados presentados en la tabla 7 son claramente posi
tivos a pesar de que las condiciones de determinacién no fueron las -

optimas que después se han empleado.

El hecho de que la especie R.melitofi presentase una actividad
enzimdtica relativamente grande, unido al tamafio ideal de la semilla
de la leguminosa para la técnica utilizada, hizo que se eligiera di--
cha especie microbiana y la planta Medicago sativa para los posterio-
res experimentos. Hay que indicar aqui que ya fueron desechadas pre--
viamente a la realizacidn de las pruebas de capacidad de induccidn, -
otras plantas como haba, judia, etc., por el tamafio exagerado de su -
semilla que planteaba serijas dificultades para poder realizar las prue

bas enzimdticas por la técnica disponible.
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La tabla 8, muestra claramente la especifigidad de la induccidn
del enzima poligalacturonasa, que se produce sb8lo cuando se forma una
asociacidn determinada, en este caso R.melitoti - Medicago sativa, y
no cuando esta bacteria se pone en contacto con otra planta como gui-

sante o trebol.

Del mismo modo los R. #rnigolil y R. Leguminosarum no fueron -

capaces de inducir la produccidn del enzima puestos en contacto con la
alfalfa.

Estos resultados son prueba evidente de que se puede conocer -
la especificidad de una manera rédpida con el sdlo estudio de la induc

cidn del enzima.

En todos los ensayos de medida de produccidn de poligalacturo-
nasa realizados al comienzo, fue seguida estrictamente la técnica des
crita por Ljunggren y Fahraeus (1961); la mayoria de las veces, sin -

embargo, los valores de actividad enzimidtica encontrados apenas si so

brepasan ligeramente, el nivel de error que por término medio habia -

sido establecido por Lillich y Elkan (1968) en un 20 - 30% de activi-
dad de PG, calculada de acuerdo con la férmula dada por los autores -
de la técnica original. Seglin Lillich y Elkan, los resultados obteni-

dos carecian siempre de significacidn por lo que su trabajo se convir

'tid en una dura critica de la hipdtesis de Fahraeus y Ljunggren.

Parda obviar esta dificultad fueron estudiadas nuevas condicio-
nes de experimpntacién que hicieron la técnica mds sensible. E1 pH ori
ginal de 5.0 conseguido con tampdn acético acetato 0,1M, fué elevado a
7.0, utilizando tampdn de fosfatos 0,2M. Leos resultados obtenidos, ta-
bla 9, con esta modificacidn fueron totalmente distintos, ya que los -

valores de actividad de PG demostrables se incrementaron en mis de un
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cien por ciento, lo qué permite negar la afirmacidn de Lillich y Elkan

ya citada.

Por otra parte, el tiempo de contacto entre bacterias y raices
fue modificado en distintos ensayos, habiéndose encontrado como &pti-
mo. los 6 dias en lugar de los dos o cuatro estimados como buenos por
Fahraeus y Ljunggren. La grdfica representada en la figura 2 es bien

elocuente a este respecto.’

Una vez puesta a punto la técnica y elegida la asociacidn bac-
teria - leguminosa, el nuevo paso a dar era la seleccidn de las razas

que mejores resultados podian ofrecer.

Como consta en la introduccidn, existen razas que son infecti-
vas y otras que no o son, por ello todas las razas pertenecientes a -
una misma especie no tienen necesariamente la misma capacidad para in
fectar y,por otro lado, para inducir la produccidn de poligalacturona

sa.

En la tabla 10 se exponen los resultados de la induccidn enzi-
mdtica provocada por nueve razas de R. melitofi, mostrdndose la varie
dad de datos que van desde una actividad en PG de 70 correspondiente

a la raza Rﬁu hasta a otros cercana a 0 de la raza Rm3.

