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l. INTRODUCCION



1.1 Antecedentes bibliogrificos

La fijacidn bioldgica del nitrdgeno atmosférico ha sido
un tema que desde hace tiempo ha atrafdo la atenocidén de los
investigadores, tanto por su importancia econémica indudable,
como por el interés cientffico del proceso en si, ‘

Desde antiguno era conocido y se utilizaba el hecho de que
las leguminosas enriquecen el suelo en nitrdgeno. Sin embargo,
este hecho aislado no se relacionaba con la presencia de nédu-
los. en las raices de estas plantas, los cuales fueron descri-
tos por MALPIGHI en 1.675. Como puede leerse en la obra de
DOMMERGUES Y MANGENOT (24), el estudio cientffico de la fija-
0idn simbiétioca comenzd con BOUSSINGAULT, quien en 1.838 de-
mostré de una manera clara que las leguminosas fijaban nitré-
geno, y sus resultados se confirmaron un poco después con los
experimentos de HELLRIEGEL y WILFART, quienes demostraron en
1.888 que s8lo las leguminosas que tenfan nédulos eran capaces
de fijar el nitrdgeno atmosférico; ademés, de los resultados
obtenidos por estos dos autores puede deducirse gque la nodula~

cién es la consecuencia de la infeccidén de la raiz por bacie-



rias del suelo. El mismo afio BEIJERINCK aisld la bacteria cau-

sante de la nodulacién, a la que llamé Bacillus radicfcola,

hoy conocida como Rhizobium leguminosarum. El mismo autor ais—

16 en 1.901 el primer fijador libre de nitrégeno, Azotobacter,

¥y desde entonces se han multiplicado los estudios sobre este
tema, en gran parte debido al enorme interds préctico del mis-
mo, pues, oomo €8 sabido, en muchos casos el principal alicien-
te para realizar tales investigaciones ha sido 1a posibilidad
de sustituir los abonos nitrogenados por microorganismos fija-
dores de nitrégeno, lo que tendria una repercusién econdmica
indudable. ‘

Hasta tal punto tiene importancia el aspecto econdmico
del problema, gue, segin datos recogidos por DOMMERGES y MAN-
GENOT (24), la F.A.0. calcula gue la tasa de fijacién de ni-
trégeno por afio en todo el rundo es del orden de 108 tonela~ -
das, atendiendo solamente 2l que se fija por via simbiética.
‘La fijaci6n'libre’tiene menos importanoia, yé que, COMO €8 S8a~
bido, la energia necesaria para romper el triple enlace entre
los dos ftomos de la molécula de nitrﬁgend es tan grande, que .
los microorganismos fijadores necesitan un enorme aporte de enexr-
gfa, lo que requerirfa una gran cantidad de materia orginica,
que, normalmente, no ee encuentra en los suelos. Sin embaigo,
en el caso de la fijacidn simbidtica, dicha energfa es suminis
trada por la planta, que contribuye con ella a la efiéacia fi-
jadora del sistema simbibticoe.

- Pero no todos los trabajos sobre la fijacién simbidtica
del nitrégeno han tenido méviles exclusivamente pricticos. En
efecto, la simbiosis que nos ocupa ha tenido gran importancia
‘desde hace tiempo, por constituir uno de los fendmenos més pe

culiares e interesantes desde el punto de vista de la biologia



blsica. En consecuencia, son muy numerosos los trabajos y revi-~
siones sobre el tema, cuya relacién serfa interminable. Por
ello, s8lo citaremos aqui algunas de las mds recientes: RAGGIO
y RAGGIO (67), JORDAN (45), DART y MERCER (16), MISHUSTIN y
SHILNIKOVA (55), BENEMANN y VALENTINE (4), DALTON (14), DIL~
_WORTH (22), EVANS y RUSSEL (28), BURRIS (13) y SHANMUGAN y
VALENTINE (78).

l.l.1e~ El género Rhizobium

Uno de los aspectos mis interesantes en el estudio de la
fijacién del nitrdgeno por Rhizobium es, sinkduda, la simbio=
8is entre dicha bacteria y la leguminosa.

En la asociacidn simbidtica intervienen dos elementos: la
" leguminosa hospedadora y el Rhigobium, y es conveniente dete-
nerse un poco en esta breve revisidn para destacar algunos as-
pectos relativos a ambos componentes del sistema.

El primer elemento de la asociacién simbidtica es el EEE?'
gobium. Este género de bacterias, en la Wltima edicidn del BER-

GEY’S (7), aparece inclufdo, juntamente con Agrobacterium, en

la Parte 7, Familia Rhizobiaceae. Aunque aun se sdmite su so-

paracidn en dos ggneros, las similitudes entre Agrobacteriwm

¥ Rhizobium son tan grandes que muchos autores proponen la in-
clusidn dellas especies de Agrobacterium dentro del gémero Rhi-
~zobiunm. (12, 21’ 36, 43).

Para estudiar la morfologfa de Rhigobium es necesario dis-

tinguir entre formas vegetativas y bacteroides. Como es gabidoy,

se llaman bacteroides a las células de Rhizobium tal como se



encuentran dentro del nddulo maduro, las cuales son esencialmen
te distintas de las formas vegetativas, es decir de las c8lulas
tal como se encuentran enyla rigosfera, en el tubo de infeccidn
o en los medios de cultivo. (5, 6, 15, 32, T7).

En el citado manual de BERGEY se describen los Rhizoﬁium
como bacilos de 0,5-0,9 por 1,2-3,0 micras, que pueden presen
tar formas pleomérficas cuando las condiciones de cultivo son
adversas. Contienen granulaciones intracitopldsmicas de poli-
beta~hidroxibutirato, que, al microscopio de coniraste de fa-
ses, apareeen como grinulos muy refringentes. Estos microorga
nismos son Gram negativos y méviles en cultivos jévenes. Pre—
gsentan de dos a seis fiagelos peritricos, o bien, un flagelo
polar o subpolar y producen un abundante mucopolisacérido cnan
do se désarrollan en medios ricos en hidratos de carboﬁo. Es-
te polisacdrido da lugar por hidrélisis a glucosa y 4cido ga~
lacturdnico, ademis de una serie de azfcares gue varfan de
unas estirpes a otras, lo que ha llevado a pensar que, como
veremos mis adelante, dicho polisacdrido desempeiia un papel
jmportante en el prooceso de nodulacién (62). Sin embargo, pe~
ra otros autores el polisacdrido no serfs nés qpge un agente
de agregacidén en los suelos (24). |

Los Rhizobium son miocroorganismos aerocbios, pero pueden
desarrollarse en medios con tendiones débiles de oxigeno
(0,01 ztm). EL pH &ptimo’ de crecimiento es de 6,5 = T, aunque
hay especies muy tolerantes respecto a la acidesz. Asf, Rhi-

zobium japonicum ¥y el grupo de los Rhizobium que nodulan en

Vigna sinensis (el llamado "grupo "cow peah), pueden Vivir a

pH de 4,0 e incluso de 3,5 (24). También es conocido el hecho

de que Rhizobium trifolii puede desarrollarse a pH 4,5 (37).

Por otra parte, los rizobios también pueden multipliqarse en

medios de cultivo de alcalinidad relativamente alta (37).



De igual manera; hay Rhizobium que tienden a acidificar
los medios de cultivo, mientras gue oiros no alteran el pH de
los mismos. Como veremos, este hecho ha gido utilizado 6on fie
nes taxonémicos.

En cuanto a las colonias de estos microorganismos, en el
BERGEY °S se describen como colonias blancas o incoloras. Una
caracteristica de ellas es que, cuando crecen en presencia de
rojo fenol (90), o de cristal violeta (30) no concentran el
colorante, permaneciendo blancas o incolorés, mientras gue
otras colonias de bacterias que puedan coexistir en las muestiras
presentan un intenso color rojo o violeta, segin el colorante
afladido a los medios de cultivo.

La taxonomfa de Rhizobium ha sido siempre muy polémica.
Ello es debido a que, hasta el momento, el principal criterio
que se utiliza para la divisidn del género en especies se basa
en la nodulacién especifica en plantas hospedadoras. En efecto,
ho todas las estirpes de Rhizobium pueden nodular en cualquier
especie de leguminosa, #ino que se observa una gran especifici
dad en este sentido, lo que ha dado lugar a la divisidn de las
leguminosas en los llamados grupos de inoculacién cruzada, en-
tendiendo como tal al grupo de leguminosas que pueden ser infec
tadas por una determinada especie de Rhizobium. Asi, Medicago
¥ Melilotus pertenecen al mismo grupo de inoculacién oruzada

porque ambas pueden ser infectadas por Rhizobium meliloti. Evi

dentemente, la aplicacidn de tal criterio taxonémico, ademis

de ser muy lsboriosa, puede conducir a grupos artificiales,‘so—
bre todo si no se tiene en cuenta la eficacia. En oonsecuenci.n,
han aparecido un gran ndmero de trazbajos sobre la taxonomfa de

Rhizobium que llegan a conclusiones muy diferentes, lo que ha

- acentuado la discusidn planteada sobre el tema.



En efecto, ya WILSON (95) publicd un trabajo titulado "qui
nientas razones para abandonar los grupos de inoculacidn crusza
da de las leguminosas", en el que considera que las propiedades
infectivas por s{ solas no ‘siempre pueden identificar claramen
te las especies de "bacterias dellos nédulos de la raiz®™. En el
mismo sentido se manifiestan obros muchos autores, como BONNIER
(12), KORRIS (58), LANGE (50) y GRAHAM (36, 37).

Por otra parte, hay investigadores que suponen que, dadas
las similitudes entre Rhizobium ¥y otras bacterias, especialmen

te las del género Azotobacter y la famalia Bacillaceae, no hay

justificacidn para colocarlas en familias separadas. Asi, BI-
SSET (10) sugiere que Rhizobium es un género aberrante de la

familia Bacillaceae, derivado de Bacillus polymyxa, ¥y que el

género Azotobacter y los Clostridium fijadores de nitrdgeno

pertenecen a un mismo grupo de bacterias estrechamente relacig
nadas. Bsta idea encontrd apoyo cuando HINO y WILSON éescribig
ron bacilos muy parecidos a B. polymyxa que podian fijar nitrd
geno libremente. A este respecto conviene ciiar los recientes
resultados de PAGAN y colaboradores (61), KURZ y LA RUE (49)

¥y otros investigadores, guienes han demosirado la fijacidén de
nifr6geno por ocultivos puros de Rhizobium.

NORRIS:(58) indica que las leguminosas tropicales son es
pecies muy primitivas desde el punto de vista evolutivo ¥ por
ello supone gque los Rhizobium gue nodulan en ellas (los= 1llama
dos del grupo "cow pea") también deben ser muy poco evolucio-
nados, por lo que sugiere la importancia de la revisién de las
estirpes de Rhizobium que nodulan en plantas tropicales. BIS-
SET (11), estudiando doce estirpes de Rhizobium que nodulaban
en leguminosaa silvestres y cultivadas del Congo ex-belga, en

contrd que dichas estiipes pueden, en efecto, congiderarse muy



primitivas y que tienen una gran relacién con Azotobacter ¥y
con las Bacillaceae. | |

Estos hechos apoyan la idea primitiva de WILSON sobre la
poca consistencia de la divisidn en e8péoies del género Bhizo-
bium y de la separacién dé las Rhizobiaceae y las Bacillaceae.

En consecuencia, se encamina el estudio taxondmico de
Rhizobium hacia el establecimiento de nuevos oriterios que per
mitan una clasificacidn més natural. A céntinuacién citaremos
algunos de los mis importantes.

GRAHAM (35) prepard antisueros frente a 58 estirpes de
"bacterias aisladas de nddulos™ y 16 de Agrobacterium, y pro=-

b8 su acoidn frente a 113 estirpes de Rhizobium, 20 estirpes

de Agrobacterium y otras 20 bacterias a las que consideraba

relacionadas con ambas, y llega a la conclusidn devque se pue

den distinguir tres grupos seroldgicos entre las bacterias del

género Rhizobiums (1) Rh. trifolii, Rh, leguminosarum y BRh. ph

- seolis (2) Rh. lupini, Rh. japonicum y Rhizobium spp.; (3) Rh.
meliloti. Basindose en estos resultados ¥y en otros poidsriormen
te publicados por el mismo autor (36, 37), propone una reorga-
nizacién del género Rhizoﬁium, que quedaria dividido en dos es

peciess Rhizobium meliloti y Rh. leguminosarum; en la primera

de estas especies quedarfan englobados Rh. meliloti, Agrobac-

terium radiobacter ¥y A. tumefaciens, mientras que en la segun-

da se agruparfan las antiguas R. leguminosarum, R. phaseoli ¥y

Rh. %rifolii. Las otras dos especies (Rh. lupini y Rh. japoni-

cum) y el grupo Rhizobium epp., gue coinoide con el llamado

grupo “cow pea", se encuadrarian en un nuevo género, Phytomyxa,
Esta nueva clasificacidén propuesta por GRAHAM puede resumirse

en el Cuadro I, tomado de la obra de DOMMERGES y MANGENOT (24).



. Cuadro It Clasificacién de los Rhizobium, segin Graham
(TPomado de DOMMERGES y MANGENOT (24), modifi

cado)
w
Género Especies Especies anteriores
Rh. leguminosarum
Rh, leguminosarum BRh, trifolii
Rhizobiﬁn Rh. phaseolil
(crecimiento
eneralmente
poneraLn Rh, meliloti
répido
P ) Agrobacterium radio~-
Rh. meliloti bacter
A, tumefaciens
Phytomyxa Rh, lupini
(creciniento | Ph. jeponica Rh, japonicum
generalmente Grupo “cow pea'

lento)
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Hay otras muchas publicaciones en las que se utilizan las
téonicas seroldgicas para clasifiocar los Rhizobium(92). Con eg
tas técnicas DROZANSKA (25) y VINTIKOVA y colaboradores (93)
llegaron a las mismas consideraciones que GRAHAM, independien~
temente de &1.

En 1.964 GRAHAM y GRAHAM y PARKER (36, 37) publicaron dos
trabajos que son fundementales a la hora de di;cutir la taxono
mia de Rhizobium. En el primero ée ellos se aplican las técni-
cas de computadoras al estudio taxonémico del género. Estudia
83 estirpes del género Rhizobium y 38 pertenecientes a Agrobac

terium, Chromobacterium (que en la séptima edicidén del BERGEY™S

aparecia como un tercer género de las Rhizobiaceae), Beijerinc-
kia (un fijador libre de nitrdgeno) y Bacillus. Pera determinar
1a§ afinidades entre estos mioroorganismos emplea el autor el
estudio de una serie de cien caracteristicas, como son: nece-
sidades de factores de crecimiento, utilizacidén de distintas
fuentes de carbono y de nitrégeno, resistencia a los antibiéti
cos, caracterfsticas morfolégicas, tanto de las células como

de las colonias, pruebas bioquimicas e infectividad. Con este
tipo de andlisis numérico llega a la conclusidn de que Chromo-

bacterium, Bacillus y Beijerinckia estin poco relacionados en-

tre s{, y con el resto de las bacterias estudiadas. Sin embar-

£0, log resulpados obtenidos con Rhizobium y Agrobacterium le

llevan a insistir en las modificaciones propuesias el afio an-
terior, inclufda la presentacién de un nuevo género, Phytomy-
X2

En la discusién del trabajo que acabamos de comentar el
mismo GRAHAM llama la atencidn sobre el hecho de que no todas
las caracter{sticas empleadas por &1 tienen el mismo signifi-

cado taxondmico y, de acuerdo con ello, GRAHAH y PARKER (37)
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publicaron un nuevo trabajo en el gue se hace un estudio del
valor taxondmico de las caracteristicas empleadas por ellos

¥ que ya habfan sido empleadas.por LANGE (50) para caracteri-
gar las bacterias que nos ocupan. De sus trabajos deducen los ‘
autores que, mediante los tests de nodulacidn, sélo se pueden
distinguir tres grupos de Rhizobium, pero que hay oiras carac
terf{sticas, cuyo valor taxondmico discuten 1os_éutores median=-
te pruebas estadisticas, tales como chi-cuadrado y el valor @
de Sneath, que pueden servir para identificar las especies. Ta
les caracter{sticas sons necasidaﬂes de tiamina, y pantotenato
cdloico, crecimiento a pH 4,5 ¥ 9,5, crecimiento a 372C, tole-
rancie a una salinidad del 2% de Clia én los medios de cultivo,
reduccidn de los nitratos a nitritos, temafio de las colonias

¥ presencia de granulos metacromaticos.

Pero esta divisidn de los Rhizobium en dos géneros, éon
tener muchos defensores, no es universalmente admitida, ni mu-
cho menos. | , L

NORRIS (58) realizd en 1.965 un estudio de 717 estirpes
de Rhizobium, relacionando la acidificacién del medio de cul=
tivo con su posicidn taxondmica tradicional y con la de la plan
ta hospedadora. Atendiendo a estos criterios divide el género
en dos grandes grupos:

Grupc Te¢ Rhizobium que acidifican el medio de

cultivo ]
Rh. leguminosarum
Rh, trifolii
Rh., meliloti

.Rh. phaseoli
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Grupo IIt: Rhizobium gue no acidifican el medio de

cultivo

Rh, lupini -

Rh, japonicum

Este antor incluye en la easpecie Rh. japonicum a los Rhizobium

del grupo "cow pea". Ademfs, el grupo I estd constitufdo por
las especies de crecimiento rdpido, ¥y el grupo II engloba a las
especies de crecimiento lento en los medios que contienen extrac
to de levaduré.

Sin embargo, en 1.966 ABDEL~CHAFFAR y JENSEN (1) encontra

ron ouatro estirpes de Rh. lupini, aisladas de Lupinus densiflo-

rns, Benth., gue presentaban rdpido crecimiento en los medios

g6lidos y, adem&s, nodulaban en Lotus corniculatus y Anthyllis

vulnerariz, que no pertenecen 21 grupo de inoculacién oruzada
de Lupinus, por lo gque proponen la desaparicién de Rhizobium
lupini como especie y las bacterias pertenecientes a ella gue-

den englobadas en Rh., leguminosarum, propuesto por Graham, mien~

tras que algunes estirpes de Rh. lupini de creocimiento lento po
drian quedar englobadas en Phytomyxa japonica, especie, que,

como se recordari, fue propuesta también por Graham.

Con el descubrimiento de nuevas técnicas taxondmicas se
acentud aun mds la discusién acerca de la taxonomfa del género
Rhizobium. Una de las caracteristicas mis utilizadas para ocarag
terizar las especies deARhizobium han sido las propiedades del
ADN (20, 21, 27, 31, 43). Asi, DE LEY y RASSEL (20), basindose
en las propiedades del ADN de diversas estirpes de Rhizobium
propusieron una clasificacién que, fundamentalmente, coincide
con la de GRAHAM, Estudiando los contenidos en guanina y cito-

sina de 85 estirpes de Rhigzobium y la distribucién de sus fla-
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geloq,encontraron que existe una correlacidn entre una y otra

propiedad y, con estos resultados, dividen a los ERizobium en

dos gruposs

Grupo I: Organismos con flagelos peritricos, con

crecimiento répido en los medios de culti
vo y con un contenido bajo en pares de
guanina y citosina. Estos organismos se
encuentran en todos los grupcs de inocu
lacidn crugzads estudiados por los auto-
res, quienes los dividen en dos subgrupos

a los que llaman Rh. legumincsarum y Bh.

» meliloti.
Grupo_ II:Organismos con flagelo sﬁbpolar con ore-
cimiento lentc en los medios que incluyen
extracto de levadura en su composicién y
un alto contenido en guanina y citosina
(62,8 al 65,5 %). Este grupo forma né-
dulos principalmente en Lu inusQ Glyci-

ne, Vigna, Lotus y Wistaria, y los auto-

res lo agrupsn en una sola especie, a la

que llaman Rh. japonicum y que coincide

con Phytomyxa japonica, Graham.

Las relaciones entre ambos grupos sonbmuy grandes, puesio
que los contenidos en guanina y citosina son muy préximos y,
en algunos o0asos, solapan; ademis, muchos de los microorganis-
mos inclufdos en el grupo I presentan flagelo polar o subpo-
lar. As{ pues, segin estos autores sélo se pueden distinguir

tres especies de Rhizobium: Rh. leguminosarum, Rh, meliloti

y Rh. japonicum, estando las dos primeras mis relacionadas en-

tre 8f que con la dltima.
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Para completar su discusidn de la hipStesis de @raham-acsr
ca de la nueva olasificacién de Rhizobium, DE LEY y colaborado-~
res (21) hicieron un estudio similar de 45 estirpes de Agrobac-
terium, comparéndolas con otras estirpes de microorganismos que‘
consideraban relacionados con é1, y llegaron a la conclusidn de

que Agrobacterium, Rh. leguminosarum y Rh. meliloti (entendien~

do estas doe especies en ol sentido de DE LEY) tienen un conte
nido en guanina y citosina muy parecido. Apdyéndose en resulia-
dos e XLEIN y KLEIN, que ellos mismos regogen (21), segin los

cuales es posible la transformacidén entre Rhizobium leguminosa

rum y Agrobacterium, de forma que se puede transferir la pato-

genia del segundo al primero, lo que demmestra uvna gran simili
tud enire los ADN de ambos microorganismos, DE LEY y colabora-
dores proponen la inclusién de Agrobacterium dentro de Rh, le-

guminosarum, lo que est4 tembién de acuerdo con la clasifica~

cién de GRAHAM, que, como se recordard, inoclufa a A. radiobac-

ter y A. tumefaciens dentro del gémero Rhizobium. Por otro la-

do, baséndose en argumentos parecidos, incluyen a Beijerinckia

dentro de Rh. japonicum.

Otros trabajos de transformacidn interespecifica entre

Agrobacterium y Rhizobium son los de KERN, citados por De

Ley, en los que se demuestra la transformacién reciproca en—

tre A. tumefaciens y Rh. leguminosarum, utilizando como mar-

cadores la resistencia a la esireptomicina y a la sulfamida.
Estos trabajos se complementan con los de HEBERLEIN y
colaboradores (43) y GIBBINS y GREGORY (31). En el primero

de ellos, los autores hacen experimentos de hibridacién del

ADN de diversas especies de Rhizobium, Agrobacterium, Chro-

mobacterium y algunos otros microorganismos, llegando a la crea

cién de un nuevo género, al que llaman Rhizobium, pero que re-—
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sulta de una reagrupacidn de Rhizobium y Agrobacterium. El nue-

vo género Rhizobium comprendia seis especies, de las que ires
eran las dos especies de Rhizobium de Graham, ademés del géne-
ro Phytomyxa del mismo autor, y las otras tres serfan especies

de Agrobacterium.

En el otro trabajo, se aplican tres métodos de hibridacién

del ADN al estudio de las analogfas entre Rhizobium y Agrobacte-

rium ¥ sus autores llegan a la conclusidn de que mediante estas

téenicas no pueden distinguirse Rh, leguminosarum ¥ Rh. trifolii,

al mismo tiempo que se pueden agrupar Rh. lupini y Rh. japonicum

por un ladoy y Bh, meliloti ¥ Rhogphaseoli, por otro. Las tres

estirpes de Agrobacterium utilizadas por estos investigadores

eétaban, segin ellos, muy relacionadas con Rhizobium lupini y

con Rh. leguminosarum.

Todos estos resultados concuerdan en esencia con los de
GRAHAM y DE LEY, aunque estén realizados asplicando técnicas muy
diversas. '

Hediante otras t&onicas de clasificacidn se ban publicado
trabajos que apoysn la clasificacién propuesta por GRAHAM. As{
GOSTKOWSKA (34) estudid distintss caracteristicas fisioldgicas
de Rhizobium y 1legd a la misma divisién en especies propuesta
por DE LEY. A v

Otra técnica aplicada al estudio de este problema ha sido
la sensibilidad a fagos; mediante esta téonica STANIEWSKI y
KOWALSKA (83) llegaron a cénclusiones parecidas.

Pero en 1.967 se éplic& un nuevo método, el llamado mé-
todo de Van Schreven, que consiste en una tipificacién de los
microorganismos basindose en sus antibiogramas, o, mds concre—

tamente, en la resdstencia de los mismos a los antibidticos

prdducidos poxr los‘microorganismos del género Sitrptomyces.
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STRZELCOWA (84) apliocd este método a una amplfsima coleccién
de Rhizobium y estudid la sensibilidad de todas las estirpes
de que disponia a los antibiéiicos segregados por Str. laven-

dulée, Str. scabiei, y Str. griseolus, dividiendo el généro

Rhizobium en {res grupos, a los gue no llega a daxr categoria
de especie., pero gque, comoc puede comprobarse, reocuerda mucho

a la divisidn de DB LEY:

Grupo I Rh. meliloti, muy sensible a los antibid-

ticos de Str. lavendulae,

Grupo II: En este grupo se encuentran Rh, trifolii,

Rh. 1eguminosarum ¥ Rh. phaseoli, que‘

o

eran totalmente inhibidos por los anti-

bidticos de Sitr. lavendulae

Grupo IIX: En este tercer grupc se incluyen Rh, Ja

ponicum y Rh. lupini, que muestran una

jnhibicién total por Str. lavendulae,

mientras que no se afectan por los antibig
ticos producidos por las otras dos especies

de Streptomyces.

Estas técnicas de clasificacidn no han sido utilizadas so-
lamente para distinguir las especies de Rhigobium, sino que la
identificacidn serolbgica (80) se ha utilizado también para es-
tudiar diferencias entre estirpes de la misma especie y, las
técnicas de comparacién de ADN, han sido utilizadas a fin de po-
ner de manifiesto posibleé diferencias entre los Rhizobium en
forma vegetativa y los bacteroides (69). |

Pero volviendo al problema de la taxonomfa de Rhizobium,
como ha podido comprobarse a lo largo de esta exposicidén, las
prusbas que apoyan la clasificacidén de GRAHAN son muy numerosas,

pero, como hemos dicho,repetidas veces, no todos los autores
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se manifiestan de acuerdo con ella.

" El trabajo que nos ha parecido mis interesante en este sen-
tido es el de ‘T MANNETJE (86), en el gue, aplicando tratamien=-.
tos estadisticos, se hace un estudio crftico de los resultados
presentados por GRAHAM (36) y DE LEY y RASSEL (20), llegando a

las siguientes conclusiones: a) Agrobacterium radiobacter y Ao

tumefaciens constituyen un taxén bien definido; b) Agrobacterium

esti més relacionado con los Rhizobium de crecimiento répido
que con los de crecimiento lento; c¢) todas las estirpes de Rhi-
zobium estudiadas estédn mds relacionadas entre sf que con Bei-

jerinckia y Chromobacteriums d) Bacillus, Beiljerinckia y Chro-

mobacterium tienen mis similitudes entre sf que con Rhizobium.

Es evidente que las conclusiones a) y b) esfﬁh en clara oposi-
cién con las obtenidas por Graham. En consecuencia, T MANNEZJE

considera que las especies de Agrobacterium deben seguir agru-

padas en un taxdn con categoria de género, ya que no esté jug—
tificada su inclusidn dentro de Rhizobium. Por otra parte, es-
tima que el género Rhizobium debe dividirse en dos secciones

gque tengan a Rh. japonicum y Rh. leguminosarum como especies

tipo ¥ que la divisidn en especies quede postergada hasta el
estudio exhaustivo de un mayor nimero de estirpes.

En el BERGEY‘S (7), aparece el género Rhizobium dividido,
efectivamente, en dos grupos:

GrugoAIs Dos & seis flagelos peritricos; crecimien-~
to ripido en medios con extracto de leva-
dura; contenidos en gusnina % citosina
que oscilan entre 59,1 y 63,1 moles %

i. Rh. leguminosarum

2. Rh. phaseoli
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3. Rh. trifolii

4. Rh, meliloti

Grupo II: Flagelo polar o subpolar; crecimiento len
to en medios con extracto de levadura. Conte-
nidos en guanina ¢+ citosina que oscilan entre
61,6 y 65,5 moles %.

5. Rh. djaponicum

6. Rh. lupini

Evidentemente, en el citado Manual se recogen, en un inten
to de conciliarlas, las diversas opiniones acerca de la taxono-
mia del género. Aunque reconoce todévia la validez de los gru-
pos de inoculacién cruzada, pone de manifiesto la debilidad de
este criterio taxondmico, puesto que hay plantas de un grupo de
inoculacién cruzada que pueden ser infectadas por microorganis—
mos que, normalmente, infectarian leguminosas de otro grupo dis

tinto.

l.1.2.~ Leguminosas investigadas

El otro elemento de la asociacién simbidtica es la planta
hospedadora. . }

Segin datos recogidos en la obra de DOMMERGES y MANGENOT
(24), 1a Familia Leguminosée es una de las mis numerosas de 1o
da la boténica: comprende unos §60:.géneres con 10.000 a 12.000
especies, distribuidas en tres subfamiliés: Cesalpinoideae, Mi

mosoideae y Papilionoideae. La mayorfa de las especies de la
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zona templada estdn agrupadas dentro de las Papiliondceas, mien-
tras que las otras dos subfamilias estén localizadas, con muy po
cas excepciones en las zonas tropicales. _

Pero, a'pesar de ser tan numerosas, solamente se han esfu—v
diado en cuanto z su nodulacidn un bajfsimo porcentaje de espe-
cies. El mayor estudio realizado en este sentido fue el de ALLEN
y BALDWIN, quiehes, en 1.954, investigaron la pr;sencia de ndédu-
los en 1.200 especies de leguminosas, encontrando nédulos en el
noventa por ciento de las plantas examinadas, la mayoria de las
cuales pertenecia a la subfamilia Papilionoideae, siendo las
Cesalpinoideae las que se encuentran mi3s a menudo desprovistas
de nddulos, mientras que las Mimosoideae ocupaban una posicidn
intermedia.

GRAHAYM (36), en uno de sus ‘trabajos sobre la taxonomia de
Rhizobium, llama la atencidn sobre la necesidad de ampliar los '
estudios con otras especies, sobre todo las silvestres, ya que
por razones obvias, casi todos los estudios se han dirigido prin
cipalmente a las leguminosas cultivadas.

El mismo afio BEADLE hizo un estudio para investigar 15 pre
sencia de nédulos en diversas leguminosas y, aunque emplea menos
especies que ALLEN y BALDWIN, confirma los porocentajes estable-
cidos por 8stos (24).

En 1,965, emunque con objetivos distintos, NORRIS (58_) hi-
zo un recuento de especies noduladas, pertenecientes a las tres
subfamilias, mis concretamente‘a 87 géneros distintos, aislan~
do de ellos 717 estirpe de Rhizobium, que no llega a determinar,
aunque sf estudia algunos aspectos de su fisiologia, con lo que
llega a dividirlbs en dos grandes grupos. Pésteriormente se han
estudiado la presencia de nddulos en otras especies (91), pero,

segin puede apfeciarse en el cuadro II, son muy escasos los gé-
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Cuadro II.- Relacién alfabétice de los géneros de

1eguminosas estudiados hasta la fecha,
en cuanto a la presencia de nddulos en’

ellas

p—— P porron

Género de legumin

osa Especie de Rhizobium que

nodula en ella

Acacia
Albigzia
Aotus
Aotus

~ Bosgiaea

Brachzsema

Cassia

Rhizobium lupini

Rh. japonicum Rh. phaseoli:

Rh. lupini
Rh. lupini

grupo "cow pea"

grupo "cow pea"

Caesalpinia

Cajanus

Chamaecrist

a

Chorizema
Centrosema
Cynomeira
Davesia
Desmodium
Dillwynia
Dolichos

Buchilopsis

Butaxia

Entada

Gastrolobium

grupo "cow pea'

todas

Rh. lupinij; grupo "“cow pea"

Rh. lupinis Rh. phaseolij;

RH. del grupo "“cow pea"

' Rh. lupinis grupo "cow pea"
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SREmIIITIR RS

Género de leguminosa

= = SEEmen N e

Rhizobium gue nodula en ella

Gompholobium

Glxcine

Hardenbergia

Hovesa

Intsia

Isotrogis

Janksonia

Kennedya
Latrobea

Leucaena

Lotus

Lupinus
Medicggo
Mimosa
Mirbelia
Nepiunia
Ornithopus
Phaseolus
Pisun

Pitkecellobium

Pultenaea

Rh, lupinij grupo “cow pea"

Rh. Jjaponicum; Rh. lupinij

grupo "cow pea"

Rh. jeponicum; Rh. lupinis

grupo “'cow pea

Rh. japonicums grupo "cow pea"

Rh. japonicum; Rh. meliloti

o “cow pea®
P P

Rh. phaseolis; grupo "cow pea®

Rh, japonicumj; Rh. phaseoli;

grupo ""cow pea"

BRh. japonicumi Rh. phaseoli

grupo "cow pea"

grupo "cow pea"
Rh. lupinij grupo “cow pea"

Rh. meliloti

Rh. phaseolis grupo "cow pea"

Rh. phaseoli

Rh. leguminosarum

Rh. japonicums grupo Ycow pea”
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Cuadro II.- Continuacidn

.

Género de leguminosa Rhizobium que nodula en ella
Sphaerolobium © grupo "cow pea

Stizolobium

Stylosanthes

Templetonia Rh. lupinij Rh. phaseolis

grupo “cow pea"

Trifolium Rh. trifolii
Vigia Rh. leguminosarum
Vigna ) Rh. japonicum; grupo "cow pea"

WisTauion L /‘G«/’ucvnuﬁl e ?z d«.fxc oot Loy "
i v
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neros investigados en este sentido.

Como puede deducirse de lo anteriormente expuesto, se han
hecho relativamente pocos muesireos para demostrar la presencia
de nédulos en las Leguminosas, lo que sugiers la conveniencia
de ampliar los estudios sobre la nodulacidn en Leguminosas sil-
vestres y ésta es una de las lineas de trabajo egtablecidas en
nuesiro laboratorio. Conoretamente, en la regién andaluza exis

te un género endémico, Tetragonolobus, que nunca habia sido es-

tudiado en este sentido. Ademds, este género presenta una serie
de ventajas,como material de trabajo, ya que es ficilmente ac-
cesible y posee una ploidfa favorable (14 cromosomas) para rea
lizar en &1 ulteriores estudios (23).

El objeto de nuestro trabajo es, en parte, realizar un
estudio de las bacterias czusantes de la nodulacidn en dicho

género, para llegar a su identificacidn.

lel.3e~ Fisiologfa de 1a formacién de nddulos

Otro de los aspectos del estudio del sistema Rhizobium-
leguminosa es la fisiologfia de la formacidén de nddulos, esto
es, la infeccidn y el emtablecimiento de la simbiosis.

La infeocidén de las rafces por parte de Rhigobium estd re
gulada tanto por factoreé,dependientea de la planta, como de
la bacteria. |

El Rhizobium debe ser capaz de penetrar en los tejidos de
la raiz, es decir, debe ser "infectivo", o "virulento", pero la
infeccién y la nodulacién también dependen de la planta hos—

pedadora. En efecto, se ha demostrado la preaencia»delfactores
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genéticos mis o menos complejos que inducen una resistencia de
la leguminosa a la infeccidén rizobiana, o que condicionan el
mimero y el tamafio de los nddulos (59).

En la mayorfa de las leguminosas se pueden distinguir cua
tro fases principales en la infeccién y en la formacidén del nd-
dulos a) una fase de preinfeccidni b) infeccidn y génesis del
nddulo; c¢) madurez nodular, y d) degeneracién del nédulo. Di-
chas féses se representan en el Cuadro III, tomado de DOMMER-
GES y MANGENOT (24).

Desde el punto de vista de la fisiologfa de la formacidn
del nédulo, las fases mis interesantes son la primera y la se-
gunda. En cuanto a esta dltima, es decir, en cuanto a la infec—
¢ién y la formacidn del nédulo, se han hecho muchos estudios
citolbgicos, bioquimicos y genéticos (6, 17, 68).y de algunos
de ellos parece deducirse que la formacidn del nédulo esti de-
alguna manera determinada por la ploidfa de la planta (8).

Pero la fase que mds nos interesa a nosotros es la prime-
ra, la fase de preinfeccidén, porque en ella es en la que se
pone de manifiestp con mayor evidencia el mecanismo del esta-
blecimiento del sistema simbidético. Dicha primera fase puede,

a su vez, ser dividida en dos etapas: multiplicacidn especifi-
ca de los rizobios en la rizosfera de la leguminosa, ¥y defofmgi
cién de los pelos absorbentes de las rafces de la planta.

Los Rhizobium pueden vivir como habitantes normales de
la rizosfera, aun en ausencia temporal de su planta hospedado~-
ra, pero su pervivencia en los suelos depende de la existencia
de su planta hospedadora habitual, cuya raiz estimula fuertemen
te su multiplicacidén (59, 60). El aumento del nimero de Rhizo-
bium alrededor de la leguminosa hospedadora, como indica NUT-

MAN (60), es muy distinto del "efecto rizosfera" normal mostra




54

Cuadro ITIs Fases de la formacidén de un nédulo en la sim-

biosis Rhizobium-leguminosa (24)

FRED D e T SN 2SO

#

T DAL S el e e e i e e et it e e s e B o G s e Al s et e i a0 ot o

T T A T I A ST S R S A S A B o T ST IR S T PR 2 ST BT A N R ST RN SIS L R LT B S R AT

EVENT0S CORRESPONDIERTES

1. Preinfeccidn de la raiz

. Multiplicacidn de los Rhi-~

zobium especi{ficamente en
la rizosfera

Deformacién de los pelos
absorbentes

2, Infeccidn y génesis del
nédulo

1

Penetracidén de los Rhizo-
biun, formacién y progre-
sidén del tubo de infeccidn

Multiplicacibn de la cély
las diploides y tetraploi

. @es gque forman el tejido

nodular (diferenciscién del
nédulo )

%e Madurez nodular

Liberacidn de los Rhizobium
fuera del tubo de inieccidn
y formacidén o persistencia
de la membrana envolvente.

¥ultiplicacién de 1o Rhizo-
bium liberados.

Conversién a la forma bac—
teroide.

Establecimiento de la sim=
biosis funcionals reduccidn
y asimilacidn del nitrdgeno
( madureyz nodular en senti-
do estricto)

4/ Degeneracidn

Liberacidén de los Rhizobium
en ¢l suelo
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do por otros muchos microorganismos del sueloy ya que dicho efec
to rizosfera consiste.en uns estimulacién de los miorocorganismos
por parte de cualquier planta, en cuya proximidad se encuentre.
En el caso de Rhizobium, se trata de una estimulacién especifi-
ca; de forma que las bacterias de este género se afectan poco
por plantas no pertenecientes a las Leguminoseae, y una estir-
pe determinads de Rbizobium es estimulada m&s intensamente por
la planta para la que eg esPebifica gue por otras leguminosas.
8in embargo, se conocen excepciones, como, por ejemplo, la esti-

mulacién de Rh. trifolii por el algodén (60).

En eetu&ios hechos en el campo, se ha calculado la proporl
cién entre ei nimero de bacterias en el suelo y en la rizosfe~
ra (la proporcidn E/S) y se ha encontrado, en el caso de Rhigzo-
bium, que la razdén R/S oscila entre 102 y 106, mientras que otras
bacterias de la rizosfera tlenen un cociente R/S comprendido en=—
jre 10 y 102; y aun en los grupos de bacterias gue, como las

estirpes de Flavobacterium,resistentes a la estreptomicina, que

son especialmente estimuladas en la rizosfera de las legumino~
sas, el valor R/S no pasa de 103; ademés se ha demosirado que
esta estimulacién tiene efectos hastz una distancia de 10 a
20 mm. de la raiz y sus mecanismos no son aun conocidos (60). Po
siblemente, se traté de la accidn de ciertos exudados radicula-
res, que, generalmente, son diversos y abundantes en las legu-
minosas y que incluyen aminoicidos, enzimas, azicares y vitami-
nas (59). Parece que los productos de dichos exudados, que en
el caso de las leguminosas serfan mis abundantes, probablemen%e
procedan de los resfos de la degradacién de las células radi=-
cales.,

Entre dichos productos exudados por la planta se encuentra

el triptéfano (46), que puede ser oxidado a 4cido indol acético
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(AIA). Por otra parte, un paso de la infeccién consiste, gene-
ralhenté, aungue no siempre, en una curvatura de los pelos ra-
dicales de la leguminosa (60). Solamente una pequefia proporcidn
de los pelos se curva de unz manera caracteristica en su extro—
mo en una ramificacidn lateral y, ademis, no todos losipelos
deformados son infectados, es decir, no todos contienen tubos
de infeccibn, cuya estructura y génesis estin muy bien estudia~
das. Segdin RAGGIO y RAGGIO (67), el porcentaje de tubos infec=
tados es, aproximadamente, el 5%.

Teniendo en cueﬁta que la planta no exuda AIA y que éste
se encuentra en la rizosfera, y que la resccidn de curvatura
es tipica de una accién de auxinas vegetales, cabe plantear
la hipdtesis de que Rhigobium transforma el triptdéfano exuwdado
por la leguminosa, para producir AIA, que provocarfa la ocurva~
tura de los pelos radicales.

Ademds, los filtrados obtenidos de células que se han de-
sarrollado en la rizosfera provocan esta curvatura con mayor
eficacia que los filtrados procedentes de células cultivadas
en el laboratorio (59), lo que sugiere la existencia de algin
cofactor preducido por ta raiz.

Por otra parte, como hemos dicho anteriormente, el mucopo~
lisacfrido de Rhizobium desempefia también un importante papel
en la nodulacidén, induciendo una enzima de la planta, la poli~
galacturonasa (PG), que serfas excretada al medio y desencadena
ria la infeccidn por parte del Rhizobium. ‘

Aungue este efecto del polisacirido esté hoy demostrado
(62), ya habfa sido supuesto por algunos autoreé (60), entre
ellos NUTMAN (59), que resumid todo lo expuesto acerca de la

nodulzcidn en el esquema que se representa en el Cuadro IV.
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Cuadro IV: Esquema del mecanismo de la face de preinfec-

oién de la raiz en el establocimiento de la

simbiosis Rhizobiug~leguminosa, cegin NUTHAN,
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De acuerdo con una de las lineas de trabajo que se siguen
en nuesiro laboratorio, encasminada al estudio del paso 2 de
la citada hipStesis de NUTMAN, damos mayor importancia a la de-
terminacidén de la capacidad de producir AJA a partir del trip-
téfano, de las distintas estirpes aisladas por nosoiros en or-
den & establecer posibles nuevos criterios taxondémicos y corre
lacionar la infectividad de tales estirpes con dicha capacidad.
La produccidén de 4cido indol acético a partir de tripidfano
ha sido demostrada por diferentes autores, como puede verse en
la revisidn de BAREA y MONTOYA (2). Asf, por ejemplo, LARSEN
y colaboradores (52) lograion demostrar la biogénesis de al-

gunos compuestos inddlicos por Acetobacter xilinum, como resul-

tado de la actividad metabdlica de la bacteria cuando se incuba
ban células lavadas en una solucidén de triptéfano, obteniendo un
consumo de &ste que supone el 5% del tripté6fano inicial. En mi-
croorganismos distintos de bacterias también hay produccién de
AIA y otros derivados del indol. Por ejemplo, LE HIR y SCHNEI~-
DER (53) también han demostrado esta actividad metabdlica en un

hongo, Taphryna deformans, cuando se¢ cultiva en un medio con

triptéfano.
En cuanto a la sintesis simbidtica de AIA, es un fendmeno
comprobado desde 1.960, en que KEFFORD y colaboradores (46) en

contraron que, cuando se cultivaban plantas de Trifolium subte-

rraneum en agua destilada estéril, durante tres semanas, se po-
dia detectar la presencia de triptdéfano en el agua. Si se ino-

culaba con Rhizobium trifolii tres dfas después de iniciado el

experimento, se encontraba AIA, lo que prueba que la formacién
de este producio en estas condiciones es consecuencia de la ac-

cidén combinada de ambos elementos simbidticos.
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La accifn del AIA puede ser, ademds del efecto auxinico
consistente en la deformacién de los pelos radicales, disminuir
los efectos inhibidores del nitrato sobre la nodulacién y con-
'trarrestar una accidn semejante de la acidez de los suelos (57).

El autor que ha estudiado con mayor detenimiento el metabo-
lismo del triptéfanoc por cultives puros de Rhizobium ha sido
RIGAUD, como demuestra la gran cantidad de publicaciones suyas
-que existen sobre este tema (70 a 76, 87). A continuacidén vamos
a comentar aguellos trabajos de este autor que nos parecen més
interesantes,

RIGAUD (71) encontrd que en medio liguido con triptéfano
se producian una serie de derivados del indol; especialmente
édcido indol ldctico y triptofanol, por lo que sugiere que estos
dos compuestos son eslabones intermedics de la sintesis de AIA
a partir de triptéfano. Posteriormente (74, 75) demostrdé que
cuando se ponfa en el medio de cultivo triptéfanoifadiactivo
se producian 4cido indol l4ctico, indol-3-acetaldehido, trip-
tofanol y Acido indol acéticoy dependiendo la sintesis de éste
Y del AIL de una reaccidn de transaminacién. Por otra parte,
cuando se afiade al medio AIL radiactivo, se puede poner de ma—
nifiesto la presencia de tripidfano en el medio de cultivo, lo
gue prueba una conversién del AIL en triptéfano. Por ello pro-
pone la siguiente via del metabolismo de tripidfano.

Pero ademds, Rhizobium puede catabolizar el AIA. En efec—
10, cuando se ponfan células lavadas en una solucidén de AIA,
la destruccién del mismo comenzaba después de una fase de la-—
tencia relativamente larga (de unas 17 § 18 horas) y su veloci
dad era inversamente proporcional a la edad de las células, de

forma que cuando &stas son jévenes desiruyen en unas seis horas
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TriptSfano

\

Acido indol-pirivico. p-Acido indol-léctico

/

Indol-acetaldehido

Priptofanol Acido indol-acético

casi todo el AIA presente. )

Continuando con estos estudios, TRINCANT y RIGAUD (87) con-
sideran que el paso de Acido indol-pirdvico a &cido indol-ldc- B
tico es irreversible. Se basan en una serie de estudios realiza-
dos por ellos en los que extraen léctico—deéhidrogenasa de Rhi-
gobium y ensayan su actividad utilizando como sustrato el Acido
indol-pirdvico y el &4cido indol-ldctico. Cuando el sustrato es
este dltimo, no detectan actividad enzimética, lo gue les lle-
va a concluir que el citado paso de la cadena de reacciones es

irreversible.
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1.2. Plan del presente trabajo

A la vista de la problemitica expuesta en la bibliografia
que acabamos de comentar, nos parecid interesante encaminar nues-
tro trabajo hacia dos objetivos principales:

Por un lado, hacer un estudio sistemitico dg rizobios ais-
lados de leguminosas silvesires, con lo que se puede contribuir
al conocimiento sobre la taxonomfa del género Rhizobiuvm. A tal
efecto, elegimos como material de trabajo varias estirpes ais-

ladas de nédulos de ires especies de Tetragonolobus, género en-

démico de la regidn andaluza, y que se incluye en la Tribu Lo-
f64B8, a la que pertenece también el género Lotus, en cuyas raf-
ces pueden nodular los Rhizobivm del grupo "éow pea" £90), es
decir, las estirpes tropicales, cuya posicién taxondmica, qui-
zds sea la mis discutida.

Por oira parte, siguiendo las direoirices de investigacién
de nuestro Departamento, hemos centrado nuesira atencidn en el
estudio del paso 2 (produccidn de AIA a partir del triptéfanc)
de la hipdtesis de NUTMAN. Como veremos mis adelants, esta
parte de nuestro trabajo ha tropezado con una serie de proble-
mas técnicos, que no habian sido resueltos satisfactoriamente
por 6tros autores, y que nos ha ohligado a detenerncs en una
serie de experimentog, ocuyos resultados nos han permitido poner
a punto wna técnica de valoracidn del AIA en presencia de AlL.

Por ello, los resuliados que sometemos a la consideracién
del Tribunal se encuentran divididos en tres apartados:

a) Valoracidn del AIA en presencia de AIL

b) Estudio de las estirpes aisladas de Tetragonolobus

¢) Producocidn de AIA por diversas estirpes de Rhizobium y
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¥ otras bacterias,

Dados los objetivos que nos hemos planteado, los resulta~
dos se exponen de la manera més esquemitica posible, resumien-
do, en la medida en que ello‘ha sido factible, los dago@ en ta

blas y gréficas,



2. MATERIALES Y METODOS
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2¢1le~ Materiales

2:1.1le~ Plantas utilizadag.~ Para nuestro estudio hemos

utilizado:semillas de las siguientes especiesAvegetales, cu-

yo origen se indicas

Tetragonolobus maritimum, T. purpureum y T. palestinum,

cedidas por el Departamento de Boténica de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Sevilla.

Medicago sativa, Trifolium repens, T. resupinatum, T.fra-

giferum, Phaseolus vulgaris, Pisum sativuam y Glycine max, ad-

gquiridas en el comercio.

Ornithopus compressus, recogidas por nosociros.

Lotus sp., cedidas por el Centro de Edafologia y Biologia
Aplicada del Cuarto, del C.S.I.C. y procedentes de la Estagdo
de Melhoramento de Plantas de Elvas (Portugal).
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2¢1.2.~ Microorganismos

2¢102.,1.~ Hicroorganismes aislados de Tetragonolobus.- De

las citadas tres especies de Tetragonolobus se aislaron doce es

tirpes de bacterias, cuya designacidn y procedencia se indican

en el cuadro siguientes

Estirpe Procedencia
™ - 1 Nédulos de T, maritimum
™ - 2 Rédulos de T, maritimum
™ - 3 Nédulos de T, marftimum
™ ~ 4 Kddulos de T. marf{iimum
™ - 5 Nédulos de T. maritimum
™ - 6 Nédulos de T, marftimum
TPA-1 Nédulos de T. palestinum
TPA- 2 Nédulos de T, palestinum
TPA- 3 Nédulos de T, palestinum
TPU- 1 N8dulos de T, purpureum
TPU~ 2 Nédulos de T. purpureum
TPU~- 3 Nédulos de T. purpureum

2.1.2.2.~ 0tras especies del género Rhizobium.- Ademis de

las citadas, se utilizaron otras especies del género Rhizobium,

que se describen a continuacién, indicando su procedencias

Especie Procedencia

Rh., trifolii (RS 55) Aislada por nosotros de nddulos

de Trifolium repens

Rh, trifolii (RS 52) Aislada por nosotros de nédulos

de Trifclium SDo
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Rhe trifolii (RS 102) Aislada por nosotros de nddulos

de Trifolium subterraneum

Rh. trifolii (RS 15) Aislada por nosotros de nddulos

de Trifolium sp.

Rh. trifolii (RS 51) Aislada por nosotros de nédulos

de Trifolium sp.

Rh. trifolii (RS 87) Aislada por nosotros de nédulos

de Trifolium sp.

Rh. lupini (RS 108) Cedido por la Dra. Schiel (Repd-
blica Argentina)

Rh, leguminosérum Aislado por nosotros de nédulos

(r870) de Pisum sativum -

Rh. phaseoli (RS 92)  Cedide por la Dra. Schiel (repd-

blica Argentina) N
Rh. meliloti (RS 94) Cedido por la Dra. Schiel (Repf

blica Argentina).

2elele3e= BacteriasApertenecientes a otros géheros.- Tam—

bién se utilizaron otras bacterias, pertenecientes a las siguien

tes especies:

Esgécie Procedencia
Klebsiella aerogenes Dpto. Microbiologfa de la Facul-

tad de Ciencias de Sevilla

Bacillus cereus Dpto. Microbiologfa de la Facul-

tad de Ciencias de Sevilla

Escherichia coli Dpto Microbiologfa de la Facul-

tad de Ciencias de Sevilla



Erwinia carotovors

Pseundomonas calendula

Egytobacterium salici-

Eeuda

Salmonella thyphimurium

Sarcina lufea

Staphilococcus aureus

317

Instituto de Biologfa del Tabaco de
Sevilla

Instituto de Biologfa del Tabaco de

'Sevilla

Instituto de Biologfa del Tabaco de
Sevilla

Departamento de Genética de la Fam
cultad de Ciencias de Sevilla
Depto. de Microbiologfa de la Fa-
cultad de Ciencias de Sevilla
Dpto. de Mirrobiologfa de la Facul

tad de Ciencias de Sevilla,.

2.1.3.~ Sustancias gufmicas utilizadas.~ Los derivados del

indol utilizados por nosotros fueron servidos por las casas

SERVA de Alemania y SIGMA CHEMICAL Co., de St. Louis (U.S.A.)

L.a L-lactato deshidrogenasa,; fue servida por la casa SER-

va, y la D=lactato deshidrogenasa, por SIGMA CHEMICAL Co.

El NAD& utilizado era de la marca SIGMA.

La lisozima era de la casa MERCK, as{ como la pronasa.

El lauril sulfato s8dico (SDS) era de la marca SIGMA

La ribonucleasa utilizada era Ribonucleasa pancredtica

SIGMA
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2eem= MétOd-OS

2.2.1.— ¥&todo de valoracién del AIA en presencia de AIL

2¢2¢1lele= Cromatograffa.~ Para comprobar la pureza del

ATA de las muestras sometidas al anilisis y detectar la presen~
cia de otros derivados del indol que pudieran influir en los re

sultados, se pusieron a punto dos métodos cromatogrificos:

2.2.1,1.1.- Cromatograffa en papel.— Se utilizd un método

descrito por LARSEN (52) para separar los distintos derivados
del indol.

Se prepararon soluciones alcohdlicas de los siguientes
compuestos, que apareeen citados en los diferenies trabajos
como posibles intermediarios en la biosintesis del AIA:

. Indol

Acido indol acético

Acido indol pirdvico

Acido indol butfiico '

Acido indol propiénico

Indol acetaldehfdo

Indol acetamida

ﬁ'- indol acetonitrilo

Acido indol léctico

Triptéfano

Triptaminsg

Triptofanol.

Se prepararon también mezclas éue consistfan en combinacio-

nes de las soluciones alcoh8licas de dichocs compuestos a concen-
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traciones de 100 ug/ml. Con los patrones y con las mezclas al-
cohlicas se hicieron cromatograffas descendentes en papel Wal
mann n? 1, utilizando como solvente una mezcla de isopropanol
acéticos agua en las proporciones 10s1:l (V/V). Se permitié que
el solvente corriera durante 22 horas, al cabo de las cuales
los cromatogramas fueron secados con aire caliente y revelados

~con el reactivo de ERLICH, cuya composicidn es la siguienie:

p = dimetil- amino-benzaldehido 2,0 g
etanol al 96% en agua 84,0 ml

dcido clorhfdrico concentrado 16,0 ml

‘Para que apareciesen las manchas fue necesario calentar
los cromatogramas, después de revelados, a-602C durante cinco

minutos.

2.2.1.1.2.~ Cromatografia en éapa fina.~ El método anterior

no da una buena separacién entre el AIA y el AIL, por lo gue
ge hizo necesario poner a punto otro méiodo, ya descrito'por
RIGAUD (75), y consistente en una cromatograffa en capa fina,
utilizando como solvente una mezcla de butanol : Scido acético :
agua en las proporciones 6 3 2 : 2 (p/p). En el origen de pla-
cas para cromatograffa en capa fina MERCK}se aplicaron muestraé
de soluciones alcohdlicas de ATA y AIL en las concentraciones
de 60}ug/m1, y se introdujeron en tanques de cromatograffa. Se
permiti8 que el solvente corriera durante seis horas, al cabo
de las cuales los cromatogramas fueron secados y revelados con
reactivo de EHRLICH.

A fin de determinar el rendimiento de esta técnica como

método de valoracién de AIA, se hicieron cromatogramasparalelos
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de las mezclas de AIA y ATL a las concentraciones de 30 ng/ml
de cada compuesto. Una vez desarxrollados los cromatogramas, se
recogié el polvo de gel de sflice de las bandas correspondien=-
tes al ATA y se disolvié en 20 ml de etanol absoluto, agitando
en agitador magnético durante 15 minutos, al cabo de los cuales
se centrifugd a 10°0b0 x g,y durante quince minutos para separar
el polvo de silicagel. El sobrenadante se dejé evaporar a seque-
dad y el residuoc sdliso se redisolvid en 2 ml. de etanol abso=-
luto. El rendimiento de esta técnica es superior al 80 por cien

to.

2,2.1.2.~ Reaccidn de Salkowskie-

2.2¢1.2.1.~ Descripcién.- Los ensayos cuantitativos del

AIA fueron realizados con esta t&cnica coloriméitrica, para la
gque se utiliza el reactivo de Salkowski, modificado por Pilet,
tal como lo describe RIGAUD (71). Su composicién es la siguien
tes | '

' C1,Fe . 6H20 3,465 g
agua destilada 300,0 ml
SO4H2'concentrado 100,0 ml. ,

Las medidas de densidad 8ptica (A) se hicieron en un es—
pectrofotdémetro SPECTRONIC~-20 de Bausch & Lombe.

El ATA en medio fuertemente &cido forma con el cloruro £
rrico un complejo coloreado que tiene un miximo de absorcidén a
530. nm. Ahora bien, segin UEDA (89), en la reaccién se forman
otros complejos de color amarillo pardo que interfieren con el

del AJA, por lo que se hace necesario establecer una correccidn
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para eliminar la citada interferencia. Dicha correcciln consig
te en medir las densidades Spticas de la mezcla reactiva a las
longitudes de onda 480 nm (A;480), 530 nm (A=530) y 580 nm
(4-580), con objeto de establecer una‘correcci6n para eliminar
la citada interferencia, consistente en calcular la absorcidn
media debida a estos colores extrafios, que viene dada por la

expresidn:

A-480 & A-580
2

Toda la absorcidn por debajo de esta media se desprecia,
por considerarla debida a las citadas interferencias. La altu-
ra del pico de absorcién a 530 nm superior a dicha media viene

dada por la expresidns

4-480 % A-580

E = A-530 &
53 5

y esta es la absorcién debida al AIA (Figura 1). La mezcla

reactiva consta de s

muestra problema 1 ml
agua 1 ml
reactivo de Salkowski 3 ml

2.2.1.2.2.~ Puesta a punto.~ Para saber si existen otros

derivados del indol que absorban a estas longitudes de onda,'se
prepararon soluciones de 20 ug/ml de los siguientes compuestios:
Indol
Acido indol acético

Acido indol butfrico

Acido indol pirdvico
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Figura 1.~ Explicacidm de la correccién introducida por

UEDA a la reaccidn de Salkowski.