En este momento de la investigacidn, aunque por los anteceden--
tes se estimaba que la'planta‘era el simbionte que producia el enzima,
se creyd oportuno realizar la comprobacidn pertinente, por lo que tan-
to exudados como extractos radicales, se pusieron en contacto por un -
tiempo adecuado con el correspondiente RA{zobium. Los resultados ex--
puestos en la tabla 11 y 12, respectivamente, son claramente indicati-

vos de que la produccidn del enzima es de origen vegetal aunque, por -
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mecanismos todavia desconocidos, requiere la induccidn de una sustan-
cia liberada por la bacteria al medio, sustancia descrita en la bibl;b
grafia, aunque no sin cierta duda, como los polisacéridos extracelu%gd
res de los Rhizobium o alglin componente de los mismos (Fahraeus y -
Ljunggren, 1959a); incluso hay.autores que.estiman que el agente in--
ductor puede ser- ADN' extracelular ligado a .los polisacdridos (Lujng--

gren, 1961). .

De acuerdo con el objetoc de este trabajo se ha intentado la se
paracidn, purificacidn y andlisis de tales polisacdridos, libevados -
al medio en su mayor parte. Pero antes de discutir los resultados ob-
tenidos y siguiendo el orden cronoldgico que se ha seguido en la in--
vestigacidn, va a ser comentado un hecho que al ser encontrado, se es

timd interesante estudiar a fondo para completar el trabajo.

A lo largo de los experimentos realizados se pudo comprobar -
que la capacidad de inducir la produccidn del enzima iba disminuyendo
conforme transcurria el tiempo desde el aislamiento del Rhizobdium de
los nddulos de las raices de la alfalfa. En la tabla 13 se exponen -
los resultados correspondientes a una de las razas aisladas que son -
completados con la representacidn grdfica en la figura 3 del tanto -
por ciento de actividad residual en funcidn del tiempo de conserva---
cidn tanto en la tabla como en la figura, se puede apreciar el descen
so gradual de la actividad desde las primeras semanas hasta el cuarto

mes de mantenimiento en el laboratorio por pases sucesivos.

Una alternativa para explicar esta pérdida progresiva de acti-
vidad es suponer que la capacidad de induccidn de PG estd ligada a la
presencia de un ADN extracromosdmico o pldsmido, la expresidn de cuyos
genes va siendo reprimida progresivamente en el transcurso de la con-

servacidn de la bacteria en el laboratorio, o bien, mediante una "cura"
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espontdnea, va desapareciendo de la poblacidén en las citadas condicio

nes.

En la bibliografia sobre el tema se encuentran sugerencias so-
bre el posible papel de. pldsmidos en el establecimiento y efectivi--
dad de las asociaciones Rhizobium - leguminosa. Higashi (1967) ha rea
lizado estudios en este sentido sobre especificidad, mientras que Du-
nican y Cannon (1971), Zurkowski et al. (1973) sobre infectividad. A
parte de estos, los diferentes trabajos existentes sobre fijacidn del
nitrdgeno, especialmente desde el punto de vista genético, con trans-
ferencia del cardcter fijador a otros microorganismos induce a pensar
también en una dependencia plésmica de la efectividad (Cannon et al.
19715 0'Gara et al. 1973; Dunican y Tierney, 1974; Beringer, 1974). -
En ninguno de los estudios realizados, sin embargo, ha relacionado la
capacidad de induccién de la poligalacturonasa de los Rhizobium con -
la presencia de un plasmido. Por esta razdn, se estimd importante -

la comprobacidn de la hipdtesis antes planteada.

En primer lugar se hicieron tratamientos encaminados a la elimina
cidn de plasmidos sobre razas activas y se observd la repercusidn de -
los mismos en la capacidad de inducidn de PG. De acuerdo com Hirota -

(1960) se utilizd naranja de acridina en dichos tratamientos.