Eroogrises

P O N S S P R L TR AN MM AN N ISORED

Acido indol propidnico
Indol acetaldehido
Indol acetamida

Indol aceionitrilo
Acido indol 1fotico
JIndolidcetil-etil &ter
Triptemina

Triptofanol
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Todaaiestas soluciones fueron sometidas a la reaccidn de
Salkowski en un bafio termostato a 302C. Las medidas de densi-
dad Sptica se hicieron a distintos intervalos de tiempo, con
lo que se pretendfa fijar también el tiempo al que se produce

la mixima intensidad de color.

2.2.,1.2.3.~ Elaboracidn de la recta de calibrado.- Se

confecciond una recta de calibrado, sometiendo a la reaccidén
de Salkowski distintas muestras que contenfan concentraciones

diferentes de AIA,

2.2.1.3, - Estudios espectrofotométricos.-

Basfndonos en los resultados de FLETCHER y ZALIK (29), se~-
gln los cuales es posible determinar espectrofotométricamente
el AIA, decidimos realizar un estudio fotométrico del AIA y del
AlL. Para ello, preparamos muestras de AIA y AJL, consistentes
en soluciones de dichos compuestos en tampén de fosfato de pH T
¥ las mezcla de ambas sustancias en el mismo fampén. A cada
una de estas muestras se sometid a un espeétro de absorcién en
el ultravioleta y el visible; las medidas fueron hechas en un

espectrofotémetro PYE Unicam 1.800.

2¢2elede~ Estudios fluorimetricos

En la bibliograffa consultada hemos encontrado dos métodos
fluorimétricos para valorar el AIA (40, 48) y decidimos adoptar



el d1timo de ellos, por parecernos el de realizacién mis senci-—
lla., A fin de explorar sus posibilidades, se prepararon ires
muestras que contenfan 10 ug de AIA, la primera; 10 ug de AIL
la segunda, y una tercera consistente en la mezcla de ambas sus
tancias en iguales cantidades.

El método consiste en la conversidn espec{fica del AIA en
indol~alfa-pir§na, compuesto que fluoresce cuando se excita
con una radiacién de una longitud de onda de 440:nm.

A las muestras preparadas como hemos descrito, se les aha-
did en frfo 0,20 ml de una mezcla reactiva constitufda por par-
tes iguales de Acido trifluorocacético y anhidrido acético. Se
dejaron reaccionar estas sustancias con el AIA durante 15 minu-
tos en hielo, al cabo de los cuales se ajfiladieron 3 ml de agua
para detener la reaccidn.

Una vez realizada la reaccidn, los productos resultantes
fueron excitados .con una luz de 440 nm y se estudid su espec-—
tro de emisidn, compardndolo con el de un blanco consistente

en 0,20 ml de la mezcla reactiva y 3 ml de agua destilada.

2e2e¢1¢5.~ Método de valoracidén del AJA en presencia de AIL

Dado que ninguno de los métodos descritos nos permitia una
valoracidén del AIA cuando coexiste en las muestras AIL, decidimos
realizar un estudio de la influencia de este Wltimo compuesto so
bre la respuesta del AIA a la reaccidén de Salkowski.

Para ello, preparamos diversas soluciones de AIA y AIL con

distintas concentraciones de ambos productos, de manera gque
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las proporciones;/AIAfdividida entre fAIL/ fuesen también varia~
 bles.

A estas muestras se sometieron a la reaccidn de Salkowski
¥ se agruparon los datos obtenidos de forma que permitieran un
andlisis matem3tico para determinar la influencia del AIL a que

Yya nos8 hemos referido.

8e2.2.~ Aislamientdode Rhizobium

Se tomaron plantas noduladas pertenecientes a gas esﬁecies
descritas en el apartado de Materiales, antes de la época de la
floracién para asegurarnos de que los nddulos se conservaban
activos, en cuanto a la fijacidén del nitrdgenoc.

Se cortaron los nddules, que fueron sometidos al siguien-
te tratamiento, deserito por VINCENT (90): ‘

a) se lavaron agitando enérgicamente en agua destilada
para eliminar los restos de suelo que pudieran llevar adheridos.

b) se expusieron brevemente a la accidn de etanol al 95%,
Yy seguidamente, fueron sumergidos durante 3 S8 4 minutos en una
solucién acuosa de 012Hg al 0,1%, acidificada con ClH dilufdo.

¢) a continuacién, los nédulos asf{ desinfectados, fueron
lavados seis veces con agua estéril y triturados asépticamente
 de forma que se producfa un 1fquido lechoso
d) Dicho 1{quido fue extendido en placas de Petri que con-

tenfan 25 ml del medio YMA, cuya composicién es la siguiente:

P04HK2 7 | 05 g
SO4Mg . 7H20 0,2 g

ClNa 0,1 g
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Extracto de levadura(Oxoid) 0,4 g

Manitol 10,0 g
Agar 20,0 g
Agua destilada . 1,0 litro
pH 6,5 ~ 1,0

Este medio se esteriliza en autoclave a 1212C durante 20
minutos y, una vez enfriado a 459C, se le aﬁadieron 2,5 ml de
oristal violeta al 5%, previamente esterilizade por filtracién.

Las placas fueron incubadas a 289C y se aislaron aguellas
colonias que, transcurridos siete dfas, no habfan concentrado
el colorante (30).

» Las colonias fueron aisladas y sembradas en {tubos que con~

tenfan el medio YMA, al que se habfa afiadido CO_Ca (79), como

3
agente neutralizante y para prevenir la inhibicién que pudiera
deberse al extracto de levadura. Una vez desarrolladas en los
tubos de ensayo, se extendieron de nuevo en el medio YMA con

cristal violeta para comprobar su pureza. Estas comprobaciones

se hicieron periddicamente (al menos, una vez cada dos meses).

2.2.3.~ Tests de nodulacidn

Las estirpes aisladas fueron sometidas a una prueba de

nodulacién para deberminar en qué géneros de leguminosas pro-

ducian nddulos. Para ello, se utilizaron semillas de las plantas

enumeradas en el apartado de materiales.

2¢2.3.1e~ Preparacidén de las semillas.- Una vez escarifi-

cadas por medios mecnicos, fueron desinfectadas mediante el
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siguiente tratamiento: Se seleccionaron semillas de tamafioc uni-
forme dentro de cada especie, y se sumergieron en etanol al 95%.
en agua, para pasarlas seguidamenie a una solucidn acuosa de
Cléﬂg al 0,2%, acidificada con ClH dilufdo. Al cabo de tres mi-
nutos de tratamiento con esta solucién desinfectante, se lava-

ron al menos cinco veces en agua destilada estéril y se exten-

dieron en placas de Petri estériles,

2.2.3.2.~ Inoculacién de las semillas.~ Las semillas asf

desinfectadas fueron sumergidas durante 2 horas en una suspen—
sién del microorganismo correspondiente. Esia suspensidn se
ajustd previamente a una densidad Sptica aproximada de 1,0, me-

dida a 460 nm,

2.2.3.3.~ Cultivo de las plantas.- Una vez inoculadas las

semillas, fueron colocadas en tubos que contenfan un papel de
filtro doblado, formando un escaldn y, una cantidad adecuada,
segfn el tamafio del tubo y de las semillas, de una solucién

nutritiva, descrita por HEWIT (44) y cuya composicidn es la si-

guiente:

0120a 0,1 g
P04HK2 0,1 ¢
P04HI\Ia.2 . 12 H20 0,15 g
so4gg . 7320 0,74 g
Citrato de hierro 5 mg
So4ﬁn . 4H20 1 mg
SO4Zn . 2,5 mg
30333 1,5 mg

IX : 0,7 mg
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50,0u « 5H,0 0,4 mg
K°04N32 . 2}120 0’02 mg

Agua destilada 1 1lidro

pH ' 6,5
Esterilizacién por filtracién

Se colocaron dos semillas en cada tubo, y fueron expuestas
a una iluminacién de 1.000 lux, a temperatura ambiente, durante
treinta dfas, al cabo de los cuales se oBservaba la presencia o
ausencia de nédulos. Los dfas 32 (en el gue las semillas ya ha-
bfan germinado) y 15ﬁ en el que ya habfa suficiente crecimiento
de las plantas, los tubos fueron inoculados de nuevo con una
suspensidn del correspondiente microorganisﬁo, de una densidad

éptica de 1,0 medida a 460 nm.

242.4.~ Estudio de las estirpes de bacterias aisladas de

Tétrégbholobﬁs'

2.2.4.1.~ Estudio morfoldgico

2,2.4.1.1.- Descripcidn de las colonias.- Se observaron

los siguientes caracteres relativos a las colonias: concentira=-
cién de colorante, forma, tamafio, elevacién, brillo, produccién

de mucflago, forma de los bordes.

2.2.441.2,~ Estudio citoldgico

Todos los microorganismos aislados de Tetragonolobus fueron

sometidos a diversas tinciones, entre ellas, las encaminadas a
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investigar la presencia de gHanudos sudandfilos y metacromiti-

cos, mediante métodos de tincién especificos que describirmos

a continuacidn.

2.2.4.,1,2.1.~ Tincidn de grinulos sudandfilos.- Después

de obtener una abundante santidad de células en medio YMA, la
tercera parte fue sometida a una extraccifn con &ter durante
dos horas; otra tercera parte, fue tratada con cloroformo duran-
te el mismo tiempo, y el resto se dejé sin tratar. Cada una de
estas fracciones se sometid a una tincidn siguiendo el método
siguiente:

Una vez secas y fijadas por el calor, las extensiones se
sumergieron durante 5,minutos en una solucidn evmoaa de Negro
Sudén B al 0;3 %e.eh conitinuacién se lavaron con xilol durante

cinco mégundes y se condrastd con una solucidn de safranina al

0,5 % en agua.

2:20401e2.2.~ Tincidn de grinulos metacromiticos.- Las so=-

luciones colorantes empleadas fuerons

SoiﬁciSn‘A

Azul de toluidina 0,15 g
Verde malaquita 0,20 ¢
Acido acético glacial 1,00 ml
Alcohol etflico al 95% 2,00 ml

Agua destilada 100,00 ml
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Solucidén B

Todo 2,00 g
Toduro potdsico 3,00 g
Agua destilada 300 ml.

El método empleado fue el siguiente: Una vez secas y fija-
das por el calor, las extensiones se sumergieron en la solucidén
A durante cinco minutos; a continuacién se escurrid sin lavar y

. -

se sumergieron durante un minuto en la solucién B.
Ademis, las estirpes aisladas fueron sometidas a las tin-

ciones de Gram, endosporas y cipsulas, seguiendo los métodos

descritos por la Society of American Bacteriologists (81).

2¢2,4.2,= Pruebas bioquimicas

2¢2.4¢2.1e~ Accién sobre la leche tornasolada.- Se inocu—

laron los tubos que contenfan 10 ml. de "Litmus milk" (0xoid),
esterilizada en autoclave a 121 ¢C durante 20 minutos, y fueron
incubados a 282C durante cuatro semanas, al cabo de las cuales

se leyeron los resultados.

2¢2e4e242.= Produccién de indole.- Se inocularon tubos con

10 ml de agua de peptona y se incubaron a 282C durante siete'
dfas, al cabo de los cuales se afiadieron 10 gotas de reactivo
de Kovacs (42), para determinar la presencia de indol en los
cultivos.

2¢2¢4e2¢3.~ Utilizacidén de citrato.- Se prepararon tubos

con 10 ml. de "Koser Medium" (Oxoid), que fueron inoculados con
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el microorganismo correspondiente, e incubados a 282C durante

siete dfas.

2.2.4.2.4.~ Reaccidn de Voges Proskauer.- Se inocularon

tubos que contenfan 10 ml del "VPRM Medium" (Oxoid), que se in
cubaron durante siete dfas a 289C, al cabo de los cuales se
afiadieron a cada tubo lml de KOH y 1 ml de alfa~naftol, para
investigar la presencia de acetofna en los 1fquidos metab8li-

COB,

2e2e842.5¢~ Reaccidn delkrojpldelmetilo.- En otra serie de

tubos que cntenfan el medio anterior, y que fueron inoculados
¥ cultivados del mismo modo, se afiadieron 10 gotas de rojo de

metilo,

2.2.4.2.6.~ Reduccibn de los nitratos.- Se prepararon tu-

bés de ensayo que contenfan 10 ml. de caldo de peptona enrique-—
cido con nitratos, que se inocularon e incubaron en las mismas
condiciones que para el resto de las pruebas. |

En unos tubos se determind la presencia de nitritos; para
ello, se afiadi 1 ml de alfa-naftil-amina ¥y 1 ml. de 4cido sul-
fanflico disuelto en &cido acético al 1% en agua.

En otra serie de tubos se investigd la presencié de nitré-
geno y de amoniaco. Para ello, se ponfan los tubos con una cam-
pana de Durham, que se depositaba en ellos antes de esterilizare
los y en la que debfia acumularse el niirdgeno en el caso de que
se prodajera. Para poner de manifiesto la presencia de amoniaco

se afiadié un ml de reactivo de Nessler (42).
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¢

2,2.442.7«= Prueba de la ureasa.- Se prepararon tubos con

T ml del medio de Christensen (42) inoclinado, gque se inocularon

con el microorganismo adecuado y se incubaron a 282C durante 7
dfas. .

2.2.4.2,9.~ Tolerancia a la salinidad.- Se prepararon tu-

 bos con el medio YMA sin agar, al que se afiadid ClNa hasta una
concentracién final del 2%, o del 3%, que, una vez inoculados,
fueron incubados a 282C durante siete dfas, al cabo de los cua
les se determind el crecimiento, midiendo la densidad Sptica de

los cultivos a 460 nm.

2.2,4.2.10.~ Licuacidn de la gelatina.~ Se prepararon tu-

bos de ensayo con una solucién de gelatina al 12%, gue se este
riligaron én autoclave a 1219C durante 20 minutos y, después
de enfriarlos ripidamente, se inocularon con el microorganismo
adecuado ¥ se incubaron a temperatura ambiente durante dos me-
ses, al cabo de los cuales se observaron para determinar la

licuacidn de la gelatina.

2.2.442.11.~ Hidrflisis de la gelatina.- Se prepararon pla

cas de Petri que contenfan 25 ml del medio YMA, suplementado con
gelatina al 0,4%, que fueron inoculadas e incubadas a 2896 du-
rante siete dfas, al cabo de los cuales fueron cubiertas con

8 6 10 ml de reactivo de Frazier, cuya composicién es la siguien

te:
CléHg .15 g
ClH concentrado 20 ml

Agua destilada 100 ml



53

La hidrélisis de la gelatina se pone de manifiesto por la
presencia de una zona clara en las regiones del cultivo en que
ha tenido lugar, mientras que en aguellas zonas de la placa en
las que la gelatina no ha sido hidrolizada se forma un precipi

tado blanco lechoso.

2.2.4.2,12,~ Prueba de la catalasa.- Sobre un portacbjetos

- 8e hizo una suspensidén del micfoorganismo estudiado en una go-
ta de agua oxigenada’'de 11 volidmenes, para determinar la presen

cia de catalasa en los cultivos.

2.2.4.2.13,~ Prueba de la oxidasa.- Sobre un portaobjetos

limpio se colocd una gota del reactivo de la oxidasa (Difco),

en la que se hizo una suspensién del microorganismo.

2.2.4.3.~ Caracterfsticas de cultivo.- Se determinaron

las caracterfsticas de cultivo de las estirpes aisladas, so-

metiéndolas a las siguientes pruebas:

2240301~ Utilizacidn de diversas fuentes de carbono.-—

Segin Senez (77), los Rhizobium pueden utilizar la manita, la
galactosa y la arabinoea, y el comportamiento frente a eastas
tres fuentes de carbono puede servir de criterio para distinguir
las especies. Por ello, se prepararon tubos de ensayo que con-
tenian 10 ml de medio YMA sin manita, al que se afiadieron los
azicares estudiados hasta una concentracién de 10 gfl. Los tu-

bos fueron esterilizados en auntoclave a 1212C durante 20 minu-



54

tos, e inoculados e incubados a 28¢C durante siete dfas. Trans-
currido ese tiempo, se determind el crecimiento midiendo la den

sidad Sptica de los cultivos a 460 nm.

2¢2¢443.2.~ Estudio del crecimiento en relacién con el pH.-

Se preparS§ medio YMA 1fquido que, antes de esterilizar, fue pues
10 a pH que oscilaba entre 3,5 y 10,0. Se esterilizaron después

de repartir en tubos, se inocularon y se incubaron a 282C duran

te siete dfas, al cabo de los cuales se midié el crecimiento

determinando la deasidad dptica de los cultivos a 460 nm.

2,2.443.3.~ Estudio de la temperatura Sptima de crecimien-

ig.- Se cultivaron tubos de YMA 1fquido a las temperaturas de
42C, 28eCc, 37eC, 409C y 50%C, durante siete dfas, al cabo de
los cuales se determind el crecimiento de la misma forma, es

decir, midiendo la densidad Sptica de los cultivos a 460 nm.

2e204e3e4e~ Esfﬁdio de la cﬁrva de crecimiento.~ Se sembra=

ron tubos con medio YMA liquido, esterilizados en autoclave a
1212C durante 20 minutos, con 0,1 ml de una suspensidn de ca~
da microorganismOrque presentaba una densidad dptica de 0,5 a
460 nm. Los cultivos se mantuvieron a 282C, y el crecimiento se
determind periddicamente midiendo la densidad Sptica a 460 nm.
Con ello se pretende establecer el momento en que da comienzo la
fase estacionaria de crecimiento y averiguar asf si las estir-

pes aisladas son de crecimiento ripidec o lento.

2¢2¢443.5.~ Egstudio de necesidades de factores de crecimien

to.~ Por una parte se prepararon tubos con el siguiente medio

de cultivo:
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Manita ' 10,6 ¢
P04HN§2 . 12H20 0,45 g
804Mg . 7320 0,1 g
013Fe - 0,02 g
0126a 0,04 g
Agua destilada ' 1 litro
pH 6,8

A este medio se afladieron los factores de crecimiento en

las cantidades que se indican a continuacién

Factor ' Cantidad
Extracto de levadura 0,4 &/1
Glutamato Na 1,1 g/l
Cloruro de tiamina (Sigma) 100 ug/1
Biotina (Sigma) ' 200 ug/ml

. Bl medio se esterilizé en autoclave a 1212C durante 20 mi~
nutos y, una vez frfo, se le afiadid el factor de crecimiento
adecuado, disuelto en tampén de fosfato (pH = 7,0) y esterili-~
zadolpor filtracidn. Los cultivos‘fueron incubados a 28¢C, y
se determind periddicamente el crecimiento en cada caso. Todas
las inoculaciones se hicieron partiendo de una solucidn de cé-
lulas que contenfa 109 células/ml, lo gue corresponde a una den-

sidad Sptica de 1,0 medida a 460nm.
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2.2,4.4.~ Aislamiento de ADN de las estirpes aisladas de

Tetragonolobus.- Se cultivaron las células a 289C en agitacidn

durante 3 & 4 dfas para que alcanzaran la fase exponencial de
~ crecimiento. Se centrifugaron a 5.000 g durante 30 minutos, y

se lavaron tres veces con Tampén I, cuya composicién es la si-

guiente:
TRIS 12,114 ¢
EDTA Na, 8,405 g
Agua destilada 1 litro
pH 8,0

Después de cada lavado se centrifugaron las células a mis de
10.000 g y, una vez lavadas tres veces, se resuspendieron en
tampén I hasta que quedaron a una concentracidn $al que las
suspensiones tenfan una densidad Sptica de 60, medida a 460 nm,‘
lo que corresponde a una densidad de células de 2 x 10lobac-
terias/ml. B

Se afiadié lisozima hasta una concentracién final de 0,7
mg/hl, ¥y se incub8, agitando suavemente convla mano, durante
1 minuto.

' Se afiadif poco a poco un volumen igual de una disolucién
que oontenfa laurilsulfato sddico (SDS) al 1,6% y pronasa a una
concentracién de 2 mg/ml, en tampén I. Esta mezcla se incuba a
372C durante 12 horas.

Transcurrido ese tiempo, se allade ClOdNa hasta una concen-
tracién final de 1M, y un volumen igual de reactivo de SEVAG
(clbroformo ¢ alcohol isoamiliég en las proporciones 24 : 1),
se agitd suavemente hasta alcanzar la homogeneizacién y se cen-

trifugd a mds de 10.000 g durante 10 minutos, para separar la
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la fase acuosa y la del reactivo, entre las que se forma un pre
cipitado interfésico de proiefnas. Se recoge la fase acuosa y
se somete al mismo tratamiento tantas veces como sea necesario
hasta hacer desaparecer el precipitado de protefnas. La dltima
vez se deja toda la noche agitando suavemente a temperatura am
biente.

Se centrifuga de nuevo y se recoge la fase acuosa, a la
que se afiaden dos volimenes de etanol absoluto, con lo que pre-
cipita el ADN, que se recoge con una varilla capilar, se lava
en alcohol y se resuspende en tampén II, cuya composicién es ’

la siguiente:

TRIS 12,114 g
EDTA Na, ' 8,405 g
Agua destilada ; litro
pH 7,6

La mezcla del precipitado no recogido con la varilla y
el etanol se cbngela a = 2092C durante dos horas, al cabo de las
cuales se centrifuga a mids de 10.000 g y menos de 02C durante
dos horas. El precipitado se resuspende en tampén II.

Para eliminar el ARN contaminante, se tratan ambos extrac-
tos con ribonucleasa pancreiiica a una concentracién final de
100 ug/ml (previamente tratada a 802C durante 2 horas); y se
incuban a 37%C durante dos horas, trénscurridas las cuales, se
someten las soluciones a dos ciclos de extraccidn con reactivo
de Sevag, el dltimo de los cuales se deja actuar durante ioda
la noche.

Se centrifuga a mis de 10,000 g durante diez minutos, y a
la fase acuosa se le aﬁaden dos vdlﬁmenes de etanol absoluto,

con lo que precipita el ADN purificado, que se recoge con vari-
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afiade una gota de clc'yrcformo. La mezcla del precipitado y el al
cohol se congela y se recoge de la manera ya descrita. En caso
 de que fuera necesario para aumentar la puieza del ADN se hace
una didlisis frente a tampén II durante 48 horas.

La riqueza en ADN de las muestras se determina espectirofo-
tométricamente, midiendo la densidad Sptica de las soluciones a
260 nm y teniendo en cuenta que una concentracidn de 50 ug/ml

tienen una sbsorbencia de 1,0 a esta longitud de onda.

2.2.4.5.~ Determinacidn del contenido en guanina y citosi-

g_g.- Para determinar el porcentaje molar de G % C, se siguid
la técnica de DE LEY (20), que consiste en lo: siguiente:

Una vez obtenidas las muestiras de ADN, se diluyen en tam-
pén 0,1 x SSC, que se obtiene \diluyendo 10 veces el siguiente
tampdn (8SC):

ClNa - 8,175 ¢
Citrato Na. 2H20 4,3 &
Agua destilada 1 litxo
pH 1,0

Se toma una alfcuota y se somete a una elevacidn gradual de la

temperatura, desde 402C hasta 1102C, con una velocidad de 1 gra
do cada minuto. Durante todo el proceso se mide la densidad &p~
tica a 260 nm, de forma gue se obtiene una curva sigmoide, que

es la curva de desnaturalizacidén del ADN.

En esta gréfica se determina la temperatura que correspon-
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de a una densidad Sptica mitad de la m&xima alcanzada, que es
el punto en el que se produce el 50% de desnaturalizacidn.

Esta temperatura es la Tm del ADN. El contenido en guanina y
 citosina viene dado por la expresién:

%G 4C= 2,44 (Tp &+ 69,4).

2.2.5.- Ensayo de la produccidn de fcido indol acético

Las bacterias aisladas y el resto de los microorganismos
que fueron ensayados en este seniido, se sembraron en el medio
YMA 1fquido, suplementado con triptéfano a una concentracién
final del 0,02 %.

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de
250 ml de capacidad, que contenfan 100 ml de medio de cultivo,
se incubd a 289C en oscuridad y en agitacién durante cuatro dfas,
él cabo de los cuales, se tomaron muestras que contenfan 25 ml

de 1fgquido metabdlico.

2.2.5.1.~ Procedimiento de extraccidn del ATA.~ La muestras

obtenidas se sometieron a centrifugacién a 5.000 g, durante cin-
co minutos para eliminar las célulés y los liquidos metabdlicos
fueron_sometidos al siguiente tratamiento, recomendado por RI-
GAUD (74) para extiraer el AIA:

Se recogid el sobrenadante al que, después de alcalinizar
hasta pH 8,2, se afiadi un volumen igual de &ier etflico despro-

visto de perdxidos, y se agitd la mezcla durante 5 minutos en
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agitador magnético. Una vez separadas las dos fases de la mez-
clé, se recogid la fase acuosa y se acidificd hasta pH = 2,8,
Se afiadié un volumen igual de &ter, y se agitd en agifador mag-
nético durante cinco minutos, transcurridos los cuales se re—
cogié la fase etérea que fue evaporada a sequedad. ‘

El residuo sélido se disovid en 2 ml de alcohol etflico

absoluto,.

242.5.1.~ Valoracién del ATA en las muestras.- Dado que

los métodos que hemos encontrado en la bibliografia para sepa-
rar el AIA y el AIL suponen grandes pérdidas (33, 41, 64, 65,
82), sobre todo teniendo en cuenta las bajas concentraciones
a que el AIA se encuentran en los liquidos ﬁetabélicos, reali=-
zamos la valoracidn por medio del método puesto a punto por.no—‘
sotros, que, come se verd, no exige la separacién de ambos

compuegtos.



3« RESULTADOS



3.1.~ Determinacidn del AIA en presencia de AIL.- Al tra-

tar de determinar el ATA en los lfquidos metab8licos de Rhizo-
Eigg cultivados en presencia de triptéfano, recurrimos en prin
cipio a métodos basados en la reaccién de Salkowski, que yé ha
bfan sido empleados por otros autores, pero tropezamos con el
inconveniente de que esta sustancia coexiste siempre con AIL o
en los lfquidos metab8licos, lo cual enmascara los resultados,
a pesar de que el AIL puro no da la reaccifn. Ello nos obligé
a introducir en nuestra Tesis el presente apartado encaminado
a encontrar un método satisfactorio de valoracién del AIA

en presencia de AIL.

Pero, antes de exponer nuestros experimentos, describi-
remos los resultados que hemos obtenido al aplicar los métodos
que hasta ahora se venfan empleando a los distintos compuestos
ind8licos, tanto ﬁuros como en megclas previamente preparadas

por nosotros,.

3¢lel.— Resultados obtenidos con los m&todos cromatogrifi-

cos.~ E1 m&todo cromatogrifico descrito por LARSEN dio los

resultados que se exponen en la Tabla I. Dado que como puede
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Tabla I.—~ Relacién de los Rf y de las reacciones de color
de varios derivados del indol, cromatografiades segin LARSEN y

revelados con el reactivo de Ehrlich.

=== S S EEEETEETE RS EE smmEmTEEsoomEsse

Compuesto Abreviatura Rf _ colox
Indol acetil-etil eter IAEE 0,86 rosa pélido
Indol I 0,84 rosa pélido
Triptofanol TOL 0,83 violeta
p-lndol acetonitrilo IAN 0,82 pardo claro
Indol acetaldehido IAA 0,77 gris
Indol acetamida IAM | 0,74 pardo oscuro
Triptamina TPM 0,69 rosa~violeta
Acido Indol butirico AIB 0,52 violeta (1)
Acido indol propidnico ATP 0,52 violeta (2)
Acido indol acético ATA 0,50 violeta (1)
Acido indol léctico AIL 0,49 violeta (1)
Acido indol pirdvico AIPy 0,39 violeta
Triptéfano TRP 0,34 violeta

(1) cambia a azul
(2) cambia a verde

mREmemm T T e T S e T S S T R SR S RSN SR SR R SR I T
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apreciarse en la citada Tabla, no hay una buena separacién
entre el AIA y el AIL, ensayamos otra técnica, consistente

en una cromatograffa con otro solwente (la mezcla butanols
acéticosagua) y cromatograffa en capa fina, con el que obtuvi-
mos una separacién satisfactoria de ambos productos, como se
puede apreciar en la Tabla II,

Este método, recomendado por RIGAUD tiene el inconvenien-
te de que hay considerables pérdidas durante la separacién
cromatogrifica y la subsiguienie elucién. Por ello, nos prbpu-
simos encontrar un método de valoracién en el que no fuese
necesaria la separacidn cromatogrifica. Dado que este mé&todo
obliga a pensar que el AIA va a estar acompafiado por oiras
sustancias ind6licas que coexistirfan como productos metabd-
licos derivados del triptéfano, comenzamos por ensayar el
comportamiento de una serie de productos ind8licos frente a

la reaccién de Salkowski.