Los primeros ensayos se realizaron con naranja de acridina tu-
vieron por objeto conocer la concentracidn méxima de colorante §ue no
tiene accidn inhibidora sobre el crecimiento de los Rhizobium, ya -
que sdlo se tenia los datos de Hirota (20 pg/ml) referidos a Escheric .
chia coli. La medida de crecimiento se realizd seglin se expresa.en -
Material y Métodos por lectura de la D.0O. a 650 nm, longitud de onda
que no presenta interferencia con la distinta intensidad amarillo-na-

ranja de los cultivos de acuerdo con su contenido en colorante. Los -
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resultados que se exponen en la tabla 14 indican que el R. melitotd
se comporta de igual manera que el E. cof{ frente al naranja de acri-
dina, por lo que fue elegida para la realizacidn de los tratamientos

la concentracidn utilizada por Hirota.

Las experiencias de eliminacidn de plasmidos se llevaron a ca-
bo con las razas salvajes que presentaban mayor capacidad de induccidn
de PG. De cada tratamiento se realizd un aislamiento y se picd un ni-
mero significativo de colonias para hacer subcultivos y obtener masa
microbiana suficiente para realizar la determinacidn de la capacidad

de induccidn de PG de cada clono.

Un resumen de los resultados se expone en la tabla 15 donde se
puede observar el tanto por ciento de clonos que muestran una capaci-
dad inductora més baja.que el valor que se ha tomado como indice (PG=
=20), de acuerdo con la afirmacidén de Lillich y Elkan y nuestra expe-

riencia personal.

Aunque en la mencionada tabla sbdlo figuran los resultados obte
nidos para tratamientos con naranja de acridina de 24 horas, se han -

realizado ensayos a 48 y 72 horas con resultados similares.

Esta demostracidn hubiera sido aparentemente mids concluyente -
si hubiera habido una divisidn tajante entre los que manifiestan una
alta capacidad enzimitica y los que la presentan baja, sin embargo, -
Se encuentra una gama &e valores de actividades que gradualmente va -
de cerca de 100 a prdximos a 0. Este hecho, no solamente indica la -
falta de una técnica més sensible, sinc tambien la intervencidn de -
otra circunstancia ademds de la existencia de un plasmido que contro-
la la produccidén del inductor de la que después tendrd ocasidn de tra

tarse cuando se discutan los resultados referentes a la purificacidn
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de polisacdridos capsulares.

Los resultados obtenidos en los tratamientos con naranja de -
acridina concuerdan, pues, con la hipdtesis antes propuesta de depen-
dencia de la capacidad de induccidn de PG a la presencia en Rhizobium
de un plasmido. Faltaba por comprobar si la pérdida paulatina de la -
actividad inductora es debida a la cura espontdnea del plasmido o a -
la represién del mismo. Para determinar este extremo, se ensayd si las
razas que esponténeamente habian perdido actividad eran capaces de re
cuperarla en un proceso de induccidn mediante un tratamiento adecuado.
Como agente inductor se empled la mitomicina C (Nakazawa y Tamada, -
1972).

Los ensayos con esta sustancia quimica se han realizado como -
es 1bgico de forma contraria a los anteriores, escogiéndose las razas
de R.mefitoti que naturalmente mostraban una baja capacidad inductora

de poligalacturonasa.

Antes que nada, por la carencia de datos sobre el particular -
referentes a R.melitot{ ya que sdlo se tenian las referencias de Otsuji
et al. (1959) con E.col{ v algfn dato aportado por Parijskaja (1973),
se realizaron los ensayos para conocer el tiempo y la concentracidn -
béptima para realizar leos tratamientos. Como se indicd en el capitulo
de Material y Métodos, aqui no se hizo aislamiento como en el caso -
del naranja de acridina, caso mis sencillo pues sdlo jugaba el factor
concentracidn, sino unos ensayos previos de actividad inductora con -
las mismas bacterias que'précticamente habian estado en contacto por
corto tiempo con una determinada concentracién de mitomicina C, elimi
nando la interferencia del antibidtico con un indculo fuerte llevado
sobre medio sdlido, para conseguir masa sin necesidad de muchas divi-

siones celulares.
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De esta forma se tuvieron unos datos de actividad de poligalac
turonasa que representados grdficamente, figura 4, dan una idea clara
de concentracidn y tiempo &ptimos (0,25 ug/ml, 30 minutos), para lle-:
var a cabe las pruebas definitivas. Pruebas que, como en el caso de -
los tratamientos con naranja de acridina, suponian el aislamiento so-
bre el medio sdlido y el posterior estudio de un nlmero significativo

de los subcultivos procedentes de las colonias aparecidas.

Los resultados de la tabla 16 son bien demostrativos, pero a -
pesar de ello era necesario realizar un tercer tipo de prueba antes -
de llegar a conclusiones definitivas: comprobar que las razas curadas
con naranja de acridina no recuperan la actividad inductora después -
del tratamiento con mitomicina. Realizados los ensayos correspondien-
tes, los resultados fueron coincidentes,como puede deducirse facilmen

te de la observacidn de la tabla 17.

Asi pues puede concluirse que la capacidad del R.melitotl de
inducir la produccidn de PG por las raices de la leguminosa especifi-
ca, depende de la presencia de un plasmido que, bajo las condiciones
normales de conservacidén de la bacteria en el laboratorio, va siendo
reprimido paulatinamente hasta el punto de que la bacteria llega a -
perder casi totalmente su capacidad inductora. Esta capacidad inducto
ra residual obedece probablemente a la induccidn esponténea y al azar
de algunas células dentro del conjunto que componen la poblacidn. Na-
turalmente, aunque hasta el momento se ha hablado en singular, los re
sultados obtenidos no permiten afirmar que en la induccidén de la PG -

intervenga un sdlo plasmido.
Ademids de estos ensayos y de sus resultados tan positivos, se

creyd interesante realizar un ensayo biofisico, consistente en la se-

paracidn por centrifugacién en gradiente de densidad del ADN de célu-
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las que mostraban una alta capacidad inductora y de las curadas. La -
figura 5 presenta la separacidn obtenida después de la medida de: radio
actividad presente en cada fraccidn correspondiente a la timidina tri
tiada que se usd para el marcado de los &dcidos nucléicos. La falta de
pico correspondiente a la presencia de ADN extracromosdmico en la ra-
za curada, confirma de forma rotunda la existencia de un plasmido que
por mecanismo todavia desconocido puede controlar la produccidn del -

inductor de la poligalacturonasa.

En la exposicidn que antecede ha quedado demostrado que la in-
duccidn de la produccidn de la PG se lleva a cabo por una o mds sus--
tancias producidas por la bacteria. Se habla sugerido que tales sus--
tancias podrian ser los polisacidridos extracelulares (Fahraeus y Ljun
ggren, 1959a), pero tal sugerencia no habia sido confirmada hasta el
momento ya que la mayoria de los estudios sobre los polisacdridos de
Rhizobium se han enfocado desde un punto de vista quimico y antigéni-
co (Schluchterer y Stacey, 1945; Dudman, 1964a; Heidelberger et al. -
1970; Hepper, 1972).

Las experiencias realizadas en este trabajo, cuyos resultados
se exponen en la tabla 19 y la figura 7, demuestran sin lugar a dudas
que, efectivamente, los polisacdridos extracelulares son los inducto-
res de la produccidn de PG por las ralces de las leguminosas. No pue-
de descartarse, sin embargo, la idea de que tales macromoléculas no -
actuen directamente, sino que los inductores reales sean fragmentos -
de menos tamafio molecular procedentes de su degradacidn. Esta idea -
viene apoyada por la evolucidn de la cantidad de polisacaridos que se
aislan de un cultivo seglin el tiempo de incubacidn (Tabla 18, figura
6) que parece indicar que los polisacdridos sintetizados en los prime
ros dias de cultivo se degradan facilmente, el incremento posterior -

que experimentan puede interpretarse como debido a un nuevo crecimien
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to de la bacteria a expensas de los productos liberados en las autoli
sis de células viejas. De todas formas en tanto no se compruebe lo di
cho de manera directa, hay que seguir considerando a los polisacédri--

dos extracelulares como los inductores de la PG.