3¢1.2.~ Reaccidn de Salkowski.— Una vez preparadas mues-

tras de los derivados del indol, se ensayd su comportamiento
frente a la reaccién de Salkowski, fijando la atencién en la
reaccién coloreada y en su evolucién con el tiempo. Los resul-
tados obtenidos se exponen en las Tablas IIIfa XIv,

Como puede observarse en estas Tablas, los productos que
dan reaccién positiva con el reactivo de Salkowski son el AIA
¥ la indol-acetamida. Adem&s, en el caso del ATA la méxima ab-
sorcién tiene lugar a los 60 minutos, mientras que el miximo
de absorcidn de la indol-acetamida tiene lugar a las 5 horas

y cuarenta y cinco minutos (Figura 2).



Tabla II.- Rf y reacciones de color del AIA y'dai

AIL en cromatograffa en capa fina (1)

revelados con el reactivo de Erlich

Compuesto Rf Coloxr
ATA 0,952 Violeta (2)
ATL 0,790 | Violeta (2)

(1) Disolvente: butanol s acético : agua (6:2:2)

(2) Cambia a azul
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Tabla III.- Evolucién de la reaccién del indol con

en reactivo-de Salkoweki a lo largo del

tiempo.
smesmmrsesmmem———— R

Tiempo  A-480  A-530  A-580 E

= cmssns EsEsesasmExssssessnEs mereEn
! 0° 0.070 0.060 6.020 0,0150
© 137 0,180 0,110 0,050 0.,0050
i_zo' 0,180 0,110 0,050 0.0050
% 30" 0,150 - 0,100 0,160 0.0050
L 0,160 0,115 0,050 0.0100
im0t 0.5 0,115 0.055 0.0050

2h 0,170 0.110  0.055 0.0025

2h 30’ 0.170 0,115 0,060 0.0000
 3h 0.180 0,120 0,065 0,0025 °
; 3h 30° 0.180  0.120 0,065 0.0025
| 4h 0.180 0,120 0,070 10,0950
| 5h 30° 0.190 0,110 0,070 0.0020
% 6n 0.180 0,110 0,070 0,0150
| 6h 30" 0,190  0.120 0,065 © 0,0025
T 0,190 0.115 0,060 0.0100
% 8h 30 0,190  0.115 0,060 0.0100
i24h %0* 0,190  0.125 0.070 0.0050 g
i26h,30' 0.190 0.120 * 0,0100
3

0,070
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Tabla IV.- Evolucidn de la reaccidn del Acido indol acé-

tico con el reactivo de Salkowski a lorlargo

I s Sy

del tiempo

-3+

P33 $-3-2 3.3 -3 1 23 23 323 323 F-2 3 232 % 3333 34 %]

26h

P1 empo A-480  A-530  A-580 B

.I . o _'{:

§ o’ 0,050 0,100 0,020 - 0.0650

g 13 €.250 0,380 0,050 0.2300

1 20’ 0.280 0.410 0,050 042450

| 50 0.280 0,420 0,050 0.2550

~1n 0.330  0.460 0,040 0.2750

| n 307 0,350 0,460 0,030 0.2700

' on 0:330 0,450 0,030 0,2700
2h 30" 0.350 0.450 0.030 0.2600
3h 0.330  0.450 0,040 02650 °
%h 30 0.320 0,430 0,060 0.2400
4h 0.330  0.430 0,050 0.2400
5n 30 0,310  0.380 0,030 © 0.2100
6h 0. 300 0;380 0,040 0,2100
6h 30° 0.400 ° 0,360 o.oﬁo 0.1400
™ 0,400  0.360 0,025 0. 1470
8h 30 0.270 0.%30 0.030 -0,1300

. 24n 30° . 0.210  0.210 0.025 10,0925

30" 0,030
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Tabla Ve Evolﬁciﬁn de la reaccién del &cido indol butiri-
co con el reactivo de Salkowskip a lo largo

del tiempo.

Tiempo  A-480  A-530  A-580 B
S — . —
I o 0.005 0,010 0,000 10,0085
13 0.070 0,050 0,020 0.0150
- 20° 0,080 0,020 0,005 0.0225
307 0,080 0,025  0.010 - - 0,0200
h 0,090 0,035 0,010 © 0,0150
ih30° 0,100 0,050 0,010 . . 0,0050
2n 0.100 0,050 0,010 © 70,0050
2n30° 0,100 0,045 0,020 ‘- 0,0150
3h 0.100 0,050 0,020 V', ;=7 0,0100
30 30 0.100 0,050  0.030 o 6,0150'
4n 0.100 0,050 0,020 - 0.0100
5h 30’ 0,090  0.050 0,030 0,0100 |
6h , 0,090 0,050 .0.020 o.ooso_%
6h 30’ 0,100 0,040 0,020 ~0.0200 ?
7h 0.100 0,050 0,030 ,. 0.0350
gh 30 0,090 0,050 0,030 0.0100
24h 30’ 0.080 0.040 0.025 _ 0.0050
26h 307 0,070 0,075 0.010

0.0000
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Tabla VI.~ Evolucidn de la reaccién del fcido indol pi-
rivico con el reactivo de Salkowski, allo

largo del tiempo.

(g 22 3-F 13-t - 3 3-F 23 F-1-1 1 -, -3 43— = = = EEIEIEE
D

Tiempo A-480 A-530 A-580" B
o — '
.o’ 0,025 0,030 0,000 © 0.0175
% 13 0,050 0,070 0,015 0,0375
20 0,045 0,060 0,020 . -  0,0275.
- 307 0.060 0,090 0,030 .0.0450
g in ‘ - 0,070 0,030 0,020 . ~ 0.0450 §
| 1h 30’ 0.080 0.090 0,020 . 0,040 '
| 2n - 'o.o7s'f 0.090 0,020 ~0.0325
' 2n30°  0.070 0,090 0,020  0,0450
3h 10,080 0,090 0,030 0.0350
~3h 307 0,080 0,090 0,030 0.0350
%, 4n 0.080  0.090  0.0%0 ~0.0350 |
" 5n30°  0.080 0,085 0,020 0.0%50 |
.~ 6h 0.080. - 0,090 0,020 © 0.0400
i 6h 30° - 0,085 0,085 0,015 0.0350 |
% Tn - 0.085 0,070 0,025 . 10,0200
. n 307 0.080 0,080 0,030 0.0250
! 24h 30 0.080  0.065 0,030 0,0100
_; 26h 30’ 0,070 0,050 0,020 ' 0,0050
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Tabla VII.~ Evolucion de la reaccidn del &cido indol -
propiénico con el reactivo de Salkowski,

a lo largo del tiempo.

.
RN L I S =i s=e SsEmemms

‘Piempo  A-480  A-530  A-580 E
0T T 0,000 0,000 0,000, 0.0000 :
13 0.030 0,010 0,000 - 0.6050
20° 0,030 0,010 ° 0,000 0.0050 !
30° 0,040 0,010  0.000 . 0.0100

th -~ 0,060 0,015 0,010 0,0200 |
fh 30’ 0.070 0,025 0,020 0.0200 "
on 0.075 0,020 0,010 . 0.0225
' 2h30° 0,080 0,030 0,010 © 0.0150 .
3h . 0,090 0,030  0.015 .  0,0225
; 3h 30’ 0,090 0,035 0,020 - ©0,0200
| 4n 0.090 0,030 0,020 0.0150
} 5h 30° 0,090 0,030 - 0,015 .  0,0225
6h 0,090 0,040 0,020 0.0150
j_ﬁh'BO’ 0.090 0,045 0,015 - , 0,0065
i h - 0,085  0.030 0,020 0.0225
| 8n 30" 0,100 0,040 0,015 10,0175
§é4h 30° . 0,090  0.035 0,010 0.0150

26h 30’ 0,085 0,030

0,0225
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Tabla VIIY.~ Evolucién de la reaccién del indol-acetal-
dehido con el reactivo de Salkowski, a lo

largo del tiempo

O U S ——
Tiempo ~ A-480  A-530  A-580 E
0 0,080 0,100  0.030 T o.085 |
13° 0.100 0,110 0,030  0.045
20° 0,105 0,110 0,040 | 0,037
307 1_0;11ot 0.110 0.040 - 0,035
ih 0.09 ~ 0,080 0,035 0,027
h 30 0.070 0,075 0,025 - 4# 0,027
2 0,065 0,060 0,020 © U, 0,017
2n 30" 0,060  0.055 0,015 - 0,017
3h 0,050 0,050 . 0,015 . . 0,019

L 5h 45° 0.00  0.030  o0,015° 0.002
6h 30° 0,040 0,030 0.015 7 0,002
T 0,040 0,030 0,015 0,002
Th 30f 0.035 0,025 - 0,010 0,002
Bh 0,035 0,020 0,010 0,000
8h 30° 0,035 0,020  D;010 »‘ -, 0,000
24n 30 0.030 0,020 0.010 0,000

- 26h 30’ 0,030 0,020 . 0,010 0,000
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Tabla IX.- Evolucién de la reaccién de la indol- acetamida
con el reaoctivo de Salkowski, a lo largo del

tiempo.

.
= = oz e = S o [P

Piempo A-480  A-530 A-580 E

Ve ‘"ffg;o46'“"6;daé B
13 o,o?q 0,140 0,080 _'1" T‘ 0.065 |
20’ ; '6.089. 0.145 0,080 0,065

307 0,090 0,155 0.680, . 10,070

S om © 0,115 0,180 0,060  °'i 0,097

4h 30° 0,120 0,185  0.045 - }i:_ >1f:o,1bé
 2h ; 0.126 : o,igo 0,045 i :‘;f[i;o.167_§

' 2h 30° - 0,120 0,195 0,040 . 7 0,112

3h 0,120 0,190 0,035

5h 45° 0,130 0,200 0,040~ . 0,115 |

; 6h 30° 0,130 0.200 0,040 - 0,415
§, 7h . 0.130 o.196" 0,048 B 6,105 %
%, %h 30’ 0,130 0,190 . 0,030 0,110 i
i gn - - 0,125 © 0,185 0,035 0.105
| 8n 30" 0.120  0.185  0.030 . oJwo

24n 307 . 0,115 0.180 0,030 - . 0,107 ;
E,Zéh 30" 10.120 0,180 0,030 . q119g_j
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Tabla X.~ Evolucion de la reaccidén del beta-indol-—aceto-

nitrilo con el reactivo de Salkowski, & lo lar
go del tiempo.

t 3 = = -t 22—+ ] =%

T4 empo A-480  A-530  A=580 E
o 0,040 0,035 0,050 0,000
BRET 0.060 0,060 0,050 0,000 !
20" 0.075 0,065  0.050 0,000
Y 0.080  0.080  0,06° 0.010
o 0,100 0,090 0,075 0,002
1R 307 0.100 0,085 0,070 - 0.000
2a - 0,100 © 0,090 0,070 0.005 |
2h 30’ 0.100 0,030 0,065 0,007 %
3h 0,090 0,085 0,060 _ . 0,010
“ 5h 45" 0,090 - 0,085 0,060 0,010
' 6n'30° 0,085 0,080 0,060 0,007
Th 0,085 0,080  0.060 B 0,007
Th 30° - 0,080 0.075 0,050 0,010
8h 0,080 0,070 0,050 " 0,005
" en 307 0.080-»._0.070 0.050 0,005
| 24n 30 0.055 _"0;050 0,035 0,005

i 26h 30’ . 0,050 0,050 0,03%5 0.005
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Tabla XI.- Evolucidén de la reaccién del &cido indol léc-
tico con el reactivo de Salkowski, a lo largo

del tiempo

S, =
Piempo 4480 A-530 A~580 "B
o’ 0.010 0,010 0,010 . d:dbo
13 0.010 0,010 0;010 o 0,000
20 " 0,015 0,020 - o0.,010 0,007
30° 0,020 0,020 0,015 0,002
“th 0,020 0,015 0.010 - . 0,000
© 1 30° 0.025 . 0,025 0,010 .. - 0,007
2 0,030 0,030 0,015 . 0,007
2h 30’ 0,030 0.030  0.010 0.010
. 3h - 0.035 0,040 0,010 . - 0,017
| 5n 45" 0,050 - 0.040  0.010" 0010
6h 30° . 0,050 0,040 . 0,010 - 0.010
| Th 0,050 0,040 0,010 - 0.010
Th 30" 0,050 0,030 0,010 " 6,000 .
- &n o 0:650« 0,025 0,010 - - 0,000
8h 3Q'i '-o.oab -20.030_'7 0,010 P 0,005
240300 0.050 " 0.030 0,015 u_ 0,000
26h 30° - 0,035 0,020 0.000 |

0,000’
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Tabla XII.- Evolucién de la reaccidén del indol acetil-

=3 123

etil &ter con el reactivo de Salkowski, a
lo largo del tiempo

O — S
Tiempo A-480 A-530  A-580 E

0’ 0.010 0,015  0.020 0.000
13 0,010 0,015  0.010 0,005
20° 1 0,010 0,015 0,010 0.005
30’ 0.010 0,015 0,010 0.005
1h 0,050 0,050 0,010 0,020
1h 36’ d.osc' 0,050 0,050 0.000
;‘ 2h 0,010 B 0,020 0,050 0,000
 2n 30'1 0,005 0,050 0,000 0,025
3h 0.005 0,005 0,000 0.025
. 5h 45" 0,005 0,010 0.000 0.075
| 6h 30’ 0.005 0.000. 0,000 0,000
" qn 0.005  0.000 0,000 0,000
Th 30° 0,000 0,000 0,000 0,000
. 8h 0.000 0,000 0,000 0,000
2 8h 30" 0.000 0,000 0,000 0,000
240 30 0.000 0,000 0.000 0.000
0.000 0,000

26h

0.000

~ 0.000
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Tabla XIIX.- Evolucién de la reaccién de la triptamina con
el reactivo de Salkowski, a lo largo del tiem~

PO
S —_— crmmmemsen
Tiempo A-480  A-530  A~580 E
0’ 10,000 0,000 0,000 0,000
13 0.000 0,000 0,000 . 0,000
20° 0.000 0,000 = 0,000 10,000
307 .'o.ooo | 0.005 0,010 i - 0,002
th - 0,050 0,000 0.010 ~ 0,000
in 300 0,050 0,050 0,010 R 'o,ozo
2h .. 0,010 © 0,010 0,010 ~ - 0,000
20 30° 10,010 v:o;oys 0.010 0,005
3h 10,010 0,010 0,010 "~ 0.000
'_5h 45° .' o.dzoi_ 0,020 0.010—' 0,005
. 6n30° . 0,020 0.020 0,010 B 0,005
E Th | B 0,020 0,010 0,010 ~0.000
gm0t 6.020, .0.010 0.016 0,000
AQP : © 0,020 0,010~ 0,010 o 10,000
B 307 . 0,020 0.010 - 0,000 . 0,000
24h'30' 0.030  0.020  0.015 0,000

26h 30° 0,030 0,020 0,010 . 0,000
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Tabla XIV.~ Evolucidén de la reaccién del triptofanol con
81l reactivo de Salkowski, a lo largo del

tiempo. ) ‘

o, O PP pap— L.
T empo A-480  A-530 A-580 E
o 0,025 0,020 10,015 0,000

3¢ 0.040 0,020 0,030 0,000
20" 0,050 0,030 0,040 0,000

"30° 0.060 0,050 0,040 .0,000

»1h.‘ 0,045 0,020 ~ 0,020 0.000

Th 307 0,040 - 0.010 0.015"_ 0,000

2hn . 0,050 0,030 0,010 0,000

2h 30’ 0,050 0.030 0,015 ) 0.000

3h | 0,040 0,020 0,010 0.000

5h 45 0.050 0,030  0.010 0,000

6k 30" 0,040 0,020  0,010° - 0,000

'A, Th 0,040 0,020  0.010 0,000

Th 30’ 0.040 . 0,020 o.oﬁo - 0,000

Bh 0,040 0,015 0,010 0.000

gh 30" 0.040 0,020 0,010 . 0.000

24n 30 0,035 0,020 0,005 D,000

26h 30° 0,030 0,020 ° 0,005 0,002
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7 5 10 15 20 25 t (horas)

Figura 2.- Bvolucién de la reaccién del AIA con el reacti-

vo de Salkowski a lo largo del tiempo

A fin de determinar si estog compuestos ind8licos se se—
paran juntos en el proceso de extraccibén adoptado, preparamos
una mezcla de diversas sustancias ind8licas, que fraccionamos

con el procedimiento de extraccién de RIGAUD.
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3.1.3.~ Técnica de extraccidn.-~ Una vez fraccionada la

muestra anterior, fue determinada colorimétricamente, median-
te la reaccibén de Salkowski, la cantidad de AIA que aparecia
en cada una de las fracciones obtenidas, resultados que se ex-
presan en la Tabla XV. Ello nos permitié determinar el rendi-
miento de la técnica. _

Como puede verse en la citada Tabla, el ATA se recoge en
una sola fraccién, la correspondiente a la extraccién con &ter
a pH &cido.

A fin de determinar si en esta fraccién se separaba sélo
el AIA, sometimos la muestra correspondiente a una cromatogra
ffa, con lo que pudimos comprobar que esta técnica sélo separa

junto con el AIA, el AIL, el AIB y el AIP.

3.1.4.~ Recta de calibrado para el AIA.— Por todo lo- ex~

puesto, es razonable suponer que al extraer el AIA de los liqqi
dos metabdlicos, los Ynicos productos inddlicos que pudieran
acompafiarle en el extracto serian los anteriormente citados.

En principio, este hecho no constituiria ningin obstéculo para
la valoracidn colorimétrica del AIA, puesto que ninguno de ellos
da la reaccidn de Salkowski. Por ello, confeccionamos una rec-
ta de calibrado (Figura 3), relacionando la concentracién de
AIA con los valores de absorcidn, de acuerdo con los datos ex-
perimentales obtenidos (Tabla XVI). Sin embargo, al tratar de
aplicar este método a la determinacién del AIA en liquidos me-
tabdlicos de diferentes estirpes de Rhizobium, observamos gran
des oscilaciones en los resultados, que no eran ficilmente ex-
plicables. Esto unido al hecho, demostrado por LE HIR y SCHNEI
DER (53), de que la presencia de AIL influye en la intesidad

de la reaccién del AJA con el reactivo de Salkowski, nos hizo



Tabla XV.~ Resultados de la aplicacién de la reaccién de

Salkowski a 1las distintas fracciones obtenidas

al separar una mezcla de distintas sustancias

derivadas del indol por el procedimiento de

extraccidén de RIGAUD

Fraccidn(1) A-480 A-530  A-580 B
1 0,060 0,030 0,010 0,000
2 0,330 0,500 0,030 0,952
3 0,060 0,030 0,000 0,000
. . 0,952
Rendlm:.ento = --5:-9-5-2—- = ]),900

(1) Cada fracecién se ha obtenido al separar la mezcla

al procedimiento de extraccién. La fraccién 1 co-

rresponde a la fase etérea alcalina, la 2 a la fa-

se etérea 4cida, y la 3 al residuo acuoso.




Tabla XVI.~ Medidas de absorcidn obtenidas al someter a la
reaccidn de Salkowski a distintas muestras de

AIA Puro.
fa1a/ (1) a-480  A-530  A-580 E

100 0,700 1,300 0,140  0,8800
50 0,410 0,710 0,085  0,4625

25 0,220 0,390 0,055  0,2525

20 0,180 0,305 0,035  0,1975

10 0,100 0,160 0,020  0,1000
0,050 0,080 0,010  0,0500

0,020 0,020 0,005 0,0075

(1) ug/ml.
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0,5

20 40 60 80 100 IAAI (ug/ml)

Pigura 3.~ Recta de calibrado en la gque se relacionan las

medidas de ‘absorcidén con la concentracidn de

AJA en las muestras sometidas a la reaccidn de

Salkowski.

-1
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descartar este método, ya que, segin habfa demostrado RIGAUD,

(71), el ATA coexiste siempre con el AIL en los lfquidos me-
tabdlicos. :

3.1.5.~ Espectrofotometrfa.- Como alternativas posibles

probamos dos métodos: la espectrofotometrfa ultravioleta y
visible, y la espectrofluorimeirfa. Para ver las posibilidades
de aplicacién del primero de estos m&todos, hicimos espectiros
de absorcidn de AIA y de AIL, as{ como de una mezcla de ambos
(Figuras 4, 5 y 6).

Como puede observarse en estas figuras, ambas sustancias

tienen picos de absorcidn a 222 nm y a 278 nm y, por tanto, el

método tampoco es utilizable.

3.1.6.~ Espectroflurimetrfa.— Para probar las posibilida~

des de la espectrofluorimeiria, preparamos igualmente solucio-
nes de AJA y ATL y de la mezcla de ambos, que, una vez someti-
das a la reaccién descrita en los métodos, fue someti&a a una
radiacién excitante de 440 nm. Estudiando sus espectros, se ob-
~ serv8 que el AIL no emite fluorescenciaj el AIA emite a 500 nm
¥ la mezcla emite a esta misma longitud de onda, pero con mayor
intensidad. Este resultado'es comparable al observado en la
reaccién de Salkowski, en la que el AIL influye en la absorcién

del ATA, a pesar de que no absorbe cuando esti puro (Tabla XVII)



D.O.
1,51

10°

0,51

B0 206 222 238 54 270 286 302 38 3% 350 Aoml

P

. 1 )
Figura 4e= Espectro de absorcida del fcido indol ac8iticos
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Tabla XVII.- Valores de densidad Sptica obtenidos al apli
car la reaccién de Salkowski a distintas mues

tras de AIL,

JAIL/(1)  A-480 A-530 A-580 B
100 0,115 0,065 0,015 0,0000
75 0,105 0,060 0,015 0,0000
50 0,070 0,045 0,010 0,0050
25 0,040 0,027 0,005 0,0045
12,5 0,015 0,010 0,000 0,0050
5 0,010 0,010 0,000 0,0050
2,5 0,000 0,000 0,000 - 0,0000

1 0,000 0,000 0,000 0,0000

(1) expresada en pg/ml.
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© 3el.eTe~ M&todo de waloracidn del ATA en presencia de ATL,-

En vista de esios reéultados negativos, decidimos explorar nue
vamente las posibilidades del métods de Salkowski, en el senti
 do de averiguar si la influencia del AIL tiene alguna correla-
cién con la concentracidn a la que se encuenire esta sustancia
acompaiando al AIA.

Para ello, se hicieron dos series de experimentos enca-
minados a poner de manifiesto la influencia del AIL sobre la

absorcién debida al ATA.

En una serie de estos experimentos, se prepararon distin
tas soluciones de ATA, a las que se afiadfa AIL en distintas
concentraciones, de manera que la proporcién AIA/AIL fuera
variable.

Esté.s soluciones fueron sometidas a la reaccidn de Salkows
Ei y se midib 3, densidad Sptica que daban. Los datos obtenidos
fueron agrupados de forma que se establecieron seis clases de
' valores, correspondientes a las seis concentraciones diferentes
a las gue estaba el AIA (50, 30, 25, 20, 15 y 10 pg/ml). Los
valores obitenidos se exponen en las tablas XVIII a XXIII, y se
Trepresentan grificamente en las figuras 7 y 8.

La otral.serie de experixixentos consistfa en preparar dife-
rentes soluciones de AIL a las que se afadieron cantidades va-
riables de AIA, de forma que las proporciones AIA/AIL fueran
también variables. De la misma forma ciue antes, se obtuvieron

una serie de datos, gque fueron agrupados en siete clases de
valores diferentes, correspondientes cada una‘ de ellas a una
determinada concentracién de AIL (50, 45, 30, 20, 10, 53y 1
pg/ml). Los valores obtenidos se exponen en las Tablas XXIV
a XXX, y se representan grificamente en la Figura 9.
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Tabla XVIII.~ Valores de absorcién obtenidos al saplicar
el métodd de Salkowski a soluciones gue con

4ienen una cantidad fija (50 pg/ml) y can-
tidades variables de AIL.

Muestra /AIL/ (1)Proporciones A-480 A-530 A-:SBD £
1 0,00 - 0,405 0,700 0,084 0,4555
2 5,55 9:1 0,640 1,100 0,080 0, 7400
3 . 6,25 B:1 0,560 1,000 0,075  0,6750
4 7,14 7:1 0,600 1,100 0,080 0,7600
5 8,33 631 0,620 1,200 0,090 0,9450
6 10,00 5:1 0,660 1,300 0,090 0,9250
7 12,50 411 0,640 1,300 0,090 0,9350
8 16,66 311 " 0,790 1,400 0,090  0,9600
9 25,00 2:1 0,860 1,500 0,090 1,0250
10 50,00 1:1 " p,750 1,500 0,095 1,0775
11 100,00 112 1,000 1,706 0,140 1,1300
12 150,00 1:3 0,850 1,600 0,100  1,1250
13 * 200,00 1:4 0,850 1,550 0,110 1,0700
14 250,00 1:5 1,000 1,750 0,130 1,1850
15 300,00 1:6 1,000 1,700 0,135 1,1325
16 350,00 1:7 1,150 1,800 0,145 1,1525
17 400,00 1:8. 1,350 2,000 0,160  1,2450
18 450,00 1:9 1,150 1,740 0,145 1,0925
19 500,00 1:10 1,220 - 1,790 0,150 1,1050

(1) pg/mi.
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Tabla XIX.- Valores de absorcién obtenidos al aplicar el

método de Salkowski a soluciones que contie—

nen una cantidad fija de AIA (30 pg/ml) y can
tidades variables de AIL (expresadas, también

]
.0

300,00

1:10

0,900

en pg/ml)
Muestra /AIL/ Proporciones _A-480 A-530 A-580 E
1 0,00 - 0,280 0,465 0,055 0, 2975
2 3,33 9:1 0,400 0,680 0,055 0, 4530
3 3,75 8:1 0,380 0,660 0,050 0,4500
4 4,28 7:1 0,390 0,690 0,055 - 0,4600
5 5,00 6:1 0,405 0,750 0,055 0,5206
6 6,00 5:1 0,410 0,71d 0,055 0,4775
7 7,50 431 0,420 0,750 0,060 60,5100
8 10,00 3:1 0,480 0,840 0,055 0,5725
9 15,00 2:1 0,560 0,900 0,050 0,5950
10 30,00 1:1 0,500 0,950 0,070 0, 6650
11 60,00 1:2 0,520 (,950 0,070 0, 6550
12 90,00 1:3 0,540 0,950 0,065 0, 6475
13 * 120,00 1:4 0,530 0,950 0,070 0, 6500
14 150,00 135 0,680 1,050 0,080 0,6700
15 180,00 1:6 0,625 1,000 0,085 0, 6450
16 210,00 137 0,660 1,100 0,100 0, 7200
17 240,00 1:8 0,700 '1,000 0,085 0, 6075
18 270,00 1:9 0,708 1,000 0,080 0,6100.
1,200 0,100 0,7000
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Tabla XX.~ Valores de absorcién obtenidos al aplicar el

método de Salkowski a solu_.ciones que contie-—
nen una cantidad fija de AIA (25 pg/ml) y can
tidades variables de AIL (expresadas, también

1:10 0,650 1,000 0,070 0, 6400

en pg/ml).
Muestra /AIL/ Proporciones .A-480 A-530 A-580 E

1 0,00 - 6,200 0,380 0,050 0, 2550
2 2,77 9:1 0,350 0,500 0,045 0,3070
3 3,12 8:1 0,310 0,540 0,040 0, 3650
4 3,57 7:1 0,325 0,580 0,045 0, 3950
5 4,30 6:1 0,410 0,750 0,060 0,5150
6 5,00 5:1 0,350 0,630 0,050 0,4300
7 6,25 4:1 0,340 0,600 0,050 0, 4050
8 8,33 321 0,420 0,725 0,045 0,4925
9 12,50 2:1 - 0,470 0,840 0,040 0,5850
10 25,00 1:1 . 0,420 0,830 0,035 0, 6025
11 58,00 1:2 0,440 0,875 0,060 0, 6250
12 175,00 1:3 0,410 0,850 0,050 0, 6200
.13 , 100,00 1:4 0,560 0,925 0,070 0, 6100
14 125,00 1:5 0,570 0,950 0,080 0, 6250
15 150,00 1:6 0,620 1,000 0,070 0, 6550
16 175,00 1:7 0,620 1,000 0,080 b,ssoo
17 200,00 - 1:8 0,600 1,000 0,090 0, 6550
18 225,00 1:9 | 0,580 0,950 0,065 0,6275