Era de esperar que las razas curadas no produjesen polisaciri-
dos o que estos fuesen inactivos; sin embargo, se encontrd que, a dife
rencia de lo que ocurren cuando se emplean bacterias, a concentracio-
nes mayores de 2 mg/ml, la capacidad inductora de preparaciones obte-
nidas de una raza con alta capacidad de induccidén y de otra curada, -

era la misma o parecida.

Este hecho llamd poderosamente la atencidn y exigid un estudio
méds profundo del problema. Como primer paso se determinaron las acti-
vidades correspondientes a diferentes concentraciones de los polisacé
ridos obtenidos, encontridndose una respuesta que representada gréfica
mente explica el porqué de los primeros resultados hallados (Figura 7).
Como se ve hay un umbral bastante mayor para los polisacdridos proce
dentes de las c&lulas curadas. Esto unido a una menor produccidn de -
los mismos, Tabla 18, aclaran la baja actividad manifestada por los -

cultivos de bacterias curadas.

De este estudio se dedujo que tanto las cé&lulas normales acti-
vas como las tratadas con nafanja de acridina producen polisacdridos
activos, aunque &stas {iltimas, en menor cantidad y, es de suponer, de
naturaleza quimica distinta yé que para ejercer su efecto como induc-
tores necesitan estar presentes a una mayor concentracibén, lo que in-

dica una menor especificidad.

El esclarecimiento de esta cuestién exigia la purificacidén y -

andlisis de los dos tipos de sustancias. Para ello se utilizd la fil-
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tracién por Sephadex y se intentd el estudio de la composicidn quimi
ca de los polisacdridos por andlisis cromatogrdfico de los hidroliza

dos correspondientes.

El paso por Sephadex G-25 estd limitado por la alta viscosidad
que representan las soluciones de polisacdrido cuando sobrepasan una
cierta concentracidn. Utilizando concentraciones bajas, en columnas -
comparativamente grandes, se consiguieron separaciones de los produc-

tos originales con suficiente resolucidn para un estudio analitico.

La presencia de polisacirido en cada fraccidn recogida fue de-
tectada con el método de la antrona y de acuerdo con los valores obte
nidos se reunieron las que formaban los picos para valorar la capaci-
dad de inducir la produccidn de poligalacturonasa. Las dificultades -
que presenta esta técnica de medida impide realizar la determinacidn
fraccidn por fraccidn. De todoé modos, se llega bien sin lugar a du--
das a detectar la presencia de actividad inductora en el primer pico

de los tres que aparecen.

Se da el hechc curioso de que el fraccionamiento de polisacéri
dos extracelulares de cé&lulas curadas también da lugar a tres picos,
aunque la valoracidn con antrona proporciona cifras tres veces mayo--
res para todas las fracciones aunque se haya partido de igual canti--
dad de muestra que en la separacidn del material capsular de las bac-
terias normales. El andlisis de los monomeros explica este particular
comportamiento de los polisaciridos de las razas curadas como se verd

mids adelante.

Realizados los ensayos de actividad inductora de los tres pi--
cos aparecidos, los resultados mostraron que la actividad residia tam

bién en el primero de ellos. Manifestando los otros dos una actividad
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nula. No obstante a pesar de partir para la purificacidn de igual can
tidad de material capsular de uno y otro tipc de células, la activi-
dad mostrada por la fraccidn activa del procedente de las razas cura
das es menor que la misma del otro tipo de células. Llevadas a seque

dad ambos picos dieron pesos muy similares.

El andlisis cromatogrdfico de los hidrolizados de la fraccidn
activa de uno u otro origen se esquematizan en la figura 9, mientras
que los resultados cuantitativos se muestran en la tabla 21. Como se
aprecia, los dos polisacldridos son cualitativamente diferentes y al -
mismo tiempo presentan una proporéién distinta de los azlicares comu--
nes: glucosa, galactosa, manosa, dcidos urdnico y desoxiosas como 2:
2 :1 :1: 1 para el polisacdrido de células normales y para la glu-
cosa, galactosa y manosa de las curadas, como 4 : 1 : 2. Esta distin-
ta composicidn explica el comportamiento particular cuando se valora
con el método de la antrona que da valores tres veces superiores en -
las razas curadas donde hay mds glucosa y mancsa; ya que entre las -

dos suman el triple que en el polisacdrido de las células normales.