19 250,00
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Tabla XXI.~ Valores de absorcién obtenidos al aplicar el

método de Salkowski a soluciones que contenfan

una cantidad fija de AIA (20 pg/ml) y cantida-

des variables de AJL (expresadas, igualmente,

en pg/ml).
T e e EEESTTeesEeEss o
Muestra /AIL/ Proporciones A-480 A-530 A-580 E
1 0,00 - 0,180 0,310 0,030 0, 2050
2 2,22 9:1 0,220 0,350 0,030 0, 2650
3 2,50 8:1 0,240 0,425 0,030 0,2900‘
4 2,85 7:1 0,250 0,460 0,035 0,3175
5 3,33 6:1 0,225 0,420 0,030 0,2925
6. 4,00 5:1 0,270 0,480 0,040 0,3250
7 5,00 4:1 0,290 0,500 0,040 0,3350
8 6,66 321 0,320 0,520 0,030 0, 3450
g 10,00 2:1 0,340 0,600 0,040 0,4100
10 20,00 1:1 0,330 0,620 0,050 0,4300
11 40,00 1:2 0,320 0,600 0,040 0,4200
12 60,00 1:3 0,340 0,630 0,035 0,4425
13 80,00 1:4 0,360 0,620 0,060 0,4100
14 100,00 1:5 0,450 0,750 0,050 0,5000
15 120,00 1:6 0,530 0,840 0,060 0,5550
16 140,00 1:2 0,530 0,850 0,065 0,5525
17 160,00 1:8 0,520 0,810 0,065 0,5175
18 180,00 1:9 0,520 0,800 0,060 0,5100
19 200,00 1:10 0,470 0,680 0,050 0,4200
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Tabla XXII.~ Valores de absorcién obtenidos al aplicar la

técnica de Salkowski a soluciones que conte-

nfan una cantidad fija de AIA (15 pg/ml) y

cantidades veriables de AIL (ekpresadas, de

igual modo, en yg/ml).

e SRS S e

ot

g Er eI T

Muestra /AIL/ Proporciones _A-480 _A-530 _A-580 E
1 0,00 - 0,150 0,240 0,030 0,1500
2 1,66 g:1’ 0,190 0,320 0,025 0,2130
3 1,87 8:1 ‘0,200 0,30 0,030 0, 2250
T4 2,14 7:1 0,195 0,350 0,030 0,2475
5 2,50 6:1 0,200 0,360 0,030 0, 2450
6 3,00 5:1 0,205 0,380 0,035 - 0,2575
7 3,75 a:1 0,205 0,360 0,035 0, 2400
8 5,00 3:1 0,250 0,430 0,035 0,2875
9 7,50 2:1 0,290 0,500 0,035 0,3375
10 15,00 1:1 0,280 0,500 0,035 0,3425
11 30,00 1:2 0,270 0,490 0,035 0,3375
12 45,00 1:3 0,290 0,520 0,030 0, 3600
13 60,00 1:4 - 0,330 0,560 0,060 0, 3650
14 75,00 1:5 0,350 0,570 0,040 0,3750
15 90,00 1:6 0,370 0,610 0,050 0,4000
16 105,00 1:7 0,400 | 0,620 0,050 0, 3950
17 120,00 1:8 0,400 0,610 0,050 0, 3850
18 135,00 1:9 0,270 0,435 0,030 0, 2850
19 150,00 1110 0,325 0,500 0,030 0,3225
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Tabla XXIII.~ Valores de absorcidén obtenidos al aplicar

=

$a t&cnica de Salkowski a soluciones que

contienen una cantidad fija de AIA (10 ng/ml)

y cantidades variables de AIL (expresadas, tam
bién en pg/ml).

b 232 -4 342144 2344

i3 -4

Muestra _/AIL/ Proporciones A-480 A-530 A-580
1 0,00 - 0,100 0,150 0,015

2 1,11 9:1 0,115 0,200 0,010

3 1,25 8:1 0,100 0,175 0,010
.4 1,42 7:1 0,120 0,230 0,015
5 1,66 6:1 0,130 0,225 0,030

6 2,00 5:1 0,140 0,250 0,025

7 2,50 4:1 0,170 0,270 0,040

8 3,33 3:1 0,175 0,295 0,010

9 5,00 2:1 0,190 . 0,310 0,010
10 10,00 1:1 0,190 0,345 0,025
11 20,00 1:2 0,210 0,365 0,030
12 30,00 1:3 0,170 0,300 0,010
13 40,00 1:4 0,210 0,370 0,030
14 50,00 115 0,250 0,410 0,030
15 60,00 1:6 0,210 0,360 0,030
16 70,00 1:7 0,275 0,430 0,035
17 80,00 1:8 0,225 0,410 0,035
18 90,00 1:9 0,180 0,310 0,010
19 1:10 0,170 0,310 0,010

100,00

0,0925
0,1380
0,1200
0,1625
0,1500
0,1675
0,1650

0, 2025

0,2100
0,2375
0, 2450
g, 2100
0, 2500
0, 2400
0, 2700
0,2750
0,2800
0,2150
0, 2200
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1 2 3 4 5 6 7 6 9 p

Pipuras7.s Representacidn grifica de los resultados expues-

tos en las Tablas XVIII a XXIII. 5

entre las concentraciones de AIA y AIL. Se han seleccionado los

representa las proporciones.

valores correspondienites a valores de P mayores que 1,
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E
' 50
10
e — 30
25
) ‘ — 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 P

Figura 8.~ Representacién grifica de los resul’tadds expues—~
tos en las Tablas XVIII a XXIII. P representa las proporciones,
maltiplicadas por 10,‘en‘bre' las concentraciones de AIA y AIL. Se
han seleccionado los datos correépondientes a valores de P menoreé

Que 1.
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Tabla XXIV.~ Valores de absorcién obtenidos al aplicar

la técnica de Salkowski a soluciones que

contienen una cantidad fija (50 pg/ml) de

AIL y cantidades variébles de AIA, expresa—

das en pg/ ml.

e

s gme

=== ==

MUssfra

a8/ _pr

Proporciones

A-480

A~530

A-580

E

1 5 0,1 0,160 0,245 0,020 0,1550
2 .10 0,2 0,200 0,335 o,oéo 0, 2250
3 15 0,3 o,sod 0,530 0,040 0,3600
T4 20 0,4 0,380 0,670 0,055 0,4525
5 25 0,5 0,440 0,800 0,050 ©0,5550
6 30 0,6 0,550 1,000 0,070 - 0,6900
7 35 0,7 0,590 1,100 0,080 0,7650
8 40 0,8 0,650 1,300 0,080 0,9350
9. 45 0,9 0,700 1,450 0,0955 1,0525
10 50 1,0 0,720 1,500 0,100 1,0900
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Tabla XXV.~ Valores de absorcidén obtenidos al aplicar la

técnica de Salkowski a soluciones que contie~.

nen una cantidad fija (40 pg/ml) de AIL y can-

tidades variables de AIA, expresadas en pg/ml,

también.
Muestra /KiéZ:“~“'5§356;z§;;:: A-480 A-530  A-580  E
1 4 0,1 0,130 0,200 0,020 0,1250
2 g 0,2 0,165 0,275 0,020  0,1825
3 12 0,3 0,220 0,400 0,025  0,2775
4 16 ‘ 8,4 9,300 0,520 0,035 0,3525
5 20 0,5 0,360 0,660 0,040  0,4600
6 24 0,6 0,420 0,770 0,050  0,5350
7 28 0,7 0,480 0,875 0,055  0,6075
8 32 0,8 0,540 1,000 0,070  0,6950
g 36 0,9 0,550 1,050 0,080 0, 7350
10 40 1,0 0,660 1,300 0,090  0,9250

.
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Tabla XXVI.- Valores de absorcidn obtenidos al aplicar la

técnica de Salkowski a soluciones gque contie—

nen una cantidad fija (30 pg/ml) de AIL y can

modo, en ng/ml.

-tidades variables de AIA, expresadas, de igual

fluestra /AIA/ Proporciones A-480 -A~53D A-580 £
1 3 - 0,1 0,090 0,150 0,010 ©,1000
2 6 0,2 0,140 0,230 0,020 0,1500
3 9 0,3 0,190 0,340 0,020 O0,2350
4 12 0,4 0,230 0,420 0,025 0,2925
5 15 0,5 0,270 0,500 0,030 0,3500
6 18 0,6 0,310 0,580 0,030 0,4100
7 21 0,7 0,370 0,680 0,040 0,4750
8 24 0,8 0,410 0,750 0,050 0,5200
9 27 0,9 0,480 0,900 0,065 0,6275
10 30 1,0 0,500 0,950 0,065 O0,6675
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Tabla XXVII.- Valores de absorcidn obtenidos al aplicar
ta técnica de Salkowski a soluciones gue
contienen una cantidad fija (20 pg/ml) de
AIL y cantidades variables de ATA, expre~

sadas en ng/ml.

mEmlrrmpsmatEsen : - smemmEs === == R332 331

Musstra /AIA/ Proporciones A-480 A-530 A-580 E
1 2 0,1 0,065 0,105 0,010  0,0685
2 4 0,2 0,085  0,1475 0,015  0,0975
3 6 0,3 0,120 0,210 0,020  0,1400
4 8 0,4 0,145 0,260 0,020  0,1775
5 10 0,5 0,180 ©,335 0,015  0,2375
6 12 0,6 0,215 0,400 0,015 0, 2850
7 14 0,7 . 9,250 0,460 0,025  0,3225
8 16 0,8 0,290 0,540 0,030  0,3800
9 18 0,9 0,300 0,550 0,040  ©0,3800

e
(o}

20 2,0 0,330 0,620 0,045  0,4325
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Tabla XXVIII.f Valores de absorcién obtenidos al aplicar
la técnica de Salkowski a soluciones que
contienen una cantidad fija (10 pg/ml) de
AIL y cantidades variables de AIA, expresa-
das en pg/ml. - )

— - g o g smpm ez =T

- ———— - Al e e e

Mluestra /AIA/ Proporciones A-480 .A-530 A-£80 E
1 1 0,1 0,030 0,050 0,000 0,0350
2 2 0,2 0,045 0,070 0,010 0,0425
3 3 0,3 0,065 0,110 0,010  0,0725
4 4 0,4 - 0,080 0,140 0,005 0,0975
5 5 0,5 0,080 0,155 0,005 0,1125
6 6 0,6 0,100 0,195 0,005 0,1425
7 7 0,7 - 0,120 0,220 0,010 0,1550
8 B D,8 | 0,140 0,260 0,018 0,1825
9 9 0,9 0,155 0,280 0,020 0,1925
10 10 1,0 . .0,190 0,355 0,025 0,2475
11 30 3,0 0,350 0,650 0,060 G, 4450
12 50 5,0 0,520 0,920 - 0,085  ©0,6175



99

TablaXIX,~ Valores de absorcidén obtenidos al aplicar la

té’cnica de Salkowski a soluciones que contie-;
nen una centidad fija (5 pg/ml) de AIL y can-
tidades variables de AIA, expresadas en pg/ml:

B

i
]

(=t -1-1-4

A-530

e i o s Wi rbn iz S et s a——— -

i‘ﬁdestra /AIA/PW "éféﬁorcioﬁes A;480 | A-580 E
1 0,5 ‘0,1 0,015 0,025 0,000 0,0175
2 1,0 0,2 0,025 0,035 0,005 0,0200
3 1,5 0,3 0,035 0,060 0,005 ° 0,0400
4 2,0 0,4 0,040 0,075 0,005 0,0525
5 2,5 0,5 0,055 0,180 0,000 0,0228
6 3,0 0,6 0,055 0,100 0,000 0,0725
7 3,5 0,7 0,060 0,110 0,005 0,0775
8 4,0 0,8 0,080 ©0,1475 0,010 0,1025
9 4,5 0,9 0,080 0,1500 0,005 0,1075
10 5,0 1,0 0,090 0,155 0,010 0,1050
11 15,0 5,0 - 0,180 0,320 0,025 0,2175
12 25,0 5,0 0,270 0,480 0,050 6, 3200
14 40,0 8,0 0,400 0,700 0,065 0,4675



100

Tabla XXX.- Valores de absorcién obtenidos alwéﬁlicar la
técnica de Salkowski a soluciones Que contie-

=

nen una cantidad fija (1 pg/ml) de AIL y canti-

dades variables de AIA, expresadas, de igual mo-

do, en p.g/ml.

/AIA/  Proporcionss

A-480

3

Muestra A-530 A-580 E

" - 0,1 0,1 0,005 0,005 0,000 0,0025
2 0,2 0,2 0,002 0,005 0,000  0,0040

3 0,3 0,3 6,005 0,010 0,000 0,0075
4 0,4 0,4 0,005 0,010 0,000 0,0075
5 0,5 0,5 0,005 0,010 0,000 0,0075
6 0,6 0,6 0,005 0,015 0,000  0,0125
7 0,? 0,7 0,0075 0,015 0,000  0,01175
8 0,8 ‘0,8 0,010 0,025 0,000 0,015
9 0,9 0,9 0,017 0,030 0,000 0,02125
10 1,0 1,0 0,020 0,035 0,000  0,02500
11 3,0 3,0 0,040 0,070 0,0075 0,04625
12 5,0 5,0 0,075 0,110 0,025  0,0600
13 8,0 8,0 0,090 0,160 0,025  0,1025

!
i
I
|
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10

0,51

0,5 09 P

Figura 9.~vRepresentacién grifica de los valores expuestos
en 1as‘Tab1as XXIV a XXX.‘Los nimeros de la dereche indican los

valores de AJL a que corresponden las reetas. P representa las

proporciones entre las concentraciones de AIA y AIL,



102

Como puede apreciarse en la FPigura 3, los valores obtenidos
cuando la concentracién de AIL permanece conétante, deterﬁinan
siete 1fneas rectas, cada una de las cuales corresponde a una
determinada concentracién de ‘esta sustancia.

Estas lfneas rectas carecen todas de ordenada en el origen,
resultado que era de esperar, dado que el origen de coordenadas
corresponde a la proporcién 0, es decir, al AIL puro, y ya he-
mos visto que este compuesto da reaccidén negativa con el reacti-
vo de Salkowski (Tablas XI y XVII).

As{ pues, todas estas rectas tienen una ecuacién general

idéntica, que viene dada por la expresidn:

E=a,.,P

donde,

 E es el valor de absorcifn obtenida por la técnica de Salkowski
& e8 la pendiente de las rec#as, y

P es la proporcidn existente entre las conceniraciones de AIA
Y AIL de las muestras. |

bichégéiﬁiééiSn'%gﬁfién'bﬁgae serescrita as{:

E=a s donde

x es la concentracién de AIA, e

Ys la concentracién de AIL en las muesiras sometidas al anilisis.
A fin de determinar coﬁ exactitud las pendientes de cada una

de las rectas, aplicamos ei método de los mfnimos cuadrados y se

obtuvieron los valores que se exponen en las Tablas XXXI a XXXVII.
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Tabla XXXI.~ Célculo de 1s pendiente de la recta correspon-
- diente a una concentracién de 50 pg/ml de AIL

Yy distintas proporciones de ATA

e B e S i e e S g S e e = S e i e e S S S T T At S T S S T s A L S St B o i A A e e o e e S S e = =
N T T T T N N T T T T T T T T R N T N T T S N S ST E ST o o EEEEE=nn s

- - 2
P B X=P-P Y=E~E XY X

0,1 0,1550 - 0,450 - 0,4730 0,212850 0,2025
0,2 0,2250 - 0,350 - 0,4030 0,141050 0,1225
0,3 0,3600 - 0,250 : - 0,2680 0,067000 0,0625
0,4 0,4525 - 0,150 - 0,1755 0,026325 0,0225
0,5 0,5550 - 0,050 -~ 0,0730 0,003650 0,0025
0,6 0,6900 - 0,050 0,0620 0,003100 0,0025
0,7 0, 7650 0,150 0,1370 - 0,020550 0,0225
0,8 0,9350 0,250 0,2070 0,076750 0,0625
0,9 1.0525 0,350 0,4245 0,148575 0,1225 -
1,0 1,0900 0,450 0,4620 0,207900 0,2025
5,5 6,2800 0,000 , 0,0000 0,907750 0,8250
0,55 0,6280 - 0,000 0,0000 '0,090775 0,0825

a 050207759 _ 1,1003

17 0,0825
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Table XXXII.~ C8lculo deé la pendiente de la recta correspondien
te a una concentracidn de 40 pg/ml de AIL y distintas provercio-

~nes de AIA.
- - 2
F B ¥=P -P Y=F~F XY X
0,1 0,1250 - 0,450 . = 0,3645 0,1640250  0,2025
0,2 0,1825 - 0,350 - 0,3070 0,1074500  0,1225
0,3 0,2775 - 0,250 - 0,2120 0,0530000 0,0625
0,4 0,3525 - 0,150 - 0,1370 0,0205500 0,0225
0,5 0,4600 - 0,050 - 0,0295 0,0014750 10,0025
0,6 0,5350 0,050 0,0455 0,0022750  0,0025
0,7 0,6075 0,150 0,1180 0,0177000 0,0225
0,8 0,695 0,250 0,2055 0,0513750 = 0,0625
0,9 0,735 0,350 0,2455 0,0859250  0,1225
1,0 0,925 0,450 0,4355 0,1959750  0,2025
5:5 4,895 0,000 0,0000 0,6982750 0,8250
0,55 0,4895 0,000 0,0000 0,0698275  0,0825
_0,0698275
a2 = ———-0--"65‘2‘-5'—- = 0a8463939

P et S a1 e e e Ftrd gtttk R PR p P —S—p g
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Tabla XXXIII.~- C4lculo de la pendiente de la recta co-
rrespondiente a una concentracién de 30 Pg/ml de AIL y dis~

tintas concentraciones éas ATA,

— e e et e e S e e e . e A S A o . fre ek i S S e S i e e e T gy o T QU S SC S g ST M Mm S e mm ST ST an mwrs o rrImImITESR EIT T

0,1 0,1000 - 0,450 & 0,28275 0,1272375 0,2025
0,8 0,1500 - 0,350 - 0,23275 0,0814625  0,1225
0,3 0,2350 - 0,250 - 0,14775 0,0369375 0,0625
0,4  0,2925 - 0,150 - 0,09025  0,0135375 0,0225
0,5 0,3500 - 0,050 - 0,03275 0,0016375 0,0025
0,6 0,4100 ~ 0,050 0,02725  0,0013625  0,0025
0,7 0,4750 0,150 0,09225 0,0021003  0,0225
0,8 0, 5200 0,250 0,13725 0,0343125 0,0625
0,9 0,6275 0,350 . 0,24475 0,0856625 0,1225
1,0 0,6675 0,450 0,28475 0,1281375 0,2025
555 3,8275 0,000 0,00000 0,5123878  0,8250
0,55 0,38275 0,000 0,00000 0,0512387  0,0825
0,05123878

= 0,6210751

83 7 00825

o o e e o A s e o e e St e e e o S S i T S e S S S i e i T T e S ST S P e e e G g T S S v e e ST St MM e Sev S A e S T T T S KN S e o g o
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Tabla XXXIV.~ Céilculo de la pendiente de la recta co-
rrespondiente a una concentracidn de 20 }ig/ml de AIL y distin

taes concentraciones de AIA.

e e S S it R P T S T i o e St o s S

P E X=P-P Y-=E-E XY 2
0,1 0,0685 - 0,450 - 0,1836 0,082620 0,2025
0,2 0,0975 - 0,350 - 0,1546 0,054110 0,1225
0,3 0,1400 - 0,250 - 0,1121 0,028025 0,0625
0,4 0,1775 - 0,150 - 0,0746  0,011190 0,0225
0,5 0,2375 - 0,050 - 0,014¢ 0,000730 0,0025
0,6 0,2850 0,050 0,0329 0,001645 0,0025
0,7 0,3225 0,150 - 0,0704 0,010560 0,0225
0,8  0,3800 0,250 0,1279 0,031975  0,0625
0,9 D, 3800 0,350 0,1279 0,044765 0,1225
1,0 .  0,4325 0,450 0,1804 0,0811€0 0,2025
5,5 2,5210 0,000 } 0,0000 0,346800 0,8250
0,55 0,2521 0,000 0,0000 0,0346E0 0,0825

__0,0346800 _ 1503636

%477770,0825

B o e e o e e e e e e e T i e iy S s S B e R e e e A e T S e P S e A o A A T T T T RS R A I S T T T T IR T E T
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Tabla XXXV.- Célculo de la pendiente de la recta co-
rrespondiente a una concentracidén de 10)ug/m1 de AIL y dis-

tintas concentraciones de AIA,

s e e s s e S e e e i e i T v e i o A o S B e e e e s o e s s o o S S s S i i s e S S S A e e e e B e
R T s s s T N T N T T T T e s s e s e e e s e e e T e S e S

P E X=P P Y=-E-E XY x2
0,1 0,0350 S 0,450 - 0,09300 0,041850 0,2025
0,2 0,0425 - 0,350 - 0,08550 0,029925 0,1225
0,3 0,0725 - 0,250 - 0,05550 0,013875 0,0625
0,4 0,0975 - 0,150 - 0,03050 0,004575 0,0225
0,5 0,1125 - 0,050 - 0,01550 0,000775 0,0025
0,6 0,1425 -~ 0,050 0,01450 0,000725 0,0025
0,7 0,1550 0,150 0,02700 0,004050 0,0225
0,8 0,1825 0,250 0,05450 0,013625  0,0625
0,9 0,1925 0,350 0,06450 0,022575 0,1225
1,0 0,2475 0,450 0,11950 0,053775 0,2025
5,5 1,2800 0,000 0,00000 0,185750 0,8250
0,55 0,1280 0,000 0,00000 0,018575 0,0825

= _9191§2129_ = 0,2251515

& = 7770,0825

R TR T N T N N T N R S T T T T O S T T T T T T T T T T T S T N TS S ST ST s
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Tabla XXXVI.~ Célculo de la pendiente de la recta coIres
pondiente a una concentracién de 5 ug/ml de AIL y conocentra-

ciones variables de AIA.

0,1 0,0175 - 0,450 - 0,04925  0,0221625 0,2025
0,2  0,0200 - 0,350 - 0,04675  0,0163625 0,1225
0,3  0,0400 - 0,250 - 0,02675  0,0066875 0,0625
0,4  0,0525 - 0,150 - 0,01425  0,0021375 0,0225
0,5 0,0725 - 0,050 0,00575  0,0002875  0,0025
0,6  0,0725 0,050 0,00575  0,0002875  0,0025
0,7  0,0775 0,150 0,01075  0,0016125  0,0225
0,8  0,1025 0,250 0,03575  0,0089375 - 0,0625
0,9 0,1075 0,350 0,04075  0,0142625 0,1225
1,0  0,1050 0,450 0,03825  0,0172125  0,2025
555 0,6675 0,000 0,00000 0,0899500 0,8250
0,55 0,06675 0,000 0,00000  0,0089950  0,0825
0,0089950

= 0,1090303

% =7"0,0825

e e e e e s e N T T T T R T N T T S S R RS R ERE S S s TR mEERES RS R =
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Tabla XXXVII.- Célculo de la pendiente de la recta co-

rrespondiente a una concentracién de 1 ug/ml.ds AIL y concen

tracionoes variables de ATA.

o e e S s e e e S S P S S o T A D A T S S e S S S S T S S R A e S Sw IR AT arSE eI An ET AT M SIS ISR
= i m e M e T A e e e A T T T A A T N E NN RS RE SRR EEEs
-3 3+ 4t -t 13 2

- - 2

P E X=P ~P Y=E-E XY X

0,1 0,0025 - 0,450 - 0,00895 0,0038025 0,2025
0,2 0,0040 - 0,350 - 0,00745 0,0026075 0,1225
0,3 0,0075 - 0,250 - 0,00395 0,0009875 0,0625
0,4 0,0075 - 0,150 - 0,00395 0,0005925 0,0225
0,5 0,0075 -29,050 - 0,00395 0,0000197  0,0025
0,6 0,0125 - 0,050 0,00105 0,0000525 0,0025
0,7 0,01175 0,150 0,00030 0,0000450 = 0,0225
0,8 0,0150 0,250 0,00355 0,0008875 0,0625
0,9 0,02125 0,350 . 0,00980 0,0034300  0,1225
1,0 0,0250 0,450 0,01355 0,0060975 0,2025
55 0,1145 0,000 0,00000 0,0185222  0,8250
0,55 0,01145 0,000 0,00000 0,0018522  0,0825

_ 0,00185222

= 0,02245509

&7 =770,0825
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Comparando estas pendientes (Tabla XXXIII), pueden consi=-
derarse prOporcionale's a las concentraciones de #cido indol
l8ctico en las muestras sometidas al anflisis por la técnica de
‘&Alkauski.

Las ecuaciones de las rectas representadas en la Figura 9

también pueden ser escritas de lu ciguiente manera:

E=

0y lo que es lo mismo,

E=k. Xy donde,
k es la constante de proporcionalidad enire las pendientes de
dichas rectas y las concentraciones de AIL a que correponden

X es la concentracién de ATA en dichas muestras.

De la dltima ecuacién puede despejarse x, que vendrfa dada

por la siguiente expresidn:

o bien,
xX=K . B

donde, K es la inversas de la constante de proporcionalidad en-
tre Xas pendientes de las rectas y la concentracién de AIL en
las muestras.

Como puede verse en la misma Tabla, el valor medio de K es
46,198574.

Asf pues, la concentracién de AJA de una muesira en la que

coexiste el ATL viene dada por la expresidn:



m

Tabla 'XXXVIII.- Proporcionalidad existente entre las pendicntes de
las rectas de la Figura 3 y las concentraciones de AIL de las muestras

a que corresponden dichas rectas.

y(1) a(2) afY = & y/a = K
50 ° 1,10030000 0,02200600 45,442152
40 0,84639390 0,02115980  47,259425
30 0,62107510 0,02070250 48,303345
20 0,42036360 0,02101810 47,578039 -
10 0,22515150 0,02251515 44,414637
'. 0,10903030 0,02180600 45,858937
0,02245509 0,02245509  44,533511
y/a 323,390020
46,198574

(1) Corresponde a las con;eﬁtraciones de AIL en las muestras

(2) Corresponde a las pendientes de las rectas

s i e s e s e o s 4 e S i it S i e e e S0 S s oy S Tk BT B Y e S g e o g
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siendo E el valor de densidad Sptica obtenido al splicar a tal
muestra la técnica de Salkowski.

Resulta 18gico pensar que cuando las muestras son de AIA
puro, es decir, cuando en ellas no hay AIL, la anterior expre-
8ién no es vilida, ya que la proporcién y/a valdrfa cero, por
ser nulo el numerador, es decir, la conceniracién de AIL en las
muestras.

Por otra parte, tampoco sirve esta expresi6nfpara aquellas
muestras en las que la proporcién entre las concentraciones de
AIA y AIL sea mayor que l. En efecto, si reagrupamos los valo~
res expuestos en las Tablas XXXI a XXXV1II, de forma que elahg
ramos otras Tablas (XXXIX a LVI), en las que se agrupan todas
aqnellas mezclas gue llevan igual proporcién AIA/AIL, pero con
diferentes concentraciones absolutas de ambos, podemos obtener
dos grificas diferentes (Figura 10), una que corresponde a las
mezclas en que la proporcidén AIA/AIL es mayor que 1, y otra en
las que dicha proporcién es menor o igual que 1.

Por ello, se hace necesario asegurar que en las muesiras
sometidas al anilisis mediante la reaccidn de Salkowski haya
siempre mayor conceniracién de AIL que de AIA.

Dado que, segin se desprende de la bibliograffa consulia-
da (74), en los 1fquidos metab8licos de Rhizobium siempre se
produce menos de 3‘pg/m1 de AIA y que en el método de extrac-
cién que hemos adopitado se concentran los lfquidos metabdlicos
15 veces, nunca hay en las muestras someiidas al anilisis mis
de 50 pg/ml de AIA., Para asegurar qQue la proporcién entre las
concentraciones de los dos productos sea siempre menor o igual

que 1, afladimos AIL a las muestiras, sustituyendo el agua por
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Tabla XXXIX.~ Valores de absorcidn de distintas muestras

de ATA y AIL mezclados en la proporcidén 9 s 1.

mmsan

S 32 g2 23 2 42 If 3T 3+

Musstra /AIA/  JAIL/  A-480  A-530  A-580 I3
1 10 1,11 0,115 0,200 0,010 0,1380
2 15 1,66 0,190 0,320 0,025 0,2130
3 20 2,22 0,220 0,390 0,030 0, 2650
4 25 2,77 0, 350 0,500 0,045 0,3070
5 30 3,33 0,400 0,680 0,055 0,4530
6 50 5,55 0,640 1,100 0,080 0,7400

de ATA y AIL mezclados en la proporcidén 8 : 1

Sow s e e e g i

sEoER

Tabla XL.- Valores de absorcidn de distintas muestras

o - o e

/AIR/

[a1L/

A-480

A-530

A-580

Muestra
1 10 1,25 0,100 0,175 0,010 0,1200
2 15 1,87 0, 200 0, 340 0,030 0,2250
3 20 2,14 0,240 0,425’ 0,030 0,2900
4 25 3,12 ‘ 0,310 0,540 0,040 0,3650
S 30 3,75 0,380 0,660 0,050 0,4500
6 1,000 0,075 ' 0,6750

50

6,25

0,580
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Tabla XLI.~ Valores de absorcién de distintas mezclas de -

ATA y AIL en la proporcién 7 ¢ 1

==

bt 3o+

/AIR/

=

JAIL/

A-530

A-580

Muestra A-480
1 10 1,42 0,120 0,230 0,015
2 15 2,14 0,195 0,360 0,030
3 20 2,85 0, 250 0,460 0,035
4 25 z,S7v 0,325 0,580 0,045
5 20 é,28 0,390 0, 690 0,055
6 50 7,14 0, 600 1,100 0,080

0,1625
0,2425
0,3175
0, 3950
0, 8600
0, 7600

Tabla XLII.— Valores de absorcidén de distintas mezclas de

AIA y AIL en la proporcidn 6 : 1

2

a—

/AIR/ A/AiL/

=

A-530

=SS

A-580

NMuestra
1 10 1,66 0,130 0,225 0,020
2 15 2,50 0,200 0, 360 0,030
3 20 3,33 0,225 D,420 0,030
4 25 4,16 0,410 0,750 0,060
5 30 5,00 0,405 0,750 0,055
6 50 8,33 0,620 1,300 0,000

)

0, 1500
0, 2450
0, 2925
0,5150
n,szbo
0, 9450
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fTabla XLIII,~ Valores de absorcidn de distintas mezclas de

AIA y AIL en la proporcién 5 s 1.

P

-

SR

E 2% 2

3433

/AiL/

- =" -

A-480

A-580

Muestra /AIR/ A-530
1 10 2,00 0,140 0,250 0,025
2 15 3,00 0,205 0,380 0,035
3 20 4,00 0,270 0,480 0,040
4 25 5,00 0,350 0,630 0,050
5 30 6,00 0,410 ©,710 0,055
6 50 10,00 0,660 L300 0,090

_E
10,1675
0,2575
0,3250
0,4300
0,4775
0,9250

Tabla Xle;QVValores de absorcidn de distintas mezclas de

ATIA y ATIL en la proporcién 4 s 1.

PP T 3T

=SImoEEms

flusstra

=

A-480

[AIA/  _JA1t/ A-530 _A-580
1 10 2,50 0,170 0,270 0,040
2 15 3,75 0, 205 0,360 0,035
3 20 5,00 . 0,290 0,500 0,040
4 25 6,25 0,340 0,600 0,050
5 30 7,50 0,420 g, 750 0,060
6 50 0, 640 &, 300 0,090

s

0,1650
0,2400
0,3350
0,4050
0,5100
0,9350
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Tabla XLv;-mVéléres de absorcién de distintas mezclas de

ATA y AIL en la proporcién 3 : 1,

B S R e e T e N T L N O S e S e T A S S e T T B N T e S R R I S T S BT R T O SR S Sy Py B I S SRS

fluestra  /AIA/  /AIL/ A-480 A-530 A-580 £

1 10 -3,3% 8,475 0,295 0,010 0, 2025
2 15 5,00 0,250 0,430 0,035 0, 2875
3 20 6, 66 0,320 0,520 0,030 | 0, 3450
4 25 8;33 0,420 0,725 0,045 0,4925
5 30 10,00 0,480 0,840 0,055  0,5725
6 50 16,66 0,790 1,400  ©,090 0,9600

-

Tabla XLVI.~ Valores de absorcidn de distintas mezclas de

AIA y AIL en la proporcidén 2-: 1,

o= o2 S 3 5 o= TSRS TSRS 3 S St

fluestra /ATA/ /JAIL/

A-480  A-530  A-580° £

1 10 5,00 0,190 0,310 0,010 0,2100
2 15 7,50 0,290 o;sQo 0,035 0,3375
3 20 ' 10,00 0,340 0,600 0,040 0,4200
4 25 12,50 0,470 0,840 0,040 0,5850
5 30 15,00 0,560 0,900 0,050 0, 5950
6

50 25,00 0,860 1,500 0,090 1,0250



AIA y AIL en la proporecién 1 s 1,
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Tabla XLVII.ékVéiores de absorcidén de distintas mezclas de

==

Muestra /AIA/ [AIL/ A-480 A-530 A-580
1 10 10,00 0,190 0,310 0,025
2 b33} 16,00 0,280 0,500 0,035
3 20 20,00 0,330 0,620 0,050
4 25 25,00 0,420 0,830 0,035
5 30 30,00 0,500 0,950 0,070
6 50 50,00 1,500 0,095

ATA y AIL en la proporcién 1 : 2,

0,750

0, 237¢
0, 342¢
0, 430C
0, 6025
0, 6650
1,0775

Pabla XLVIII.~ Valores de absorcidén de distintas mezclas @

=3 2

A-480

A-530

N R T NN RSN T

Muestra /AIR/ /[A1L/ A-580 E
1 10 20 0,210 0,365 0,030 0, 245l
2 15 30 0,270 0,490 0,035 0,342
3 20 40 d,szo 0,600 0,040 0, 420t
4 25 50 0,440 0,875 0,060 0, 625¢
5 30 60 0,520 0,950 0,070 0, 655¢
6 50 100 1,000 1,700 0,140 1,130¢



AIA y AIL en la proporcién 1 : 3.
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Tabla XLIX.- Valores de absorcidn de distintas mezclas de

=

=

Muestra /AIR/

P33

2 e e g

[AIL/ A-480 A-530 £
1 10 30 ,0;170 0,300 0,010 0,2100
2 15 45 0,290 0,520 0,030 0, 3600
3 20 60 0, 340 0, 630 0,035 0,4425
4 25 75 0,410 0,850 0,050 0,6200
5 30 90 0,540 0,950 0,065 0,6475
6 50 150 | 0,850 1,600 0,100 1,1250

AIA y AIL en la proporcidn 1 : 4.

Tabla L.~ Valores de absorcién de distintas mezclas de

Muestra /AIA/

=

et 1 o o S0 A o m i w8

/AIL/

=g

A-530

A-580

A-480 E
1 10 40 0,210 0,370 0,030 0, 2500
2 15 60 0,330 0,560 0,060 0,3650
3 20 80 0,360 0,620 0,060 0,4100
4 25 100 0,560 0,925 0,070 0,6100
5 30 1120 0,530 0,950 0,070 0,6500
6 50 200 1,550 0,110 1,0700

0,850
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Tabla LI.-~ Valores de absorcidn de distintas mezclas de

ATIA y AIL en la proporcién 1 2 5.

= =E s = mzeme == = = = mE Ry

Muestra /AIn/ /AIL/ A-480 A-530 A-580 3

1 0 - S0 0,250 0,410 0,030 0,2700
2 15 75 0,350 0,570 0,040 0, 3750
3 20 100 0,450 0,750 0,050 0,5000
4 25 125 0,570 ©~ 0,950 0,080 0,6250
5 30 150 0,680 1,050 0,080 0,6700
6 50 250 1,000 1,750 0,130 1,1850

Tabla LII.- Valores de absorcidn de distintas mezclas de

AIA y AIL en la proporcidn 1 s 6

e == = - == z
Muestra _/AIA/ ~ _/AIL/ ~ _A-480 _A-S30_ _A-580 £
1 10 60 0,210 0,360 0,030 0, 2400
2 15 90 0,370 0,610 0,050 0,4000
3 20 120 0,510 0,840 0,060 0,5550
4 25 150 0,620 1,000 0,070  0,6550
5 30 180 0,625 1,000 0,085 0,645G
6 50 300 ‘1,000 1,700 0,135 1,4325



ATA y AIL en la proporcién 1 s 7
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Tabla LIII.~ Valores de absorcidn de distintas mezclas de

= S roEtaRtEmnEEs

=

Muestra /A1A/ /AIL/ _A-480 A-530 A-580
1 10 70 0,275 . 0,43 0,035
2 15 105 0,400 0,620 0,050
3 20 140 0,530 0,850 0,065
4 25 175 0,620 1,000 0,080
5 30 210 0,660 1,100 0,100
6 50 350 1,150 1,800 0,145

AIA y AIL en la proporcién 1 3 8,

Tabla LIV.— Valores de absorcidn de distintas mezclas de

fluestra _/AIA/  /AIL/ A-480 -

A-530

A-580

1 10 80 0,225 0,410 6,035
2 15 120 0,400 0,610 0,050
3 20 160 0,520 0,810 0,065
4 25 200 0,600 1,000 0,090
5 30 240 0,700 1,000 0,085
6 50 400 1,350 2,000 0,160
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Tabla LV.~ Valores de absorcidn de distintas mezclas de

ATIA y AIL en la proporcién 1 3 9

= ot -2 -

£33

 A-480

Zmenes

A-530

b2 % 3+~

A-580

Muestra /AIA/  /AIL/ E
1 10 90 0,180 0,310 0,010 0, 2150
2 15 135 0,270 0,435 0,030 0, 2850
3 20 180 0,520 0,800 0,060 '0,5100
4 25 225 0,580 0,950 0,065 0,6275
5 30 270 '0,700 1,000 0,080 0,6100
6 50 450 1,150 1,740 0,145 11,0925

Tabla LVI.~ Valores de absorcién de distinias mezclas de

AIA y AIL en la proporcidén 1 : 10

i

fluestra /ATA/ - LA1L/ A-éao A-530 A-580 E___
1 10 100 0,170 0,310 0,010 0,2200
2 15 150 0,325 0,500 0,030 0,3225
3 20 200 0,470 0,680 0,050 0,4200
4 25 250 0,650 1,000 0,070 0, 6400
5 30 300 0,900 1,200 0,100 0, 7000
6 50 - 500 0,750 1,500 0,095 1,d775
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1,0

051

10 20 .30 40 50 [AIAI(ug/ml)
Figura 10.- ComparaciSn de las rectas obtenidas al aplicar
la técnica. de Salkowski a muesiras en que la proporcién AIA/AIL
es mayor que 1 (recta inferior), o menor o igual que 1 (recta

superior).

-
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una solucién acuosa de AIL de concentracién 50 pg/ml.

De esta forma, el método de anflisis de Salkowski quedarfa

modificado como se indica en el cuadro siguiente: -

Blanco ' Problema
Muestra problema (en alcohol) - 1ml
Alcohol absoluto lm ‘ -
Solucidn acuosa de AIL (50 ug/ml) 1 ml 1ml
Reactivo de Salkowski 3m : 3 ml

Dado que, como demostraremos mis adelante, este método da
resuliados satisfactorios, ha sido el adoptado por nosoiros pa-
ra hacer todas las mediciones de las concentraciones de #cido in-
dol acéiico presente en loszlfquidos metabdlicos.

Asf, pues, 1la valoracién de &cido indol acético en los 1f~-
quidos metabdlisos, realizada por el método de Salkowski, modi-
fidado por nosotros, puede verificarse mediante el empleo de
la recta de calibrado gque se représenta en la Figura 11 y que
ha sido confeccionada relacionando los valores de absorcién con
los correspondientés valores de concentracién de #cido indol

acético.
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10

10 20 30 40 50 IAIAF (pg/mi)

Figura 1ll.~ Recta de calibrado para la valoracidén del

acido indol acético por el método de Salkowski, modificado

por nosotros,.
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El Eecho, demestirado por RIGAUD (71) de que los rizobios
produzcan AIL juntamente con AIA nos indujo a pensar en un mé-
todo para determinar Jambién la cantidad de AIL producido. Pero,
dado que el método de valoracién quekacabamos de describir no
nos permite conocer este dato, iratamos de hacer una valoracién
enzimitica del AIL. Para ello, partiendo de la base de que es~
ta sustancia puede ser oxidada hasta 4cido indol pirdvico por
la 14ctico deshidrogenasa, preparamos unos experimentos consis-
tentes en determinar si efectivamente el 4cido indol 14ctico
puede actuar de sustrato para este enzima, y encaminados a po-
ner a punto un método de valoracién del AIL.

Los resultados hasta.ahora obtenidos en experimentos pre-
liminares no nos permiten llegar a conclusiones claras en cuan-

to a las posibilidades de determinacién cuantitativa del AIL,
aungue podemos asegurar que esta sustancia sirve de sustrato

ala enzima, si bien su Kn es muy alta en las condiciones
en la que hemos ensayado. Quizfs encontrando las condiciones
dptimas de experimentacién serfa posible determinar no sélo
la cantidad de AIL producido, sino también si éste es de la
forma Dy, o L, o la mezcla de ambas, y, en este dltimo caso,

la proporcidn en que se encuentran.
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3.2.- Descripcidn de las estirpes de Rhizobium aisladas

de Tetragonolobus

De los nddulos radicales de las leguminosas del género

Tetragonoloﬁus se aislaron doce estirpes de Rhizobium, cuya

designacién y procedencia se indican en la Tabla LVII.

A continuacién se exponen las caracteristicas morfoldgicas

¥y fisioldgicas de cada una de ellas

302.10“ Estirpe TM - 1

Bacilos de 2,4 micras de largo por 0,6 micras de didmetro
con extremos redondeados. |

Cuando se cultivan en el medio YMA forma coionias circula
res de 1,5 mm de didmetro, de elevacién convexa, borde entero
¥y muy mucilaginosas.

Las células son Gram negativas, acumulan poli-beta-hidro-
xibutirato y presentan cipsulas muy visibles por tincién nega-
tiva.

Tiene un contenido en guanina 4 citosina de 63,6 holes por
ciento,

Como fuente de carbono puede utilizar la arabinosa, la
manita y la galactosa, pero el crecimiento es Spitimo cuando
la fuente de carbono es la manita a una concentracién del 1
por ciento, | |

El pH 8ptimo de rrecimiento es 6 - 6,5, aunque crece a
valores de pH comprendidos entre 4,5 y 8,5. La temperatura
Sptima de crecimiento es 282C j no se desarrolla ni a 42C,
ni a 379C. La fase estacionaria de crecimiento se alcanza a las
96 horas de incubacidn.

‘Alcaliniza la leche tornasolada y produce una zona clara



de suero cuando se desarrolla sobre ella, Da los siguientes
resultados frente a las‘pruebas bioquimicass

Ureasa positivoj reduce los niiratos a nitritos; no hidro
liza ni licda la gelatina; no utiliza los citratos como ¥nica
fuente de carbonoj produce indol a partir de las peptonas; ro-
Jo de metilo, negativoj Voges Proskauer, negativoj oxidasa ne-
gativos catalasa, positivo; no produce amoniacoj tolera la sa-
linidad de un 2% de ClNa en los medios de cultivo, pero no pue
de crecer a concentraciones superiores de.esta sal en los medios
de cultivo.

Produce nddulos en Tetragonolobus marftimum y en Trifolium
Xepens.

3¢2.2.~ Estirpe ™ - 2.~ Bacilos de 3 micras de largo

por 0,6 micras de difmetro, de extremyos redondeados.
Cuando crecen en el medio YMA, lo hacen formando colo-

nias circulares de 3 mm de difmetro, de elevacién convexa y
bordes enteros. |

Las células son Gram negativas, acumulan granulaciones de
pbli-beta—hidroxibutirato, ¥ presentan cdpsulas muy visibles
mediante tincidn negativa. \

Tiene un contenido en gmanina y citosina de 61, 25 moles
por ciento.

Pueden utilizar como fuente de carbono la manita, la ara
binosa y la galactosa, sin que se aprecien diferencias en cuan
to a la utilizacidn de estas tres fuentes de carbono.

El pH Sptimo de los cultivos para esta estirpe oscila en-
tre 5,5 y 6,5, pero puede desarrollarse cuando los valores de

PH de los medios de cultivo varfa entre 4,5 y 8,5. La tempe-
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Tabla LVII.~ Denominacidén y procedencia de las estirpes

de Rhizobium aiéladas de Tetragonolobus.

Estirpe Procedencia
™ -1 T. maritimum
™ - 2 T, maritimuam
™ -3 T, maritimum
™ - & Te maritimum
™ -5 T, maritimum
™ - 6 Lo paritimum
TPA- 1 , T. palestinum
TPA- 2 T. palestinum
TPA-~ 3 Te palestinum
TPU~ 1 T. purpureum
TPU- 2 T. purpureum

TPU~- 3 T. purpureum
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ratura Gptima de crecimiento es 289C y no se desarrolla ni a
42C, ni a 372C. La fase estaciomaria de los cultivos‘ae al-
canza a las 96 horas de incubacién.

Alcaliniza la leche tornasolada ¥ produce una gzona clara
de sueroj da laa siguientes reacciones frente a las pruebaé bio
quimicas:

Ureasa, positivoj reduce los nitratos, péro no los nitri-
tos; no hidroliza la gelatina, ni tampoco la licuaj no utiliza
los citratos como dnica fuente de carbonoj produce indol a par
tir de las peptonas; rojo de metilo, negativo; Voges Proskauer
negativo; oxidasa, negativoj; catalasa, positivo; no produce a@g
niaco y tolera una salinidad del 3% de ClNa en los medios de
cultivo. |

Produce nddulos en Tetragonolobus maritimum y en Trifolium

repens,

3‘2.3."’ Estirpe TM - _3_

Bacilos de 2,4 micras de largo por 0,4 micras de didmetro
con extremos redondeados, que se desarrollan produciendo colo-
"nias, que, a los tres dfas y sobre el medio YMA, son circulares,
de 1,5 mm de difmetro, de elevacidn convexa, borde entero y muy

mucilaginosas.

Las células son Gram negativas, presentan acumulaciones de
poli~beta~hidroxi-butirato y tienen una cépsula muy visible me—
diante tincidn negativa.

Como fluente de carbono pueden utilizar la manita, la galac
to8a y la arabinosa, aunque se aprecia un crecimiento ligeramen

te superior sobre esta dltima.
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El pH Sptimo de crecimiento es 6 - 6,5 y se desarrolla
bien a pH oomprendidos entre 4,5 y 8,5. La temperatura éptima
de crecimiento es 282C, pero crece a 379C, si.-bien a esta tem-
peratura el crecimiento es menor; no crece a 42C, La fase esta-
cionaria de crecimiento se alcanza a los 96 horas de incubacidn.

Tienen un contenido de Guanina # Citosina de 62,46 moles
por ciento.

Alcaliniza la leche tornasolada y produce una zona clara
de suero. Frente a las pruebas bioquimicas da los Qiguientes
resultados: ‘

Ureasa positivosy reduce los nitratos, pero no los nitritos
no hidroliza la gelatina y tampoco la licdaj no utiliza los
citratos como ¥nica fuente de carbono; produce indol a partir
de la peptona; rojo de metilo, negativos Voges Proskauer, ne-
gativo; oxidasa, negativoj catalasa, positivoj no produce‘amg
niacos tolera una salinidad del 2% de ClNa en los medios de
culfivo, pero no la correspondiente a un 3% de dicha sal.

Produce nédulos en Tetragonolobus marftimum y en Trifolium

resupinatum,

3. 2040" ES’tiI’pe T}i t 4

Bacilos rectos de 2,8 micras por 0,6 micras de difmetro,
que cuando se desarrollan sobre el medio YMA, producen colonias
que, a los tres dfas son circulares de 2 mm de difmetro, de ele -
vacién convexa y bordes enteros.

Las células son Gram negativas, acumulan granulaciones de

polibeta~hidroxibutirato y presentan una cipsula muy visible me
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diante tincién negativa.

Tiene un contenido de guanina % citosina de 61,73 moles
por ciento.

Puede utilizar la arabinoéa, la manita y la galactosa como
fuente de carbono, pero el crecimiento es mayor sobre esta f1l-

tima,
El pH éptimo de crecimiento es 6 - 6,5, pero se desarrolla

bien en medios de cultivo, cuyos pH oscilen enire 4,0 y 8,5.
La temperatura dptima de orecimiento es 28§c y crece bien a
372C3 no se desarrolla a 42C. La fase estacionaria de crecimien
to se alcanza a las 108 horas de incubacién.

Alcaliniza la lechevtoinasolada y produce en ella una zo-
na clara de suerd. Frente a las pruebas bioqufmicas da las si-
guientes reacciones: : ‘ |

_ Ureasa, positivoj reduce los nitratos, pero no los nitri-
tos8; ni hidroliza ni licda la gelatinas no utiliza el citrato
como dnica fuente de carbonoj produce indol a partir de las
peptonas; rojo de metilo, negativo; catalasa, positivojy oxi-
dasa, negativoj no produce amoniacoj tolera una salinidad del
3 % de ClNa en los medios de cultivo.

Nodula en Tetragonolobus maritimum y en Trifolium repens.

30205."‘ Estirpe ™ - 5. A

Bacilos de 1,5 micras de largo, por 0,8 micras de didme-
iro, de extremos redondeados, que, cuando se desarrollan en
el medio YMA, producen colonias que, a los tres dfas de incu-
bacién, son circulares, de 3 mm de difmetro, elevacién conve-

xa y borde entero.
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Las cflulas son Gram negativas y presentan granulaciones
intracitoplismicas de poli-beta-hidroxibutirato, as{ como cdp-
sulas visibles ficilmente mediante tincidn negativa.

Utiliza como fuente de carbono la manita, la arabinosa y
la galactosa, preseniando mayor crecimiento sobre la primera
de estas sﬁstancias.

Tiene un contenido de guanira % citosina de 61,97 moles
por ciento,

El pH Sptimo de crecimiento es 6,5 - T, pero se desarro-
lla bien en medios de cultivo, cuyos pH oscilen entre 4,5 ¥y
8,5, La temperatura Sptima de crecimiento es 289C, pero crece
bien a 37%2C,

~ Alcaliniza la lecﬁe tornasolada, produciéndo en ella una
zona clara de suero. Frente a las pruebas bioquimicas da las
siguientes reacciones:

Ureasa, positivoj reduce los nitratos, pero no los nitri-
tosj no produce amoniacoj produce indol en los medios de pepto-
naj rojo de metilo, negativos Voges Proskauer, negativo; oxida-
sa, negativojy catalasa, positivo.

Tolera una salinidad del 2% de ClNa en los medios de cul-
tivo, pero no la del 3% de dicha sal.

La fase estacionaria de crecimiento sobre medio YMA se
alcanza a las 96 horas de incubacién.

Nodula en Tetragonolobus maritimum y en Trifolium repens.
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3¢2.6.~ Estirpe ™M = 6

Bacilos de 2,4 micras de largo, por 0,7 micras de difme-
iro, con extremos redondeados, que; cuando crecen en el medio
YMA producen colonias gue, a los tres dfas de incubacién, son
circulares, de 3 mm de difmetro, elevacidn convexa ¥y borde en-~
tero y son muy mucilaginosas.

Las células son Gram negativas, acumulan granulaciones de
poli-beta~hidroxi~-butirato y presentan una cédpsula ficilmente
visible mediante tincién negativa.

Tienen un contenido en guanina % citosina de 62,46 moles
por ciento.

Como fuentes de carbono pueden utilizar las tres ensaya-
das; pero se obtiene un c:ecimiento superior sobre ia manita.

El pH Sptimo de cultivo es 6,0, pero se desarrollan bien
en medios de cultivo, cuyos pH varien entre 4,5 y 8,5. La tem-
peratura Sptima de crecimiento es 282C j no se desarrolla ni
a 42C, ni a 379%C. En el medio YMA la fase estacionaria de cre
cimiento se alcanza a las 108 horas.

Alcaliniza la leche tornasolada y produce en ella una 2zo
na clara de suero. Con las pruebas biogufmicas se obtieﬁen los
siguientes resultados:

Ureasa positivoj reduce los nitratos, pero no los nitri-
tos; ni hidroliza ni licfa la gelatinaj no utiliza los citra-
408 como Unica fuente de carbbno; en los mediog con pepiona
produce indol; rojo de metilo, negativo; Voges Proskauer, ne-
gativos oxidasa, negativoj catalasa, positivoj no producen amo-
niaco.

Toleran una salinidad del 2% de ClNa en los medios de cul

tivo, pero no la de un 3% de dicha sal.
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Nodula en Teiragonolobus maritimum y en Trifolium repens.

3e2.Te~Estirpe TPU = 1

Bacilos de 2,8 micras de largo, por 0,7 micras de didmetro
gque, cuando se desarrollan en el medio YMA, forma colonias que,
‘a los tres dfas de incubacién son circulares, de elevacién con—
vexa, bordes enteros y muy mucilaginosas. Tienen un difmetro de
2,5 mm. -

Las células son Gram negativas y acumulan grinulos intra~
citoplidsmicos de poli-beta~hidroxi-butirato y presentan una cép-
sula visible mediante tincidén negativa. |

Tienen un contenido en guanina % citosina de 63,44 moles
por ciento.

Puede utilizar las tres fuentes de carbono enszyadas, pe-
ro se obtiene un mayor rendimiento cuando el medio contiene
manita. |

El pH Sptimo de crecimiento es 6,0, pero crece bien cuan-
do el pH de los medios de cultivo oscila entre 4,5 y 8,5. La
temperatura Sptima de crecimiento es 282C y no se desarrolla
ni a 42C ni a 379C. La fase estacionaria de crecimiento so~
bre el medio YMA lfquido se alcanza a las 108 horas de incu-
bacidn.

Alcaliniza la leche tornasolada y produce en ella una zo-
na clara de suero. Con las pruebas bioqufmicas da los siguien-
tes resultados:

Ureasa, positivo; reduce los nitratos, pero no los nitri-

tos; no produce amoniacoj ni hidroliza ni licia la gelatinaj no



135

utiliza el citrato como dnica fuente de carbonoj cuando se de~
sarrolla en medios de peptona, produce indolj rojo de metilo,
negativos Voges Proskauer, negativos oxidasa, negativo; cata-
lasa, positivo. |

Toleran la salinidad del 2% de ClNa en los medios de cul-
tivo, pero no la del 3% de esta sal,

Nodula en Tetragonolobus purpureum y en Trifolium repens.

3e2,8.~ Estirpe TPU = 2

Bacilos rectos de 2,4 micras de largo, por 0,6 micras de
difmetro, que, cuando crecen en el medio YMA, forman colonias
que, a los tres dfas de incubacién, son circulares, de 2,5 mm
de didmetro, de elevacidn convexa y de bordes enteros, y que
son muy mucilaginosas,

Las células son Gram négativas ¥y presentan acumulaciones
intracitoplésmicas de poli-beta-hidroxi-butirato, y una cépsu-
la visible con faciiidad mediante tincidén negativa.

Como fuente de carbono puede utilizar la manita, la galac
t08a y la arabinosa, pero se obtiene un crecimiento ligeramen-
{4e superior sobre el segundo de estos azdcares. |

Tienen un contenido en guanina & citosina de 63,68 moles
por ciento.

El pH Sptimo de crecimiegto es 6,5, pero crece a valores
de pH que oscilan entre 4,5 yv8,5. La temperatura Sptima de
crecimiento es de 289C, aunque puede crecer a 372C; no se apre
cia crecimiento a 42C, Cuando se desarrolla en el medio YMA,

se alcanza la fase estacionaria de crecimiento a las 96 horas.
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de incubacidn.

En leche tornasolada, ademds de alcalinizarla, produce una
zona clara de suero. Frente a las pruebas bioquimicas da las’
siguientes reacciones:

Ureasa positivoj reduce los nitratos, pero no los nitritos;
no produce amoniacoj ni hidroliza ni licia la gelatinaj; no uti-
liza los citratos como dnica fuente de carbonoj producen indol
en ios medios peptonados; rojo de metilo, negativos Voges'Prqg
kauer, negativo; catalasa, positivo; oxidasa, negativo.

No toleran una salinidad del 2% de ClNa en los medios de

cultivo.

Produce nédulos en Tetragonolobus purpireum y en Trifolium

fragf{ferum.

3.209."' EStiI’pe TPU "ée"

Bacilos rectos de 2 micras de largo, por 0,5 micras de dié
metro, de exiremos redondeados, que, cuando crecen en el medio
YMA, produce colonias que, a los tres dfas de incubacién, son
circulares, de 1,5 mm de difmetro, elevacién convexa, borde en-
tero y son muy mucilaginosas.

Las c8lulas son Gram negativas y adumulan granulaciones ig_
tracitoplésmicas de poli-beta-hidroxi-butirato; presentan, asf-
mismo, una cipsula que se puede ver con facilidad mediante tin-
cién negativa. |

Tienen un contenido en guanina % citosina de 61,0 moles
por ciento.

Como fuente de carbono puede utilizar la manita, la galac

tosa y la arabinosa, pero se obtienen mejores rendimientos cuan
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do los medios de cultivo contienen el primero de estos hidratos
de carbono.

El pH &ptimo es 6,5, pero también se desarrollan en medios
cuyos pH oscilan enire 4,5 y 8,5. La temperatura Sptima es de
282C, pero crecen también a 372C. No se aprecia crecimiento a
4°C. Cuando crecen sobre el medio YMA 1lfquido, la fase estacio
naria de crecimiento se alcanza a las 96 horas de incubacién.

Producen una zona de suero y alcalis cuando se desarrollan
sobre la leche tornasolada. Da los siguientes resultados frente
a las pruebas bioquimicas:

Ureasa, positivos; reduce los nitratos, pero no los nitri-
t08§ no produce amoniacoj ni hidroliza ni licda la gelatinaj no
utiliza el citrato como tnica fuente de carbond; no produce in-
dol a partir de las peptonasy rojo de metilo, negativoj Voges
Proskauer, negativo; catalasa, positivo; oxidasa, negativo.

Toleran una salinidad del 2% de ClNa de los medios de cul-
tivo, pero no la de un 3%. |

Produce nédulos en Tetragonolobus purpﬁréum ¥y en Trifolium

regens.