En relacidn con estos resultados no es posible establecer com-
paraciones con los datos aportados por otros autores con una metodolo
gia bastante diferente, no habiéndose realizado en ningfin caso fraccio
namiento por Sephadex G-25. Keele et al. (1974), consigue con Sephadex
G-150 una separacidn bien distinta. Estos mismos autores encuentran -
en el material capsular una cierta proporcidn de &cidos nucléicos a -
los que Ljunggren (1961) achacaba la induccidn de la PG. Por otra -
parte, la presencia de dcidos urdnicos detectados en la fraccion acti
va e indicada ya por Amarger et al. (1967) fue negada recientemente -
por Somme (1974). Humphrey et al. describen la ausencia de manosa en
los polisacdridos extracelulares de los Rh{zobium de crecimiento rdpi

do, uno de los cuales es el R. melitotl, afirmacidn no concordante -
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con los resultados aqui presentados. Se puede concluir que ademds de
la variabilidad de razas, se aprecia la carencia de una normalizacidn

de los métodos de estudio seguidos por los diferentes autores.

Aunque no se haya hecho andlisis alguno de las fracciones no
activas de los dos purificados, el comportamiento mostrado cuando se
realiza la valoracidn con antrona indica una similitud cualitativa -
grande con el primer pico de cada una de ellas, aunque de composicidn
estructural distinta que supone la pérdide de la actividad inductora

del enzima.

A la vista de los resultados expuestos, el papel del plasmido
o plasmidos en relacidn con la sintesis de los polisacdridos activos
podria consistir en la produccién de una serie de enzimas capaces de
adicionar restos de dcidos urdnicos, desoxiosas y probablemente galac
tosa a un esqueleto polisacaridico, cuya sintesis estd regulada por -
genes nucleares, formado exclusivamente por glucosa, galactosa y mano
sa. La introduccidn de los sustituyentes citados conferiria una mayor
especificidad como inductor al polisacdrido y al aumentar el tamafio -
molecular incrementaria la cantidad del mismo producida. La conjuncidn
de estos dos hechos explicaria la no inefectividad de las razas de -

Rhizobium carentes del o los plasmidos responsables de la misma.

No obstante, en tanto no se disponga de mis datos sobre la es-
Tructura quimica y la homogeneidad de la fraccidn polisacaridica acti
va, cualquier interpretacidn, ya sea la expuesta u otras, que se den
para explicar el efecto del o los pldsmidos estudiados sobre el tipo
de polisaciridos sintetizados, debe considerarse por el momento como

puramente especulativa.
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CONCLUSTONES




1)

2)

3)

4)

Ha sido comprobada, en contra de la opinidn de algunos autores, la
relacidén existente entre la infectividad de los Rhizobium y su ca-
pacidad para inducir la produccidn de poligalacturonasa por las -

raices de la leguminosa infectada.

Esta induccidn, para la que se han determinado las condiciones &p
timas, es totalmente especifica, ya que sblo tiene lugar en las -
asociaciones de una determinada raza de Rh{zobium con su legumino-

sa correspondiente.

Los efectores primarios de la induccidn de la poligalacturonasa -
son los polisacdridos extracelulares producidos por los Rh{zob{um,

tal como habla sido ya sugerido.

La calidad y cantidad de tales polisacdridos, y por ende su mayor

o menor poder inductor, estdn controladas por uno o varios determi
nantes genéticos extracromosdmicos, cuya presencia y estado de re-
presidn condicionan, en definitiva, la capacidad de una raza de -

Rhizobium para infectar las raices de una determinada leguminosa.
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