3.2.10i~ Estirpe TPA - 1

Bacilos rectos de 2,7 micras de largo, por 0,5 micras de
difmetro, que, cuando crecen en el medio YMA, producen colonias

que, a los tres dias de incubacidn, son circulares de 2 mm de
difmetro, de elevacidn convexa y borde entero, y son muy mucila
ginosas.

Las cflulas son Gram negativas y acumulan poli-beta-hidro-

xi-butirato. Presentan una cdpsula muy visible por tincidén nega~
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tiva.

Tienen un contenido en guanina # citosina de 62,46 moles
por ciento.

Como fuentes de carbono pueden utilizar las ires ensayadas,
pero se obiiene un mejor rendimiento sobre el primero de estos
hidratos de carbono.

El pH Sptimo de crecimiento es 5,5 - 6,0, aungue crecen
bien cuando el pH de los cultivos oscila entre 4,5 y 8,5. La
tgmperatura Sptima de crecimiento es 28¢C, aunque crece bien a
372C3 no puede deteptarse crecimiento a 42C, Cuando se desarro-
llan en el medio YMA, se alcanza la fase estacionaria de creci-
miento a las 96 horas,

Alcalinizan la leche tornasolada y producen en ella una
zona clara de suero. Da los siguientes resultados frente a

las pruebas bioguimicas:

Ureasa, positivoj; reduce los nitratos, pero no los nitri-
tos; no produce amoniaco; ni hidroliza ni licfa la gelatinaj
no utiliza los nitratos como Unica fuente de carbond; produce
indol a partir de la peptona; rojo de metilo, negativo; Voges
Proskauer, negativoj catalasa, positivoy oxidasa, negativo.

No toleran la salinidad del 2% de ClNa en los medios de
cultivo.

Produce nédulos en Tetragonolobus palestinum y en Trifo-

lium resupinatum.
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3.2.11.~ Estirpe TPA — 2

Bacilos rectos de 2,5 micras de largo, por 0,7 micras de

diZmetro, con extremos redondeados, que, cuando crecen en el
medio YMA forma colonias que, a los tres dfas de incubacién,

son circulares, de elevacidén convexa y bordes rectos, que
miden 2,5 mm de didmetro y son muy mucilaginosas.

Las células son Gram negativas y acumulan grinulos de po-
li-beta-hidroxi-butirato; tienen cdpsulas ficilmente visibles
mediante tincidn negativa.

Tienen un contenido de guanina % citosina de 64,9 moles
por ciento.

El pH Sptimo de los cultivos es 6,5, pero‘también se de-
sarrollan con facilidad cuando los pH de los medios oscilan en
tre 4,5 y 8,5. La temperatura Sptima de crecimiento es 282¢C
saunque crecen a 37%C, No crecen a 4¢C. Cuando se desarrollan
en el medio YMA, se alcanza la fase estacionaria de crecimieﬁ-
t0 a las 96 horas de incubacién.

Alcalinizan la leche tornasolada y producen en ella una
zona clara de suero., Frente a las pruebas bioguimicas da las
siguientes reacciones:

Uréasa, positivos reduce los nitratos, pero no los nitri-
1083 no producen amoniacoy ni hidrolizan ni licdan la gelatinaj
no utiliza el citrato como dnica fuente de carbonoj producen
indol a partir de la peptona; rojo de metilo, negativoj Voges-
Proskauer, negativo; oxidasa, negativos caialasa, positivo.

Toleran la salinidad de una concentracién del 3% de ClNa
en los medios de cultivo,

Nodula en Tetragonolobus palestinum y en Trifolium repens.
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3.2.120- Estil'pe TPA - 3

Bacilos rectos de 2,5 micras de largo, por 0,6 mioras de
diémetro, de exiremos redondeades, que, cuando crecen en el
medio YMA, forman colonias blancas, circulares, de‘bordes en-
teros y elevacién convexa, que, a los tres dfas de incubacién,
miden 1,5 mm de difmetro.

Las células son Gram negativas y en ellas se aprecian acu-

mulaciones intracitoplésmicas de poli-beta-hidroxi-butirato.
Tienen cdpsulas y producen un abundanie mucopolisacirido so-

luble en azgua.

Tienen un contenido en guanina % citosina de 62,22 moles
por ciento. |

De las fuentes de carbono ensayadas, la que da mejor
rendimiento es la manita, pero pueden desarrollarse bien sobre
las otras dos.

El pH 8ptimo de los cultivos es 6,0 - 6,5, pero se pueden
desarrollar en medios cuyos pH oscilen entre 4,5 y 8,0. La tem-
peratura dptima de crecimiento es 282C, y:mo crecen ni a 372C,
ni a 42C. Cuando se desarrollan en el medio YMA se alcanza la
fase estacionaria a las 96 horas de incubacidn.

Produce 4lcalis y una zona clara de suero cuando se desa~
rrolla en leche tornasolada. Frente a las pruebas bioqufmicas
- da los siguientes resultados: '

‘Ureasa,~positivo; no reduce los nitritos,-pero sf los ni-
tratoss no produce amoniacos prbduce indol en los medios con
peptona; no utilizan el citrato como Unica fuente de carbonoj
rojo de metilo, negativoj Voges Proskauer, negativoj catalasa,
positivo; oxidasa, negativo. |

Toleran la salinidad del 3% de ClNa en los medios de cul-
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tivo.

Nodula en Tetragonolobus palestinum y en Trifolium repens

Si se comparan las descripciones que acabamos de exponer,

puede verse que estas estirpes de Rhizobium aisladas de tres

especies de Tetragonolobus son muy similares entre si, con las
excepciones siguientes: a) tolerancia a la salinidad en la que
vemos gque hay unas estirpes (TM-2, TH~4) gue toleran el 3% de
ClNa, otras (TM-1, TM-3, TM-5, Tm-6, TPU-l, TPU-3) que tole-
ran el 2% y, las restantes que no toleran el 2% de ClNa en los
medios de cultivo. b) Todas las estirpes producen indol, excep
to TPU -~ 3, qQque no lo produce; solamente una crece a pH = 4,0
(1a estirpe TM - 4); aunque la temeperatura Sptima de creci-
miento es 28¢C, ha siete (IM-3, TM-4, TM-5, TPU-2, TPU-3, TPA-1"
¥ TPA-2) que pueden &esarrollarse a 379C, mientras que las res
tantes, nog

Todas las estirpes necesitaban para crecer biotina y tia~
mina y todas tienen contenidos en guanina & citosina muy
préximos.

Con las pruebas de inoculacién que hemos realizado, he-
"mos elaborado la Tabla LVIII, en la que puede verse que estas

estirpes, ademds de nodular en Tetragonolobus, lo pueden ha-

cer también en Trifolium, mientras que no producen nédulos en

el resto de las leguminosas ensayadas.
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Tabla LVIII.~ Resultados del test de nodulacién realizado

con las estirpes aisladas de Tetragonolobus (1)

Fstirpes Trif. Tetr. Orn.‘ Pis. Pha. Gly. Med.

2

O\
B e R e R e e e e e e e
'!-(‘l-'i“-i-h**’-!'-l-'h-h-h

!

!

|

[

1

(1) Las plantas ensayadas son las que se enumeran en el aparta-
do de material. En esta Tabla se designan por las abreviatu-

ras de sus géneros.
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3¢3.= PPodiaccidn de AIA por bacterias

3¢3¢1e~ Técnica de extraccidén

Aunque en la parte de esta Memoria dedicada a Materiales
¥ métodos exponemos la técnica de extraccidn de los productos
iﬁdGIicos a partir de lfquidos metab8licos, en realidad, la
eleccidén de esta t8cnica, que es esencialmente la recomendada
por RIGAUD, nos supuso un trabajo previo en el que comparamos
la eficacia de otro: método, recomendado por MOORE y SHANER (56),
asf como diversas modificaciones introducidas por nosotros.

En este estudio comparativo preliminar ensayamos los sie-
te procedimientos diferentes que se exponen esquemiticamente
en las piginas siguientes.

Con objeto de ralizar un estudio orftico de estas t&cni-
cas, preparamos una disolucidn acuosa de los siguientes pro-
ductos:

Triptdfano

Acido indol acético
Acido indol butirico
Acido indol pirdvico
Acido indol propiénico

Indol

Como se puede apreciar, en la mezcla no habfa dcido indol
1ldctico, para evitar las interferencias producidas por este
compuesto en la valoracién del AIA. ,

Esta mezcla fue sometida a los distintos procedimientos
de extraccidén y a cada fraccién obtenida se le hizo un anfli-
sis cromaiogréfico para determinar qué compuestos aparecfan

en ella, y fue sometida a la reaccién de Salkowski, a fin de
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- afiadir 15 ml. de benceno

144

c :
PROCEDIMIENTO Num. 1

S T

17 ml de mezcla (pH=2.6f
e

|

agitar durante 5 minutos

»Fase de benceno

Fage acuossa

acidificar a pH=0 con ClH

.

afiadir 15 ml. de C120H2
agltar durante 5 minutos
Fase acuosa

- Fase de diclorometano
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ot s s e

17.ml. de mezcla (pH=2,6)

' afiadir 1 ml., de C1H

j ailadir 15 ml. de 012CH2,

‘ o 7 L
. agitar durante 5 minutos

i

Fase acuosa.

. Pase de Cl"CH2

2
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PROCEDIMIENTO Ndm 3

R agoa of o T

=

-—

1? ml, de mezclél

i

Afiadir 15 ml, de benceno

b z o

| agitar durente 5 minutos

’

Fase benceno

Fase acuosa
{ alcalinizar a pH=8.2

afiadir 15 ml. de 0120H2

agitar durante 5 minutos
Fase de Clché

Fage acuossa : ?_

acidificar a pH= 2,8
. afadir 15 ml. de C120H2

: agitar durante 5 minutos

Fase de ClZCHé

MFase{acuosa



PROCEDIMIENTO Ném 4

R ongmse

===
PR SRS PSSy

-

17 ml. de mezcla(pH=2.6)

" afiadir 15 mL. de C1,CH

. alcalinizar a pH=8,2

2 2

¢

- mgitar durante 5 minutos

-~ Pase de c1,

Fase acuosa

g1

. acidificar a pH=2.8

aﬁadir 15 ml. de 0120H2

. agitar durante 5 minutos

Fase  acuosa
e e . . P

CH,

Fase de C120H

2

2
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PROCEDTMIENTO Ndn §

a2 3 S T 3 - oy

-aeidificar s pH=2.8

17 ml. de mezcla (pH=2,8)‘
Afiadir 15 ml. de benceno
| \aéFase de benceno
.Fase acuosa
alcalinizaf a pH=8.2
aﬁadi? 15 ml, de.éter :
agitar durante 5 minutos

Fase éterca

Fase acuosa

- afiadir 15 ml. de &ter

agitar durante 5 minutos

Fage €terea

.
Fase acuosa !

148



PROCEDIMIENTO Nim 6

T TN

| 1% ml., de mezcla (pH;é.gy
alcalinigzar a pH:B.é

| aﬁadif 15 mlivde'éfer
agifar duranig 5:minutos
Fase &terea

3

Fase acuosa

acidifiégg a pH=2,8
afiadir 15 ml. de &ter
agitar durante 5 minutos

Pase &terea

Fase acuosa

149
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PROCEDIMIENTO Nim 7

EEsssssoosoomsnsssse

17 ml. de mezcla (pH=2,6) 3

alcalinizar a pH=8,2 $
' f

afiadir 15 ml. de benceno

agitar durante 5 minutos

Fase benceno

Fase acuosg

afiadir 15 ml., de éter

Y

agitar durante 5 minutos

\\\\\ﬁﬁFase éterea.

Y

_Fase acuosa

acidificar a pH=2.8
.afiadir 15 ml. de &ter
agitar durante 5 minutos

Fase &tereca

!

Yase acuosa
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determinar la fraccidn de AIA separada en cada una de ellas y,
por tanto, el rendimiento de la técnica.

Los resultados se exponen en las Tablas LIX a LXV.

Comparando los rendimientos de cada una de las técnicés de
extraccidn, puede comprobarse que la que da mejores resultados
s la nidmero seis, que coincide con la empleada por RIGAUD y,
por tanto, fue la que nosotros adoptamos para hacer la separa~
»cién del AIA de los liguido metabdlicos y es la que se descri-

be en el apartado de Materiales y Mé&todos.

3¢3¢2.~ Evolucidn de la produccidn de AIA en los cultivos

A fin de comprobar en qué momento del culitivo se produce
la mixima acumulacién de ATIA en los 1fquidos metab8licos, cul-

tivamos una estirpe de Rhizobium trifolii en medio YMA suple-

mentado con triptéfano al 0,02 por ciento, en el que se fue
siguktendo la evolucién de la produccidén de AIA con el tiempo.

De los resultados de este experimento, expuestos en la
Tabla LXVI y representados en la grifica 12, puede deducirse
que la mixima produccién de AIA tiene lugar a los cuatro dfas
de incﬁbaci6n, que, como hemos visto, coincide con el inicio
de la fase de crecimiento estacionario de los cultivos de las
estirpes de Rhizobium aisladas por nosotros.

Adem&s, para comprobar la eficacia del método de extrac-
c¢idn adoptado sobre los lfguidos metab8licos, hicimos andlisis
cromatogrificos mediante las técnicas descritas de la frac-
c¢ién correspondiente al AIA y pudimos comprobar que, efectiva-

mente, este producto solamente va acompafiado por el AlL.



Pabla LIX.- Estudio cromatogrifico y colorimétrico de -

las fracciones del procedimiento nimero 1

Fraccidn E Productos separados

1 0,42 Triptéfano
V Acido indol acético
Acido indol butfrico
Acido indol pirivico
Indol

2 0,25 Triptéfano

Acido indol acético

3 0,90 Acido indol acético
Acido indol butirico
Acido indol pimivico

152

Rendimiento= 9,90 = 0,56
0,90 4 0,25 &+ 0,42 ’
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Tabla LX.- Estudio cromatogrifico y colorimétrico de

de las fracciones del proéedimiento nidmero 2

- Fraccién E Productos separados

1 0,39 Priptéfano
Acido indol acético

Acido indol propidnico

Acido indol butfrico

2 0,88 Acido indol acético
| Acido indol piofidnico
Acido indol butfrico

0,88

0,88 + 0,39 0,67

Rendimiento =
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Tabla LXI.- Estudio cromatogrifico y colorimétrico de

las fracciones del procedimiento nidmero 3

Fraccién E Productos separados

1 0,315 Indol

Acido indol acético

2 0,000

3 0,487 Acido indol acético
Acido indol propidnico
Acido indol butirico

4 0,412 Triptéfano

Acido indol acético

0,487

0,315 & 0,487 ¥ 0,412 0,401

Rendimiento =
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Tabla LXII.- Estudio cromatogrifico y colorimétrico de

las fracciones del procedimiento nidmero 4

Fraccidén E Productos separados

1 0,000 Priptéfano
Acido indol propidnico

Acido indol butfrico

2 0,915 Acido indol acético
Acido indol propidnico

Acido indol butfrico

3 0,330 Acido indol acético
triptéfano

0,915

0,915 % 0,330 0,737

Rendimiento =
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Tabla LXIII.~ Estudio cromatogrifico y colorimétrico de

las fracciones del procedimiento nimero .5

Lad i o £ 2
Fraccién B Productos separados
1 0,315 Acido indol acético
Triptdfano
Indol
2 0,000
3 0,855 Acido indol acético

Acido indol propidnico

Acido indol butirico

4 0,000

0,855

Rendimiento = 0,885 + 0,315

= 0,73
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Tabla LXIV.- Estudio cromatogréfico y coloriméirico de -

las fracciones del ﬁ'}éoédimiénto nimero 6

Fraccién E Productos separados
1 0,000
2 0,952 Acido indol acético

Acido indol propidnico
Acido indol butirico

3 0,000

Rendimiento = -912-5-2- = 1,00

0,952




Tabla LXV.~ Estudio cromatogréfico y colorimétrico de

las fracciones'del procedimiengo nimero 7

158

Fraccidn E Productos separados

1 0,085 Acido indol acético

2 0,020 Acido indol acético
Acido indol propidnico
Acido indol butirico

3 1,08 Acido indol acético
Acido indol propidnico
Acido indol butfrico

4 0,005 Triptéfano
Acido indol acético

1,080

Rendimiento =

= 0,908

0,085 & 0,020 # 1,080 ¢ 0,005
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Tabla LVI.- Evolucién de la produccién de 'AJA en un cul-

tivo de Rhizobium trifolii

Tiempo B /A1s/ /AIA/ en los lfquidos
(1) (2) (2)
0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0
0,0075 0,34 0,0462
10 0,0 0,0 0,0
12 0,005 0,231 0,030
16 0,0 0,0 0,0
20 0,00 0,00 0,00
24 0,00 0,00 0,00
. 36 0,00 0,00 0,00
48 0,00 0,00 0,00
50 0,0675 3,12 0,42
60 0,1125 5,20 0,693
12 0,165 17,62 1,02
84 0,1875 8,66 1,16
96 0,6775 31,30 4,17
120 0,5225 24,14 3,22

(1) expresado en horas
(2) expresada en ug/ml.
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IAIA]
1g/mi ) |
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'Figura 12,~ Evolucién de la produccién de &cido indol acé-

tico por un cultivo de Rhizobium trifolii
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3¢3¢3.~ Produccidn de AIA por las bacterias ensayadas

_Las bacterias cultivadas en el medio YMA durante cuatro
dfas fueron traiédas como se describe en el apartado de Material
¥ Métodos. '

Los 1fquidos metab8licos fueron fraccionadad® segin la
técnica de extraccidn descrita en el mismo apartados

En las Tablas LXVII a LXIX se exponen los resulitados ob-
ténidos por nosotros.

Como puede apreciarse en ellas, la produccidm de AIA es

muy variable, tanto en lo que se refiere a las estirpes de

Rhizobium aisladas de Tetragonolobus, como al resto de las

bacterias ensayadas.

Observando la Tabla LXIX puede apreciarse gae la pro-

duccidn de ATA no es privétiva de las bacterias del género

Rhizobium, sino que hay otras bacterias, como Eschericlia

coli, Pseudomonas calendula y Sarcina lutea, que también

producen esta sustancia.
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Tabla LXVII.- Produccidén de &cido indol acético por las

estirpes de Rhizobium aisladas de Tetrago-

nolobus
Estirpe E /i1s/ [A1A/
(2) (3)
™ - 1 0,1525 7,05 0,40
Ty - 2 0,0925 4,27 0,24
™ - 3 0,1970 9,10 0,52
™ - 4 0,1375 6435 0,36
™ - 5 0,1100 5,10 0,29
™ - 6 1,2335 56,99 3,26
TPU- 1 0,1275 5,89 0,34
TPU- 2 1,0475 48,40 2,76
TPU-3 0,9825 45,29 5,19 (4)
TPA-1 0,8025 37,07 2,12
TPA- 2 0,7050 32,57 , 1,86
TPA- 3 0,560 25,87 1,48

(2) expresada en pg/ml
(3) en los 1fquidos metab8licos (expredada en pg/ml)
(4) todos los 1fquidos metabdlicos estin concentrados

70/4 veces, menos €ste que lo esti 70/8 veces.
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Tabla LXVIII.- Produccién de &cido indol acdtico por

bacterias del género Rhizobium

Microorganismo E JAIA/ [A1A/
(1) (2)
Rh. trifolii (RS55) 0,99 46,74 2,67
Rh, trifolii (RS52) 1,132 52,30 2,99
Rh. trifolii (RS102) 1,250 57,75 3,30
Rh. trifolii (RS15) 0,55 25,41 1,45
Rh. trifolii (RS51) 0,14 6,47 0,37
Rh. trifolii (RS 87) 0,752 34,74 1,99
Rh. lupini (RS 108) 0,938 43,34 4,95 (3)
Rh, legumi-
nosarum (RS 70) 1,048 48,42 5,53 (3)
Rh. phaseoli (RS92) o,1275 5,89 0,34
0,165 . 1,62 0,44

Rh, meliloti (RS94)

(1) expresada en pg/ml

(2) corresponde a los lfguidos metabdlicos
(3) estos 1fquidos metabSlicos se concentraron la mitad

que los restantes.
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Tabla LXIX.~ Produccién de &cido indol acético por microor—

ganismos distintos de Rhizobium

Microorganismo E /A1s/ /A1s/
(1) (2)

Klebsiella aeroge

nes 0,945 43,66 2,49
Bacillus cereus 0,000 0,00 0,00
Escherichia coli 0,200 9,24 0,53
Erwinia carotovora 0,000 0,00 0,00
Ps. calendula 0,290 13,40 0,77
St. aureus 0,025 1,16 0,07
Salmonella thy-

phimurium 0,000 0,00 0,00
Sarcina lutea 0,310 14,32 0,82
Phytobacterium

salicepepda 0,000 0,00 0,00

(1) expresada en pg/ml
(2) corresponde a los 1lfquidos metabdlicos y también se

expresa en pg/ml.




4. DISCUSION
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Los principales objetivos que nos proponfamos al iniciar
este frabajo eran, en primer lugar, el estudio taxondmico de
estirpes de Rhizobium aisladas de leguminosas silvestres del
Valle del Guadalguivir y, en segundo lugar, el estudio de la
produccién de Zcido indol acético por Rhizobium cultivado en
presencia de triptdéfano. Para comenzar nuesiro trabajo ele-

gimos el género Teiragonolobus, que esti representado en esta

regién de Andalucfa por varias especies, como son T. maritimum,

T. purpureum y T. palestinum, de cuyos nddulos aislamos doce

estirpes de Rhizobium, que hemos utilizado para estudios taxo
némicos. '

Al mismo tiempo que estudifbamos estas estirpes de Rhizo-
bium comenzamos a realizar experimentos preliminares para de-—
terminar la produccidn de AIA por &éstas y oitras bacterias; sin
embargo, al utilizar los métodos de determinacidén de esta sus-

tancia basados en la reaccién de Salkowski, tropezamos con una .

serie de problemas, que mis adelante discutiremos, los cuales
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nos obligaron a detenerﬁos en la puesta a punto de un método
para valorar con exactitud el dcido indol acético. Esta es la
razdén de que en el trabajo que gqu{ presentamos se dedique ma-
yor atencidn a este método de valoracién que a los dos objeti-
vos que en principio nos habfamos propuesto.

Como ya hemos indicado, la produccidn de &cido indol acé-
tico a partir de triptdfano ha sido estudiada no solamente en
Rhizobium (74, 76), sino en otros microorganismos (52, 53)

y otros materiales (56, 66). Estos trabajos han sido revisados

recientemente por BAREA y MONTOYA (2) y, segin se desprende de

ellos, los métodos de valoracién de AIA se pueden reducir a los
siguientes:

a) determinacidén colorimétrica, valiéndose de la reaccién
de Salkowski (89)

b) separacidn cromatogrifica y determinacién cuantitativa
de los productos por medida de la radiactividad de las manchas
(56, 64, 65).

c) valoracién bioldgica por efectos sobre el crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae (3).

Segin el propio RIGAUD, el método cromatogrifico de la de
terminacidn por la medida de la radiactividad, ademis de ser
muy laborioso, lleva a resultados en los que puede haber erro-
res del veinte por ciento, o mis, debido a las pérdidas duran-
te la separacidn cromatogrifica. Asimismo, estos errores son
tanto mayores cuanto menores sean las cantidades a determinar.

Por otra parte, el método bioldgico no es aplicable a
nuestro trabajo, ya que, como dicen sus autores, es vilido so-
lamente para el caso en que las auxinas estén puras y, como ha

demostrado RIGAUD y nosotros mismos hemos comprobado, el AIA
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que se produce a partir del triptéfano siempre va acompafiado
por Acido indol léctico.

Pambién hemos descartado los métodos espectrofotométrico
y espectrofluorimétrico, ya que tampoco soslayan el problema
de la interferencia del AIL.

Por tanto, el método que consideramos més conveniente
para nuestro trabajo es el basado en la reaccién de Salkows-
ki, previa extraccidén de los productos como se indica en el
apartado de Materiales y Métodos. Sin embargo, este método,
tal como lo aplica RIGAUD supone las mismas pérdidas que las
sefialadas para la determinacién por medida de la radiactivi-
dad. Por otra parte, como h;mos demostrado en el presente tra
bajo, la aplicacién directa de la reaccidén de Salkowski a los
extractos etéreos, sin cromatograffa previa tiene también el
inconveniente de que la presencia de AIL interfiere en tal
grado que hace inaplicable el método. No obstante, a través
de numerosos ensayos hemos logrado soslayar la interferencia
del 4cido indol l4ctico, poniendo a punto el método descrito
en los'resultados, que tiene la ventaja de que, al no ser he-

_cesaria la separacién cromatogrifica, resulta menos laborioso
¥y mis exacto, ya que se evitan pérdidas de &cido indol acético.

Para determinar la exactitud de nueétro método se prepara-
ron diferentes soluciones con distintas concentraciones de
AIA y de AIL. Estas muestras fueron sometidas al andlisis y se
compararon los valores obtenidos por aplicacién del método, con
los valores reales de las concentraciones de AIA presentes en
las muestras, mediante la prueba de chi cuadrado. Los resulta-
dos se exponen en la Tabla LXX. Como puede apreciarse, el va-

lor de chi cuadrado obtenido,1,948, es muy inferior al valor

de chi cuadrado miximo para 39 grados de libertad, lo que in-
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Tabla LXX.~ Comparacidén de los valores reales (R) de con-

centracién de AIA en ug/ml y los obienidos al

aplicar el método de valoracién (0). La compa

racién se hace mediante la prueba de chi cua-~

drado.

R 0 R-0 (R - 0) .ﬁE_; 0)°
0,1 0,11 - 0,01 0,0001 0,001
0,2 0,18 0,02 0,0004 0,002
0,3 0,34 - 0,04 0,0016 0,005
0,4 0,34 0,06 0,0036 0,007
0,5 0,34 0,16 0,026 0,051
0,6 0,57 0,03 0,0009 0,001
0,7 0,54 0,16 0,026 0,004
0,8 0,69 0,11 0,012 0,015
0,9 0,98 - 0,08 0,006 0,007
1,0 1,15 - 0,15 0,022 0,022
1,5 1,84 - 0,34 0,116 0,077
2,0 1,96 0,04 0,002 0,001
2,5 3,34 - 0,84 0,706 0,282
3,0 3,34 - 0,34 0,116 0,038
3,5 3,58 - 0,08 0,006 0,001
4,0 4,50 - 0,50 0,250 0,062
4,5 4,96 - 0,46 0,212 0,047
5,0 5,19 - 0,19 0,036 0,007
6,0 6,46 - 0,46 0,212 0,035
750 7,16 - 0,16 0,026 0,004



Tabla LXX.- Continuacién
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R 0 -0 (& - 0) (B - 0)?.
R
8,0 8,20 0,20 0,040 0,005
9,0 8,89 0,11 0,012 0,001
10,0 11,43 1,43 2,045 0,204
12,0 12,82 0,82 0,672 0,056
15,0 16,63 1,63 2,657 0,177
16,0 16,28 0,28 0,078 0,005
18,0 18,90 0,90 0,810 0,045
20,0 20,90 0,90 0,810 0,040
21,0 21,94 0,94 0,884 0,042
24,0 24,02 0,02 0,0004 0,000
25,0 25,40 0,40 0,160 0,006
27,0 28,98 1,98 3,920 0,145
28,0 28,06 0,06 0,004 0,000
30,0 30,83 0,83 0,689 0,023
32,0 32,10 0,10 0,010 0,000
35,0 35,34 0,34 0,116 0,003
36,0 33,95 2,05 4,202 0,116
40,0 43,19 3,19 10,176 0,254
45,0 47,35 2,35 5,522 0,123
50,0 50,35 0,35 0,122 0,002
1,948

Valor miximo de chi cuadrado para 39 grados de libertad ¥y

un coeficiente de seguridad de 0,999, 17,26
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dica que las diferencias existentes entre los valores tedricos
(concentraciones reales de AIA en las muestras) y los obtenidos
por aplicacidén del método no son significativas y que, por lo
tanto, el método es satisfactorio como método de valoracidn de
AIA en soluciones en las que se encuentra presente el AlL.

Por otro lado, como puede apreciarse en la Tabla XLVI, los
valores de densidad Sptica cuando es 2 la proporcidn entre las
concentraciones de ambos compuestos en las muestras, aunque in-
feriores, son muy parecidos a los gue corresponden a las propor-
ciones inferiores o iguales que uno, lo que asegura la fiabili-
dad de los resultados obtenidos al analizar los ligquidos meta-
b6élicos de las bacterias utilizadas en el presente irabajo.

Ademdés, si se hace un estudio de las rectas representadas
en la Figura 8 (Tablas LXXI a LXXVI), se demuestra que sus pen—
dientes son prdximas a cero, lo que indica gque la absorbencia
depende de la concentracidn absoluta de AIA.

Estos resultados también concuerdan con los representados
en la Figura 10, en la que se aprecia claramente que es posible
agrupar los datos de densidad Sptica obtenidos, en dos grupos
claramente diferenciados. Para una determinada concentracidén de
cido indol acético ¥y concentraciones variables de Aicido indol
lictico, los datos pueden ser agrupados en dos rangos, cada uno
de los cuales corresponde a las muestras en que las proporciones
de AJA y AIL son inferiores o iguales a 1, y a las muestras en
que tal proporcidn es superior a uno. Dado que agrupando asi
fos datos se obtienen rectas con diferentes pendientes, la apli
cacién del método exige conocer con qué rango de proporciones

estamos trabajando, lo que se consigue afiadiendo a la muestra pro
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Tabla LXXI.~ Cilculo de la pendiente de la recta corres—

pondientera muestras con una cantidad fija

(50 ug/ml) de AIA y cantidades variables de

1 0,0698304

ATL.
2
P- E X=P ~P-— Y=E-E XY X°.
0,100 1,1050 - 0,192 - 0,0260 0,0050 0,0368¢
0,111~ 11,0925 - 0,181~ - 0,0385 0,0069 0,0327¢
0,125 1,2450 - 0,167 0,1140 - 0,0190 0,0278¢
10,143 1,1525 - 0,149 0,0215 - 0,0032 0,0222
0,166 11,1325 - 0,126 0,0015 ~ 0,0002 0,0158
0,200 1,1850 -~ 0,092 0,0540 - 0,0049 0,0084
0,250 1,0700 - 0,042 - 0,0610 0,0026 0,0017:
0,333 11,1250 C,04041 - 0,0060- ~70,0002 0,0016:
0,500  1,1300 0,208 - 0,0010 =~ 0,0002 0,0432
1,000 11,0775 4 0,708 - 0,0535 - 0,0379 0,5012
“:2,929 11,3150 0,000 0,0000 - 0,0511 0,6983
10,292 1,131 0,000 0,0000 - 0,005% 0,0698
- 1

e s TS SR RETRSEEE SRR
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Tabla LXXII.~ Célculos de las pendiente de da recta corres-

pondiente a una cantidad fija (30 ug/ml) de

ATA y cantidades variables de AIL

T T T T T T T T R T T T N N RN RS EETET

P E X=P P Y=E-~-E XY X
0,100 _ 0,7000 - 0,192 0,0430 -~ 0,0082  0,03686
0,111  0,6100 - 0,181 - 0,0470 0,0085 0,03275
0,825 0,6075 - 0,167 - 0,0495 0,0083 0,02788
0,143  0,7200 - 0,149 0,0630 - 0,0094 0,02220
0,166 0,6450 - 0,126 - 0,0120 0,0015 0,01587
0,200 0,6700 - 0,092 0,0130 - 0,0012  0,00846
0,250 0,6500 ~ 0,042 - 0,0070 0,0003  0,00176
0,333  0,6475 0,041 - 0,0095 < 0,0004 = 0,00168
0,500  0,6550 . 0,208 - 0,0020 - 0,0004 0,04326
1,000 0,6650 0,708 - 0,0080 0,0057 0,50126
2,929 6,5700 0,000 0,0000 0,0047 0,69830
0,292 0,6570 0,000 0,0000 0,0005 0,06983

0,0005

2 =75,069830

= 0,0071602
1
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Tabla LXXIII.~ Cilculo de la pendiente de la recta corres—
pondiente a una cantidad fija (25 ug/ml) de
AJA y cantidades variables de AlL.

E@zzcz=ssszz=zzsszsszzzzczzazssczescliosossoszs=sossssxsssSsssossssssss=sss
- - 2
P E X=PapP Y=E-E XY X
“D,100 0,600 -0,192 0,0050 - 0,0017 0,036864
0,111 0,6275 - 0,181 - 0,0035 0,0006 0,032761
0,125 0,6550 - 0,167 - 0,0240 - 0,004p 0,027889
0,143 0,6500 - 0,149 0,0190 - 0,0028 0,022201
0,166 0,6550 - 0,126 0,0240 - 0,0062 0,015876
0,200 00,6250 - 0,092 - 0,0060 - 0,0006 0,008464
0,250 0,6100 - 0,042 - 0,0210 0,0009 0,001764
0,333 0,65200 0,041 - 0,0110 - 0,0005 0,001681
0,500 0,6250 0,208 - 0,0060 - 0,0012 0,042264
1,000 0,6025 0,708 - 0,0285 - 0,0202 0,501264
..2,929  6,3100 0,000 0,0000 - 0,0345 0,698304
0,292 0,6310 0,000 60,0000 - 0,0034 0,069830
- 0,0034
__________ -= = - 0,048690
83 ¥ ~"D; 089830 e
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Tabla LXXIV.~ Cilculo de la pendiente de la recta corres-
pondiente a una cantidad fija (20 ug/ml) de
AIA y cantidades variables de AIL,

R S N L S S N N N N S S R S S N S I T S S S S S S S eSS RS S o s mo s mmie s oo oo o emems-

0,100 ©,4200 - 0,1920 - 0,0557  0,0107 g g36864
0,111 0,5100 - 0,18X10 0,0342 - 0,0062 0,032761
0,125 0,5175 - 0,1670 0,0417 - 0,0070 0,027889
0,143 0,5525 - 0,1490 0,0767 - 0,0011 0,022201
0,166 0,5550 - 0,1260 90,0792 - 0,0100 0,015876
0,200 0,5000 - 0,0920 . 0,0242 - 0,0022 0,008464
0,250 0,4100 - 0,0420 - 0,0667 0,0028 0,001764
0,333 0,4425 . 0,0410 - 0,0332 - 0,0014 0,001681
0,500 . 0,4200 0,2080 - 0,0557 - 0,0116  (0,043264
1,000 80,4300 0,7080 - 0,04575 - 0,0324  0,501264
2,929  4,7575 . 0,0000 g,0000 - 0,0584 0, 698304
0,292 0,47575 0,0000 . 0,0000 - 0,0059 0,069830
- 0,0059

e Ry R L I L e T T Y T s T T ]
e R R R N N I N S N E S N N R R N S N S S I o o N N N S S S L L S S L S S s S o N S S S T s T S s S r r R m e R S -
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Tabla LXXV.~ Cdlculo de la pendiente de la recta correspon
diente a una cantidad fija (15 ug/ml) de AIR
¥ centidades variables de AIL “

P e e e T T T P T T T T I P P 2 T I T T T T P T - T T
2Rk - b SR RS 2 2 2R R o R AR R R R R

- - 2

P E X=P-p Y=E-E XY X
‘0,100 0,3225 - 0,192 0,0018 - 0,0003 0,036864
0,111 0,2850 - 0,181 - 0,0357 0,0065 0,032761
0,125 0,3850 - 0,167 0,0643 - 0,0107 0,027889
0,143 0,3950 - 0,149 0,0743 - 0,0111 0,022201
0,166 0,4000 - 0,126 0,0793 - 0,0010 g,015876
0,200 D0,3750 - 0,092 0,0543 - 0,0050 p,p08464
0,250 0,3650 ‘- 0,042 0,0443 - 0,0019 g,001764
09g333  0,3600 0,041 0,0393 0,0016 0,001681
0,500 0,3375 0,208 0,0168 0,0035 0,043264
1,000 0,3425 - p,708 0,0218 0,0154 0,501264
2,929  3,2075 0,000 0,0000 - 0,0030 0,698304
0,292 0,3207 0,000 - 0,0000 - 0,0003 0,069830

‘ - 0,0003 '
e w2000 0.004296
®s © ~75;069530 0,00

e T T T T MO S Tm T DU SR v Sm e S Em Em emr WO TS v S S S e B e v M At S A s e e E P G b B S i e e WS G S SR mn S e e W SIS B M e e e M MR S T M M 4 St e e
e R R e m e e S S N RS T S R N R R R R RN S N N S R N T S S R S S N R S n T R SRS S s S s Esso s
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Tabla IXVI.- Cilculo de la pendiente de la recta corres-—

pondiente a una cantidad fija (10 ug/ml) de
AJA y cantidades variables de AIL,

Pl e T T T T e e P T T T P T e T s T P oy
R L S L RS R S S N L S S S N S S S SN L N N T N S S R S S N S TS N N N T S R S NN C S R B RS S RS E s s s

P E X=p-P Y=E«E XY x?
0,100  0,2200 - 0,192 . - 0,02425 0,0047 0,036864
0,111 0,2150 - 0,181 - 0,02925 0,0053 0,032761
0,125 0,2800 - 0,167 0,03575 - 0,0060 0,027889
0,143  0,2750 - 0,149 0,03075 - 0,0046  0,022201
0,166 0,2700 - 0,126 0,02575 - 0,0032 0,015876
0,200 0, 2400 - 0,092 - 0,00425 = 0,0004 0,008464
0,250 ©0,2500 - 0,042 0,00575 - 0,0002  0,001764
0,333 0,2100 0,041 - 0,03425 - 0,0014 0,001681
0,509 0, 2450 0,208 0,00075 0,0002 0,043264
1,000 0,2375 0,708 - 0,00675 - 0,0048 C03B01264

2,920  2,4425 0,000 - 0,0000 . p,0096  0,698304
10,292 ©,2442 0,000 0,0000 _ g,oop9  0,069830
- 0,0009
8 = memmmem— o = - 0,012888

6 0,069830
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~ blema un exceso de AIL, que nos permite utilizar la recta corres
pondiente a las proporciones'inferiores o iguales a 1.

Tanto el anflisis de las pendientes de todas las rectas
obtenidas como la prueba de chi cuadrado, indican que nuesiro
método constituye un medio exacto y relativamente sencillo pa-
ra la determinacidn del &4cido indol acético en soluciones en las
que coexista el AIL. Ademis, dado que en la modificacién intro-
ducida por nosotros en el método de valoracién de Salkowski se
afiade ATL en cantidad suficiente, el método se hace vélido para
cualquier proporcién en que se encuentren ambas sustancias en
las muestras analizadas,. .

Asimismo, hemos de sefialar que la sensibilidad de esie
método es suficiente para la determinacién de las concentracio=-
nes de 4cido indol acético que aparecen en los liguidos metabé-
licos estudiados por nosotros, ya que, como se puede apreciar
en la Pigura 11, es posible determinar conceniraciones de AIA
del orden de 0,5 pg/ml, y las concentraciones halladas en los
extractos concentrados (Tablas LXVII, LXVIII y LXIX) suelen ser
muy superiores a este valor.

Con este método hemos podido resolver el problema gue se
nos planted en nuesiros primeros experimentos en los que estu-
difbamos la produccién de dcido indol acético a partir de trip-
+8fano, ya que, como hemos sefialado, la determinacién de esta
sustancia con la recta de calibrado preparada para AIA puro
daba resultados que no sélo eran irreproducibles, sino que in-
cluso presentaban considerables oscilaciones en un mismb expe-
rimentoy

A la vista de los reéultados expuestos en las Tablas

III a XIV, cabrfa suponer que la indol acetamida interfirie-—
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ra con el #cido indol acético ya que, ademds de éste, es el Uni
co compuestb de los ensayados que da reaccidn de Salkowski po-
sitiva. Pero, segin la bibliograffa consultada, este compuesto
no aparece citado como intermediario en la biosfntesis del AIA
¥y como hemos comprobado nosotros, no se detecta dicho compues-
to en la extraccién del AIA de los 1fquidos metab8licos, por
lo que no parece probable que interfiera con el AIA valorado.
Por otra parte, el miximo de absorcidn de este compuesto tiene
lugar a las cinco horas y cuarenta y cihco minutos de iniciada
la reaccidn, mientras que el miximo de absorcién debido al
dcido indol acético tiene lugar una hora después de iniciada
la reaccidén, por lo gque decidimos descartar la posible influen-
cia de la indol acetamida. |

‘Una vez establecidos los procedimientos cromatogrificos;y
colorimétricos que nos iban a servir para determinar la efica-
cia y el rendimiento de los métodos de separacién de indoles,
se planted el problema de decidirse por uno de ellb. Consulia-
da la bibliografia encontramos dos técnicas, la de MOORE y
SHANER (56) y la otra, empleada por RIGAUD (74). En la primera
de ellas se utiliza como disolvente el diclorometano, mientras
que en la otra, el disolvente es el &ter etflico desprovisto de
perdxidos. Dado que en ningunae de los trabajos aparece referen-
cia alguna al rendimiento de estas técnicas, nos parecié con-
veniente enfocar parte de nuestro trabajo al estudio del cita-
do rendimiento.

En primer lugar, cabe destacar el hecho de que, dado que
en los 1fquidos metabdlicos existen muchas sustancias lip{dicas

que producen emulsiones que dificultan los pasos siguientes del

procedimiento de extraccién, fue necesario separar previamente
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estas sustancias, para lo cual, en el caso‘de la primera técnica
trabajamos con benceno, y en la segunda, con éter a pH = 8,2,
ya utilizado por RIGAUD con este mismo fin.

Dividiremos los procedimientos de extraccién en dos grupos:
unos, en loe que se emplea el diclorometano como disolvente,.y
otros, en los que se utiliza el &ter etflico. Como la observa—y
cién de las tablas LIX a LXV demuesira, puede apreciarse en pri-
mer lugar, que, como regla general; los primeros son menos efi-
caces que los segﬁndos. Ademis, en ambos casos, puede apreciar-
se que la introduccién del benceno reduce apreciablemente el
rendimiento de la técnica porque extrae parte del &cido indol-
acético presente en las muesiras, al mismo tiempo gue triptéfa-
no, indol butirico e indol propidnico. ‘

En el estudio cromatogrifico del procedimiento de extrac-

" ¢ién nimero 1 puede aprediarse que todas las fracciones arras-—
tran parte del &cido indol acético, con lo que las pérdidas a
lo largo del proceso son oonsiderables. (Tabla LIX)

En la Tabla LX se aprecia un aumento en el rendimiento del
procedimienio, como consecuencia de la eliminacién del tratamien-
to con benceno. »

En la Tabla LXI se exponen los resultados del procedimien-—
to de extraccidén nimero 3. Comobpuede apreciarse, el rendimien-
40 es aun mds bajo que en el primer caso, ya que el diclorometa~
no a pH = 2,6 extrae en menor proporcién que a pH = O.

En cuanto al procedi@iento ndmero cuatro, cabe destacar el
aumento del rendimiento con respecto al caso anterior, como re-
sultado de la supfesign del tratamiento con benceno. Al igual

que en el caso anterior, el diclorometano a pH alcalino no ex-
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trae en absoluto &cido indol acético (Tabla LXII)

Contemplando los resultédos del procedimiento de extraceidn
ndmero cinco, puede apreciarse (Tabla LXIII) que por primera vez,
aunque el rendimiento del procedihiento es adn bajo, no aparecen
cantidades de &cido indol acéti?o detectables coloriméiricamente
¢en la fase acuosa., También es de notar que el éter no -extrae
triptéfano, que es el compuesto inddlico que, por haber sido afia~
dido al medio de cultivo, cabe suponer se encuentre en mayoxr o
menor proporcidn, en los lfquidos metabdlicos.

El procedimiento de extraccién niimero 6, que coincide con
la técnica de extraccidn utilizada por RIGAUD, es el que presen—
ta mejores resultados. Como puede apreciarse en la Tabla LXIV,

todo el ATA queda en el extracto con éter a pH &cido. En dicho
extracto se encuentran también &cido indol butfrico y 4cido in-
dol propidnico, pero ya ha quedado establecido que ninguno de

ellos presenta reaccidn coloreada con el reactivo de Salkowskij
por otra parte, al no ser citado en la bibliograffa en ningin
caso como precursores de la sintesis del AIA, o productos de su
degradacién, cabe suponer altamente improbable su presencia en
los 1lfquidos metabS8licos objeto de nuestro estudio posterior.

De nuevo la introduccién del tratamiento con bencemo se
traduce en la disminucién del rendimiento de la técnica de
extraccién, como se puede apreciar en el estudio del procedimien-
to ndmero 7 (Tabla LXV).

Dado que el procedimiento nimero 6 es el que ofrece mayores
ventajas en todos los sentidos, ha sido elegido como técnica de
extraccidn para los lfguidos metabdlicos en los que se incuban

las bacteriase.
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Con estos tanteos previos hemos preiendido, ademds de en~
contrar la técnica de extraccidn que mejor se adaptaba a nues-
tros propésitos, comprobar la ideneidad de la eﬁpleada por RIGAUD
que denuestrg ser.ia mis eficaz de las enconiradas en la biblio-
grafia.

Entrando en la discusién de los resultados obienidos al ha
cer el estudio de la capacidad de produccién de 4oido indol acé
tico por parte de las estirpes aisladas por nosotros de los né-

dulos radicales de Tetragonolobus y de otras especies de Rhizo-

" bium y otras bacterias, cabe destacar (Tablas LXVII, LXVIII y
LXIX) los siguientes hechos:

Por un lado, la prodﬁccién de AIA a partir de triptéfano
no es privativa de las bacterias del género Rhizobium, ya que
es una propiedad que presentan bacterias pertenecientes a otros

géneros, como Klebsiella aerogenes, Escherichia coli, Pseudomo-

nas calendula, Sarcina lutea.

Por otra parte, la produccién de dicha sustancia es muy va~

riable dentro de la misma especie de Rhizobium, ya que, como pue
de verse en las Tablas LXVIII y ﬁXVII, la produccién de AIA va~-
r{a mucho de unas estirpes a otras dentro de la misma especie Yy,
por supuesto, de una especie a otra del géﬁ;ro Rhizobium. Un he~
cho interesante es que las especies de creciﬁgento lento, repre~

sentadas en nuestro estudio por Rh. meliloti, producen menos can

tidad de AIA que lés de crecimiento rdpiéo en los medios con ex-
tracto de levadura; ello puede ser debido m&s que a una baja pro-
ductividad de AIA, a un crecimiento menor en el medio de cultivo
empleado, que, como hemos indicado, lleva extracto de levadura.
Este razonamiento nos llevé a comparar la produccién de AIA
con el crecimiento de la bacteria ensayada y.hemos podido compro

bar en estudios preliminares que, en general, estas especies de
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crecimiento lento tienen una prédﬁctividad mis elevada, entendien
do como tal a la produccién de AIA por célula.

Por otra parte, es sabido que no todas las estirpes de Rhi-
zobium presentan la misma rapidez para inducir la formacidén de
nddulos en las leguminosas que les son especificas. Ello puede
ser debido a la diferente facilidad que tienen para transformar
el triptdfano en fcido indol acético, lo que esti de acuerdo con
la idea expuesta por NUIMAN (60), por lo que serfa interesante
realizar trabajos en los que se comparen la facilidad para indu~
cir la formacién de nddulos y la facilidad para producir AIA
a partir del triptéfano, en cada esfirpe de Rhizobium.

Otro hecho, citado por DOMMERGES y MANGENOT es que para que
 se produzca la nodulacidn es necesario que la densidad de Rhizo~
bium en el suelo sea de 109 células por gramo de suelo. En el
caso de que la nodulacidn estuviese regulada por la accidn del
dcido indol acético, como sugiere NUTMAN, es.légico pensar que
si el Rhizobium infectante es una estirpe que presente una gran
capacidad para producir &cido indol acético, este nimero podria
reducirse en gran medida. Incluso, dado que estas auxinas vege-—
tales actdan en concentraciones crfticas comprendidas entire mir-
genes'muy éstrechos, cabe pensar que tratidndose de estas estir-
pes muy productoras de AIA, lejos de favorecer la nodulacidn, la
inhibirfan en gran medida, porque de la accién conjunta de tal
nimero de células podrfa resultar una cantidad excesiva de fci-
do indol acético.

En cuanto a la produccién de 4cido indol acético por otras
bacterias, vamos a destacar aguf{ el hecho de que presente esta

propiedad Pseudomonas. Dado que hay especies de este género que

son fitopatégenas, este hecho nos induce a pensar que quizis
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la produccién de &cido indol acético forme parte del mecanismo
de infeccidn de la planta hospedadora.

Como ya hemos sefialado, las estirpes de Rhizobium aisladas

por nosotros de leguminosas silvestres del género Tetragonolobus

son muy similares entre sf, tanto en sus caracteristicas morfo-
16gicas como bioqufmicas y fisiolégicas. Todas ellas presentan

acumulaciones intracitopldsmicas de poli-beta-~hidroxi-butirato,
caracterf{stica que, como ya hemos sefialado, es comin a las bac-
terias del género Rhizobium y que, al ser confundidas con endos
poras, ha dado lugar a una serie de pretendidos ciclos biolégi-
cos de este género (9, 38).

Estas estirpes solo presentan diferencias en cuanto a la
{olerancia a la salinidad, produccidén de indol, desarrollo a
37¢C, crecimiento a pH = 4,0 y en el contenido de guanina + ci
tosina. Por tanto, 1la comparacidn entre estas‘doce estirpes pue
de reducirse a la Tabla LXXVII, en la que se aprecia que estas
diferencias no guardan relacién con la procedencia de las es-
tirpes. Por ello, es razonable considerarlas como pertenecientes
a uné misma especie, que, a juzgar por el conjunto de caracte~
risticas comunes que presentan, no es ficil de incluir en nin-
guna de las seis especies actualmente admitidas. En primer lu-—
gar, hay que destacar el hecho de qﬁe once de estas estirpes
son productoras de indol, caracter{stica que, segin GRAHAM (37),
es negativa en las setenta y nueve estirpes de Rhizobium estu-
diadas por él, que se repartfan entre las distintas especies de
este género. En segundo lugar, dando mayor peso al criterio de
la produccidn de nédulos, hemos de considerar a fodas las estir

pes aisladas por nosotros como pertenecientes a Rhizobium trifo-

lii, ya que como se sefiala en la Tabla LVIII, nodulan en Tetra-
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gonolobus y en Trifolium y no en el resto de las leguminosas
ensayadas. Sin embargo, estas estirpes presentan significati—

vas diferencias con Rhizobium trifolii, si se tienen en cuen-

ta otros criteriom. En efecto, 'ademds de la produqcién de indol,

ya sefialada, estas estirpes difieren de Rhizobium trifolii en

que, mientras ninguna de las estirpes de esta especie estudiadas
por Graham crece a pH = 4,0, una de las aisladas por nosotros si
lo hace; ademis, las estirpes estudiadas por Graham no toleran
la salinidad del 2% de ClNa en los medios de cultivo.

Sin embargo, las estirpes aisladas por nosoiros se aseme-

jen a Rhizobium trifolii en las siguientes caracterisiicas: reac

cién con la leche tornasolada, pruebas de la catalasa y la oxi-
dasa, reduccién de los nitratos y los nitritos, prueba de los
citratos y de la ureasa, necesidades de factores de crecimiento

y en la utilizacidn de los tres azicares ensayados ,

Por otra parte, si bien estas estirpes aisladas POY NOsSoO~—
tros pertenecen claramente a las de crecimiento ripido en los
medios con extracto de levadura, sin embargo, presentan en con-~
Junto porcentajes de guanina + citosina algo mis elevados que
los que corresponderfan a este grupo (7, 20).

Aé{mismo, creemos interesante sefialar el hecho de que los

rizobios aislados de Tetragonolobus no nodulen en las legumino-

sas delrgénero Lotus, a pesar de que émbos géneros pertenecen
a la tribu Loteae. No obstante, para poder discutir este hecho,
seria necesario obtener mis datos derivados de experimentos de
inoculacidn cruzada. Igualmente, serfa interesante realizar ex-

perimentos de nodulacidn de Rhizobium trifolii sobre Tetragono-

lobus.
Aungue, como hemos visto, estas estirpes de Rhizobium ais~-

ladas de Tetragonolobus no se ajusten exactamente a la descrip-
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Tabla LYXVII.- Comparacidn de las estirpes aisladas de
Tetragbnolobus (2)

Estirpe Proc. GeC Tolerancia ClNa 1Indol Crec. Crec.

(1) 2% 3% vH 4 372¢
™ -1 T, mar. 63,6 + | - + - -
™ - 2 T. mar. 61,2 ¢ . + - -
™ - 3 T. mar. 62,4 + - + - *
™ - 4 T. mar. 61,7 * + * *
™ -5 T. mar. 61,9 + - + - *
™ - 6 P, mar. 62,4 ¢ ’ - + - -
TPU- 1 T, pur. 63,4 + | - + - -
TPU- 2 T, pur, 63,6 -~ - + * +
TPU- 3 T. pur. 63,0 « - - - +
TPA- 1 T. pal. 62,4 - - + - +
TPA- 2 q, pal. 64,9 + s . - +
TPA- 3 T, pal. 62,2 ¢ % + - -

(1) Los nombres de la plantas se representan por sus abreviatu-

ras: T, mar., Tetragonolobus marftimum; T, pal., T. palesti-~

num, y T. pur., 7. purpureun.

(2) + indica crecimientoj -~ indica no crecimiento.

== sSmmmams ==
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cidn de Rhizobium trifolii, creemos que los resultados de las

pruebas de nodulacién, asf como el gran niémero de caracterfsti-
cas fisiol8gicas y bioquimicas en que coinciden con Rh. trifo-
1lii, nos autorizan a identificarlas con esta especie.

Pero es necesario sefialar agui gue la mayorfa de los estu~
dios taxondmicos realizados sobre el género Rhizobium se refie-
ren a estirpes aisladas de leguminosas cultivadas y de ahf que
no sea ficil identificar estirpes aisladas de nédulos dé legumi
nosas silvestres. Creemos, pues, que, dedicando mayor atencidén
a estas estirpes, se podrfa facilitar la revisién del género
Rhizobium, no s6lo en cuanto a su divisién en especies, sino tam

bién en relacidn con sus proximidad con otros géneros afines.



5. CONCLUSIONES
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l.- Los métodos de valoracién de AIA basados en separacién
cromatogrifica descritos en la Bibliografia presentan el incon-
veniente de su poca exactitud, debido a las pérdidas que se ori
ginan durante el desarrollo de la cromatograffa y la subsiguien-

te elucidn.

2.- La valoracién del 4cido indol acético mediante el reac
tivo de Salkowski, sin previa purificacién cromatogrifica es im
practicable debido a la interferencia producida por el &cido in
dol léctico, que coexiste siempre en los lfguidos metabdlicos.
También los métodos bioldgicos de valoracién exigen que el AIA

'no vaya acompafiado de otros compuestos ind§licos.

3.~ La interferencia del &4cido indol lictico en lacdeter—
minacién colorimétrica del 4cido indol acético no es fécil de
explicar, dado que el AIL puro no da la reaccién de Salkowski

positiva. Sin embargo, se pueden establecer los hechos siguien
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i
tes: .

a) la presencia de 4cido indol laético siempre aumenta la
absorbencia del 4cido indol acético. |

b) el aumento de absorbencia no guarda relacién con la con
centracidén absoluta de 4cido indol 1l4ctico, sino que depende de
la proporcidn entre las concentraciones de &cido indol acético
¥y &cido indol l4ctico.

¢) la influencia de la prOpoici6n AIA/AIL sobre la absor—
beﬁcia es diferente si esta relacidén es mayor que 1, o menor o
igual que uno; pero dentro de estos dos rangos, la variacidén de
densidad Sptica es proporcional a la concentracidn de &cido in-
dol acético, sea cual fuere la cantidad absoluta de AIL coexis—
tente. Por tanto, es posible valorar el &dcido indol acético en
presencia de 4cido indol ldctico, siempre que se confeccionen
las rectas de calibrado correspondientes a ambos rangos.

.d) dado que en un liquido metabdlico problema no es posi-

ble conocer "a priori" la proporcidn AIA/AIL, es necesario afa-
dir a la muestra un exceso de AIL para asegurar-que la propor-

c¢idn entre ambas sustancias es inferior a l.

4.~ El valor de chi cuadrado obtenido sobre cuarenta va-
loraciones efectuadas con este método es 1,948, muy inferior
al valor méximo, 17,26, para 39 grados de libertad y un coefi-
ciente de seguridad de 0,999, lo que demuestra que este método

es satisfactorio en cuanto a su exactitud.

5.- Nuestro método de valoracién permite determinar con-

centraciones del orden de 0,5 ug/ml de &cido indql acético.
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6.~ El rendimiento del método de extraccién de AIA recomen-

dado por RIGAUD es del 100 por cien, muy superior al propuesto
por MOORE Y SHANER, y al de las modificaciones introducidas por

nosotros, cuyos rendimientos oscilan entre el 40,1 y el 90,8

por ciento.

fo- Las 22 estirpes de Rhizobium ensayadas producen &cido
indol acético a partir de tript8fano, si bien existe una gran
variabilidad, no sdlo de unas especies a otras, sino dambién en

tre las estirpes de una misma especie.

8.~ La produccién de 4cido indol acético a partir de trip-
t8fano no es una caracterfstica exclusiva de las bacterias del
género Rhizobium, sino que la presentan otras bacterias, perte-

necientes a géneros diversos, como Klebsiella aerogenes, Esche-

richia coli, Pseudomonas calendula y Sarcina lutea.

9.~ Las doce estirpes de bacterias aisladas por nosotros

de Tetragonolobus presentan caracteristicas morfoldgicas, fisio

l8gicas y bioquimicas muy similares entre si, todas ellas com-
_patibles con el género Rhizobium, excepto la produccidn de in-

dol;

10.~- Las pruebas de nodulacién indican que las estirpes ais

ladas de Tetragonolobus pertenecen a la especie Rhizobium trifo

1lii, si bien presentan diferencias con esta especie en cuanto a

caracter{sticas fisioldgicas y biogquimicas..
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